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RESUMO

O leite de cabra fornece calorias e aminoacidos essenciais em proporcdes
iguais ou superiores aquelas recomendadas pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS). A mastite pode comprometer a quantidade e a qualidade do leite produzido,
sendo considerada a doenca que acarreta 0s maiores prejuizos econdmicos a
producao leiteira. Véarias técnicas para detectar a inflamacédo da glandula mamaria
em cabras tém sido estudadas, sendo as mais aceitas o “California Mastitis Test”
(CMT) e a Contagem de Células Somaticas (CCS). A mastite pode ocorrer em
animais acometidos por Artrite Encefalite Caprina (CAE). A CAE é uma doenca de
carater crénico, que pode acometer caprinos de varias racas, ambos 0s sexos e de
todas as idades. O diagndstico pode ser realizado por testes sorolégicos, sendo o
mais empregado a Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA) e com 0S avancos nas
técnicas de biologia molecular, a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) também
tem sido amplamente utilizada. O objetivo do presente estudo foi avaliar a qualidade
do leite de cabra pela CCS e andlise fisico-quimica, e relacionar ao diagnostico da
CAE por IDGA e PCR. Foram coletadas amostras de leite e de sangue de 108
cabras provenientes de dois rebanhos localizados no municipio de Leopoldina, MG.
Dos animais estudados, 22 do rebanho A (37,29%) e cinco (14,29%) do rebanho B
apresentaram CCS acima de 1.000.000 células/mL de leite. De acordo com as
analises estatisticas, obteve-se diferenca significativa para a CCS entre os dois
rebanhos (p<0,05). A positividade para CAE pela IDGA foi de 14,8% (16/108) e pela
PCR, 35,18% (38/108). Todos 0s animais que apresentaram resultado positivo eram
do rebanho A. Pela analise dos valores médios dos parametros fisico-quimicos e de
CCS houve diferenca significativa (p<0,05) somente em relacdo a proteina. Pelo
teste de Kappa, a concordancia entre IDGA e PCR foi de 25%, considerada fraca, o
que indica que os dois testes nao estado relacionados (p> 0,05). Ao se relacionar a
positividade para CAE por IDGA e/ou PCR com os resultados fisico-quimicos nao
houve diferenca significativa. O risco (odds ratio) de animais positivos para o CAE
apresentarem CCS elevada foi 6,7 maior quando comparado as cabras nao
infectadas.

Palavras-chave: Leite de cabra, CCS, CAE, IDGA, PCR.



ABSTRACT

Goat milk provides calories and essential amino acids in proportions equal to or
higher than those recommended by the World Health Organization (WHO). Mastitis
can compromise the quantity and quality of the produced milk, and is considered the
disease which causes the greatest economic losses to dairy production. Several
techniques to detect inflammation of the mammary gland in goats have been studied
and the most accepted are the California Mastitis Test (CMT) and Somatic Cell Count
(SCC). Mastitis can occur in animals affected by caprine arthritis encephalitis (CAE).
CAE is a chronic disease that can affect animals of various breeds, both sexes and
all ages. The diagnosis can be made by serological tests and the most utilized of
them is the Immunodiffusion in Agarose Gel (AGID). Actually, with the advances in
molecular biology techniques, the Polymerase Chain Reaction (PCR) has also been
widely used. The aim of this study was to evaluate the quality of goat milk by SCC
and physical-chemical analysis and relate to the diagnosis of CAE by AGID and
PCR. Samples were collected from milk and blood of 108 goats from two herds
located in the city of Leopoldina, MG. Of the animals studied, 22 of the herd A
(37.29%) and five (14.29%) of the B showed SCC above 1,000,000 cells / mL of milk.
According to statistical analysis, was obtained a significant difference in SCC
between the two herds (p<0.05). Positivity for the CAE by AGID was 14.8% (16/108)
and PCR, 35.18% (38/108). All animals tested positive were from herd A. The
analysis of the average values of physical-chemical parameters and SCC showed
significant difference (p<0.05) only in relation to the protein. Regarding the Kappa
test, the correlation between AGID and PCR was 25%, considered low, indicating
that the two tests are not related (p>0.05). When dealing with positivity for CAE by
AGID and/or PCR results with the physical-chemical there wasn’t significant
difference. The risk (odds ratio) of animals positive for CAE submit elevated SCC
was 6.7 higher when compared to non-infected goats.

Key-words: Goat milk, SCC, CAE, AGID, PCR
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1 INTRODUCAO

Os pequenos ruminantes possuem um papel importante na nutricdo e na
renda da populacdo mundial. H4 estimativas de que mais de 460 milhdes de
caprinos em todo o mundo produzam anualmente cerca de 4,5 milhdes de toneladas
de leite e 1,2 milh&o de toneladas de carne (MBILU, 2007).

No setor agricola é notéria a evolugdo da caprinocultura leiteira em niveis
mundiais. No final da década de 80 houve um aumento consideravel da producéo
mundial de leite de cabra. A maior producédo do leite dessa espécie no continente
americano € obtida no Brasil, cujo montante anual de leite produzido foi de 1,07%
(135 mil toneladas) do total mundial em 2005 (FAO, 2007; GONCALVES et al.,
2008).

Dentre os alimentos de origem animal utilizados na alimentacdo humana o
leite de cabra ocupa lugar de destaque, uma vez que fornece calorias e aminoacidos
essenciais em propor¢des iguais ou superiores aquelas recomendadas pela
Organizacdo Mundial de Satde — OMS (FURTADO, 1981; BARROS; LEITAO; 1992;
GOMES et al., 2004).

A mastite é considerada a doenca que acarreta 0S maiores prejuizos
econdbmicos a producdo leiteira, pela reducdo da quantidade e pelo
comprometimento da qualidade do leite produzido, ou até pela perda total da
capacidade secretora da glandula maméria. Consiste na inflamagédo da glandula
mamaria que ocorre, na maioria das vezes, como resposta a uma infec¢cdo causada
por microrganismos. Caracteriza-se por mudancas fisicas, quimicas e

bacteriol6gicas no leite e por alterac6es patologicas no Ubere. O reconhecimento
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precoce unido ao rapido tratamento sdo medidas importantes para limitar os danos
teciduais e as perdas ocasionadas pela doenca (RIBEIRO et al., 2003; SHEARER;
HARRIS, 2003).

Nos rebanhos caprinos o aparecimento das mastites € favorecido por fatores
que intervém na transmissdo horizontal dos patogenos. Isto se deve as
particularidades de defesa da glandula mamaria caprina, que proporciona resisténcia
as infec¢cdes ambientais devido a maior quantidade fisioldgica de células somaticas
no leite desses animais, assim como um percentual de polimorfonucleares
neutroéfilos superior ao da vaca (MOTA, 2008).

Vérias técnicas para detectar a inflamacédo da glandula mamaria em cabras
tém sido estudadas, sendo as mais aceitas o “California Mastitis Test* (CMT), pela
praticidade a campo, e a Contagem de Células Somaticas (CCS), em razdo de sua
sensibilidade e especificidade (PAES et al., 2003).

A Artrite Encefalite Caprina (CAE) é uma patologia ocasionada pelo “caprine
arthritis-encephalitis virus” (CAEV), pertencente ao género Lentivirus da familia
Retroviridae, subfamilia Lentivirinae. Constitui doenca de caréater cronico, que pode
acometer caprinos de varias racas, ambos 0s sexos e de todas as idades. Os
animais podem apresentar manifestacdes clinicas como: artrite, encefalite, mastite,
pneumonia e emagrecimento crénico. Os prejuizos econdmicos estao relacionados a
baixa producao leiteira e ao descarte de animais (FRANKE, 1998).

Para o diagnostico da CAE a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE)
recomenda, além do isolamento viral (técnica demorada e nem sempre bem
sucedida), testes sorolégicos, sendo o mais empregado a Imunodifusdo em Gel de
Agarose — IDGA (OIE, 2008). Com os avancos nas técnicas de biologia molecular,
sequenciamento e maiores conhecimentos sobre o genoma viral, pode-se lancar
mao de recursos modernos como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
instrumento potencial para identificacdo de cepas isoladas e no diagnéstico da
doenca a partir de espécimes clinicos (CLEMENTS; PAYNE, 1994; LEROUX et al.,
1997).

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a qualidade do leite de
cabra pela CCS e andlise fisico-quimica, e relacionar ao diagnostico da CAE por
IDGA e PCR.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO DE CAPRINOS LEITEIROS NO BRASIL

Os caprinos foram introduzidos nas Américas pelos primeiros colonizadores
europeus, adaptando-se melhor nas areas tropicais onde estdo concentrados
atualmente. Esses animais foram trazidos para o Brasil pelos portugueses ocupando
primeiramente a faixa litorAnea antes de se mudar para a caatinga, onde adquiriram
alto nivel de rusticidade e resisténcia as doencas e intempéries, escassez hidrica e
alimentar (SILVEIRA, 2008).

A adaptacdo dos caprinos a ampla variacdo de condi¢cBes climaticas e de
manejo faz com que eles apresentem maior eficiéncia produtiva em relagéo a outros
ruminantes domésticos, como bovino, ovino ou bubalino, estando presente em
regides com condicbes precarias para o desenvolvimento de outras espécies
(QUADROS, 2008).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE
(2008), h& atualmente no Brasil cerca de 9,35 milhdes de caprinos, sendo a regido
Nordeste detentora do maior rebanho caprino nacional, com aproximadamente 8,5
milhdes de cabecas (Tabela 1).

A cabra € a terceira espécie produtora de leite em volume de producado
mundial. De acordo com a “Food and Agricultural Organization” (FAO, 2006), em
2005 a producgdo mundial de leite de cabra atingiu 12,5 milhdes de toneladas, mas

menos de 5% deste total foi comercializado. A maior parte do leite de cabra
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produzido no mundo é utilizada no consumo doméstico das familias, vendida para a
vizinhanca ou usada na alimentacdo de criancas (DUBEUF, 2005). No Brasil, a
producdo de leite de cabra foi de 135.000 toneladas em 2005, o que representa
1,1% da producdo mundial (FAO, 2006).

No Brasil existem duas regides bem distintas quanto a exploracdo da
atividade leiteira caprina. A regido Nordeste, recentemente motivada por acbes
governamentais, apresenta ainda, de forma geral, baixos niveis tecnoldgicos e baixa
produtividade. Por outro lado, na regido Centro-Sul predomina o sistema intensivo,
destinando-se a producdo de leite, queijos finos e iogurtes. Quanto ao consumo,
observa-se que a maior parte do leite de cabra (94%) € consumida sob a forma de
leite fluido, 3% como leite em po6 e 3% como derivados (FERNANDES, 2007).

O mercado de leite de cabra no Brasil ainda estd em desenvolvimento, mas
tem apresentado um crescimento muito grande nos ultimos anos, especialmente nas
grandes cidades. Esse produto vem conquistando crescente mercado, tanto na
forma de leite pasteurizado, pasteurizado congelado, como na forma de leite em pé
e mais recentemente, desde 1998, em embalagens tipo longa vida UHT, esterilizado
e aromatizado (MARTINS et al., 2007; CORDEIRO; CORDEIRO; 2009).

Tabela 1 Efetivo do rebanho caprino nacional por cabeca durante os anos de 2007 e
2008.

Brasil e Regiao 2007 2008 Variacao (%)
Geogréfica
Brasil 9.450.312 9.355.220 -1,01
Norte 167.326 176.443 5,45
Nordeste 8.633.722 8.521.388 -1,30
Sudeste 253.294 226.059 -10,75
Sul 279.924 317.922 13,57
Centro-oeste 116.046 113.408 -2,27

Fonte: IBGE, 2008
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2.2 CARACTERISTICAS E ASPECTOS NUTRICIONAIS DO LEITE DE CABRA

O leite de cabra é um alimento com alto valor nutritivo e contem os elementos
necessarios a nutricdo humana, como acucar (lactose), proteinas, gorduras,
vitaminas, ferro, célcio, fosforo e outros minerais (Tabela 2). Sua digestibilidade é
facilitada em virtude do tamanho reduzido e facil dispersdo dos seus glébulos de
gordura e pela sua proteina de coagulacdo que forma uma coalhada fina, macia e
com perfeita digestdo em um curto espaco de tempo (COSTA, 1998). Ocupa lugar
de destaque dentre os alimentos de origem animal utilizados na alimentacdo
humana, uma vez que fornece também calorias e aminoacidos essenciais em
propor¢cdes iguais ou superiores aos recomendados pela OMS (GOMES et al.,
2004).

Constitui um liquido branco, puro, de odor e sabor especiais e agradaveis. A
cor se deve ao fato de ndo apresentar caroteno e sim a pro-vitamina A. Possui um
gosto tipico que, dependendo de onde os animais estdo instalados e da alimentacao
que recebem, pode se apresentar mais forte, muitas vezes indesejavel. Nao possui
nenhum cheiro tipico ou desagradavel, mas se o apresentar é devido as mas
condicGes de higiene. O mau cheiro, denominado hircino, é transmitido pelo bode
quando este se encontra perto das cabras em lactacdo, impregnando-as, além de
poder transmiti-lo diretamente ao leite (QUADROS, 2008).

De acordo com Haenlein (2004) o leite de cabra apresenta propriedades
bioquimicas que favorecem o0 seu valor nutricional, sendo recomendado para
criancas, particularmente aquelas intolerantes ao leite de vaca, pessoas com
doencas gastrintestinais, como suplemento para pessoas idosas e mal nutridas ou
mesmo pessoas que fazem tratamento quimioterapico, por diminuir a queda dos
cabelos. O consumo diario de 1L pode suprir até um terco das necessidades
alimentares diérias de um adulto.

As caracteristicas nutritivas do leite de cabra estimularam o aumento da
produtividade brasileira, principalmente nos Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais,
Parand e Rio de Janeiro. Tal incremento produtivo aponta para a necessidade de
pesquisas que avaliem a constituicAo deste alimento, assim como possiveis
alteracgdes fisioldgicas envolvidas (GOMES et al., 2004).

O leite caprino € também naturalmente rico nos acidos graxos volateis

caproico, caprilico e caprico, comumente utilizados em tratamentos de pessoas com
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problemas de ma absorcdo, pela habilidade de fornecer energia, além de inibir e
limitar a deposicéo de colesterol nos tecidos e dissolver as placas deste (HAENLEIN,
2004).

Constitui um alimento importante para idosos em virtude do seu alto teor de
calcio, baixos teores de acucar e colesterol, por ser de melhor digestdo e com isso
bem aproveitado pelo organismo, além de complementar a alimentacdo. E
recomendado para criangas sensiveis a algumas proteinas presentes no leite de
vaca, como a caseina e a lactoalbumina, que podem provocar asma brénquica,
eczemas na pele, dores abdominais e diarréias. O leite de cabra também é indicado
para pessoas alérgicas a proteina do leite de vaca ou que estejam com problemas

nutricionais ou gastrointestinais (SILVEIRA, 2008).

Tabela 2 Composicao do leite caprino, ovino, bovino e humano.

Componentes Caprino Ovino Bovino Humano
Gordura (%) 3,8 7,6 3,7 4,0
Sdlidos nao gordurosos (%) 8,9 12,0 9,0 8,9
Lactose (%) 4,1 4,9 4,7 6,9
Proteina (%) 3,4 6,2 3,2 1,2
Cinzas totais (%) 0,8 0,9 0,7 0,3
Ca (%) 0,19 0,16 0,18 0,04
P (%) 0,27 0,14 0,23 0,06
Cl (%) 0,15 0,27 0,10 0,06
Vitamina A (Ul/g de 39 25 21 32
gordura)

Vitamina B1 (mg/100mL) 68 7 45 17

Vitamina B12 (mg/100mL) 210 36 159 26

Vitamina C (mg/100mL) 20 43 2 3,6
Vitamina D (Ullg de 0,7 ND 0,7 0,27
gordura)

ND: néo definido Adaptado de Ribeiro (1997); Park et al. (2007); Almeida (2009).
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2.3 PARAMETROS RELATIVOS A QUALIDADE DO LEITE DE CABRA

A gqualidade do leite de cabra é definida por seus parametros fisicos, quimicos
e microbioldgicos e constitui uma exigéncia de mercado e da industria beneficiadora.
Praticas adequadas de higiene, manipulacdo e manejo, desde a obtencéo do leite
até a sua comercializacdo sao fundamentais para garantir qualidade e seguranca
alimentar ao consumidor (MAGALHAES, 2005).

A implantacdo de praticas de pagamento do leite, considerando-se a
qualidade da matéria prima por industrias de laticinios, tem sido baseada em
parametros indicativos de rendimento, como o extrato seco total, ou naqueles
indicativos da saude do rebanho, como a contagem de células somaticas (CCS). A
adocao de indicadores de qualidade do leite de cabra visa garantir a qualidade e
identidade do produto destinado ao mercado consumidor, além de possibilitar a
identificacdo de possiveis falhas nos processos de producdo, armazenamento e
transporte do leite (ibid.).

No Brasil, a Instrucdo Normativa n°® 37 (BRASIL, 2000) regulamenta as
condicOes de producéo e identidade, além de requisitos relacionados a qualidade do
leite de cabra destinado ao consumo humano. Tal legislacéo fixa alguns limites, tais
como:

- Contagem padrao em placas (contagem total): menor/igual a 500.000 UFC/mL;
- Proteina bruta: 2,8%;

- Lactose: 4,3%;

- Solidos nao gordurosos: 8,2%;

- Cinzas: 0,7%;

- Acidez titulavel (em % acido lactico): 0,13 a 0,18;

- Densidade: 1024 a 1028;

- indice crioscopico: -0,585 a -0,550 °H:;

- Contagem de células somaticas (CCS): limite nao definido.

Entende-se por células soméaticas aquelas encontradas no leite e que se
originam do sangue e da glandula mamaria dos animais. A maioria destas células
passa do sangue para a cisterna da glandula mamaria em resposta a um estimulo, e
uma pequena proporcdo desprende-se da glandula a medida que envelhecem.

Essas Ultimas sdo conhecidas como células epiteliais. As células que se originam do
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sangue, células brancas ou leucécitos, possuem a capacidade de defender o animal
de agressbes externas, causadas por microrganismos, traumas e substancias
guimicas (SOUZA et al., 2007).

As células sométicas presentes no leite compreendem as células epiteliais
dos alvéolos (2 a 20% do total), sendo as demais (80 a 98%) conhecidas como
células de defesa (leucadcitos, principalmente neutrofilos, linfécitos e macrofagos). As
células de defesa estdo geralmente presentes em pequeno numero, mas em
presenca de inflamac&o podem alcancgar contagens que alcangcam, em alguns casos,
milhdes por mililitro (mL) de leite. A taxa de mastite dos rebanhos pode ser estimada
com base na CCS, de acordo com estudos realizados em varios paises. A
interpretagdo dos resultados € realizada considerando-se o possivel numero de
animais infectados e os prejuizos causados pela perda na producdo (BRITO et al.,
2009).

Ha varias maneiras de se estimar o numero de células sométicas ou de
efetivamente conta-las. O CMT é um método pratico, barato, realizado a campo e
fornece resultados imediatos. Este método utiliza um detergente que ao reagir com o
material genético das células somaticas forma um gel que tem sua consisténcia
graduada em escores que variam de 0 a 3, e deve ser realizado antes da ordenha,
logo apdés o descarte dos primeiros jatos de leite. Sua desvantagem é estimar o
contetdo de células de forma subjetiva, o que exige do operador discernimento na
leitura e interpretacédo dos resultados. Outras maneiras de se contar efetivamente as
células sométicas dependem do envio de amostras de leite para laboratérios
especializados. A CCS pode ser realizada em equipamentos automatizados, que
possibilitam o exame de grande numero de amostras e a reducdo do custo da
analise. Outro método de contagem € obtido pelo exame microscépico de laminas
coradas, mas é laborioso, caro, e ndo permite automacao (ibid).

A CCS é utilizada como indicador de qualidade do leite tanto para vacas como
cabras. Normalmente a CCS no leite de cabras néo infectadas é maior que no leite
de vacas nas mesmas condicbes. Em média, a CCS no leite de vacas livres de
infeccdes intramamarias varia de 40.000 a 80.000 células/mL de leite. Ja em relagéo
ao leite de cabras livres desse tipo de patologia, a contagem varia de 50.000 a
400.000 células/mL. O principal fator que contribui para a CCS mais elevada no leite
de cabra é a maneira como o leite € secretado pela glandula mamaria, ou seja,

secrecao lactea do tipo apécrina (SOUZA et al., 2007).
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Segundo Contreras et al. (1998), a cabra se diferencia dos demais ruminantes
domésticos em virtude de seu particular tipo de secrecdo lactea, predominantemente
apocrina, além do fato de na espécie ocorrer uma grande variacdo na contagem de
células somaticas relacionada com grau de infeccdo, idade, volume de leite
produzido, periodo de lactacdo, entre outros fatores. Na espécie caprina o principal
risco de infeccdo é determinado pelos microrganismos que colonizam o éstio do teto,
assim como pelos fatores que favorecem a penetragdo destes através do canal do
teto. Diante desta situacdo, 0 momento da ordenha representa um ponto critico para
o controle das mastites em caprinos e ovinos, assim como fatores individuais e
ambientais que predispdem a instalacdo da infec¢ao intramamaria (MOTA, 2008).

O aumento no comércio internacional de produtos lacteos tem levado muitos
paises, especialmente da Unido Européia, a desenvolverem padrdes rigidos para
CCS. A Uniao Européia imp6s um limite de 400.000 células/mL para o leite bovino,
enguanto que os requerimentos para o Canada e Estados Unidos sdo 500.000/mL e
750.000/mL, respectivamente. O limite para a CCS é também motivo de grande
preocupacdo para produtores de cabras e processadores de leite. Nos Ultimos
quinze anos a CCS tem sido exaustivamente estudada em caprinos, aléem de sua
relacdo com a qualidade do leite e saude do Ubere, porém poucos estudos sao
realizados para avaliar a CCS do leite total dos rebanhos. No momento, o valor de
1.000.000 células/mL é o limite regulamentado para rebanhos tipo A nos Estados
Unidos da América (EUA). Esforcos tem sido realizados para reduzir o atual padréao
da CCS do leite de cabra de 1.000.000 células/mL para 750.000 células/mL (SOUZA
et al., 2007).

No Brasil ndo h& limites méaximos oficiais exigidos para a CCS no leite de
cabra e a globalizacdo dos mercados indica que medidas regulamentares neste
sentido sdo iminentes. Porém, para que essas medidas sejam adequadas e justas
com o setor de caprinocultura leiteira, é necessario que estudos sobre o
comportamento deste parametro em relacdo aos rebanhos nacionais sejam
realizados para a determinacéo de limites que estimulem o setor a produzir matéria
prima de boa qualidade (MAGALHAES, 2005).
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2.4 IMPLICACOES DA MASTITE EM REBANHOS CAPRINOS LEITEIROS

2.4.1 Considerac0es sobre a mastite caprina

Mastite € a denominacdo do processo inflamatorio da glandula mamaria. Sua
etiologia pode ser de origem toxica, traumatica, alérgica, metabdlica e infecciosa,
sendo as causas infecciosas as principais, destacando-se as de origem bacteriana.
Os patogenos causadores de mastite tém sido classificados em dois grupos
diferentes: contagiosos e ambientais. Os chamados contagiosos necessitam do
animal para a sobrevivéncia, com multiplicacdo na glandula maméaria, canal do teto
ou sobre a pele, e sé&o transmitidos de uma fémea infectada para uma fémea sadia,
principalmente durante a ordenha. Os patdégenos ambientais sdo oportunistas, estéo
presentes no ambiente em que o animal vive e a infeccdo pode ocorrer no periodo
entre ou durante as ordenhas (COSTA, 1998; FREITAS et al., 2005).

A mastite € considerada a doengca que acarreta 0S maiores prejuizos
econdbmicos a producdo leiteira, pela reducdo da quantidade e pelo
comprometimento da qualidade do leite produzido, ou até pela perda total da
capacidade secretora da glandula maméaria. Caracteriza-se pela inflamacdo da
glandula mamaria, geralmente de carater infeccioso, podendo ser classificada como
clinica ou subclinica (RIBEIRO et al., 2003).

A mastite clinica apresenta sinais evidentes como edema, aumento da
temperatura, endurecimento e dor na glandula maméaria, além da presenca de
grumos, pus ou qualquer alteragdo das caracteristicas fisicas do leite (FONSECA,
SANTOS, 2000). O diagnostico € realizado pelo uso da caneca telada, com a
visualizacao de alteracbes macroscopicas do leite (RIBEIRO et al., 2003).

Na forma subclinica ndo ocorrem alteraces macroscopicas e sim alteracdes
na composicdo do leite, portanto ndo h& sinais visiveis de inflamacdo do Ubere
(CULLOR et al.,, 1994). A mastite subclinica é aquela que apresenta resultado
positivo ao CMT ou outros testes indicativos, sendo confirmada pelo crescimento
microbiano. Ela pode ser detectada pela contagem direta ou indireta de células
somaticas no leite (RIBEIRO et al., 2003).

Em pequenos ruminantes, principalmente cabras exploradas para a producao
de leite, a mastite € um grande problema por aumentar os custos da producédo e

pelos riscos a saude publica. Santos (2001), em revisdo sobre o impacto econémico
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da ocorréncia de mastite, reuniu quatro fatores principais responsaveis pelos
prejuizos: perdas de producédo de leite devido a mastite subclinica, custos dos casos
clinicos, custos de descarte e morte prematura, além de prejuizos da industria por
reducado na qualidade e no rendimento industrial de derivados.

A presenca de mastite clinica ou subclinica implica na aplicagcdo de multas ou
penalidades ao preco do leite em funcdo da reducdo de sua qualidade. As
caracteristicas bacteriologicas do produto serdo determinadas pela higienizacdo dos
equipamentos e utensilios de ordenha e de transporte e pela manutencdo em
condicbes de refrigeracdo. Os riscos para o consumidor ndo s6 ocorrem devido a
presenca de patégenos no leite, que serdo destruidos quando sdo realizados
tratamentos térmicos adequados, mas também pela presenca de toxinas, como as
enterotoxinas estafilococicas, que podem ser termoestiveis e persistirem nos
produtos lacteos elaborados com leite de animais infectados, mesmo apds a
pasteurizacdo ou esterilizacdo (CONTRERAS et al., 2001).

2.4.2 Prevencao e controle da mastite em cabras

Para o controle da mastite caprina, é importante que exista um programa
voltado para o diagndstico e monitoramento constante da criagdo (CHAPAVAL;
PIEKARSKI, 2000).

Segundo Chapaval (2007), das medidas que compdem um programa basico
de controle de mastite merecem destaque: a identificacdo e o tratamento de todas as
cabras no periodo seco; a identificacdo e o tratamento imediato dos casos clinicos; a
manutencéo e o funcionamento adequado do sistema de ordenha; o correto manejo
da ordenha com énfase na desinfeccéo dos tetos apés a ordenha; a separacéo e o
descarte de cabras com mastite crbnica; e a correta higienizacdo da éarea de
permanéncia dos animais.

O manejo da ordenha interfere na ocorréncia de mastite & medida que evita
oportunidades de colonizacdo dos tetos por parte dos microrganismos e diminui a
contaminacdo ja existente na superficie dos tetos. De acordo com Chapaval (2007),
uma rotina de ordenha deve ser baseada nos seguintes pontos:

- Retirada dos primeiros jatos de leite e teste da caneca de fundo preto;

- Lavagem dos tetos com agua corrente (Se necessario);

- Imerséo dos tetos em solucao desinfetante (“pre dipping”);
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- Secagem dos tetos com papel toalha descartavel;
- Colocacdao das teteiras e ajuste das mesmas quando necessario;
- Retirada das teteiras depois de cessado o fluxo de leite;

- Imerséo dos tetos em solugcéo sanitizante glicerinada (“pos dipping”).

Os animais conduzidos a sala de ordenha devem ser organizados de modo
gue as fémeas sadias e, principalmente as cabras primiparas sejam ordenhadas
inicialmente seguidas das fémeas multiparas, fémeas sadias que ja tiveram mastite,
e por ultimo, as fémeas doentes, a fim de se evitar contaminacdo cruzada
(CHAPAVAL, 2006).

Para o controle das infec¢bes intramamarias deve ser realizada revisdo
constante dos equipamentos de ordenha, uma vez que teteiras sem manutencao
periodica podem ocasionar um refluxo que atua como fendmeno favorecedor de
penetracdo de microrganismos nos tetos, além da possibilidade de contaminacéo
bacteriana provocada pela ma conservagdo dos manguitos (MOTA, 2008).

A higiene dos animais é um ponto importante a ser avaliado e é realizada com
a escovacao das cabras antes da chegada a sala de ordenha, a fim de evitar a
gueda de pelos e poeira sobre o leite ordenhado. O uso da agua para lavagem dos
tetos no momento da chegada dos animais a sala de ordenha é outro ponto que
merece destaque. Se 0s animais chegarem com os tetos limpos, sem lama ou
sujidades, recomenda-se nao lavar, apenas proceder ao “pre dipping” (CHAPAVAL,
2007).

O “pre dipping” consiste na imersao dos tetos dos animais em solugao
desinfetante antes da ordenha, para diminuicdo da flora ambiental e impedir que os
microrganismos penetrem no Ubere no momento do refluxo de leite na colocacao
das teteiras. Neste procedimento podem ser utilizados: iodo (0,5%), hipoclorito
(4,0%), clorhexidine (0,5-1,0%), cloro (0,3-0,5%), entre outras substancias. Em
seguida os tetos devem ser enxutos com toalhas de papel descartaveis (ibid.).

No “pos dipping” os tetos sdo imersos em solucéo sanitizante, principalmente
em solucéo iodoglicerinada logo apés a ordenha, o que reduzira os riscos de mastite
contagiosa, uma vez que h4 a diminuicdo da flora microbiana presente nos tetos dos
animais (ibid.).

Fatores relacionados ao manejo e as instalagdes dos rebanhos também séo

pontos importantes a serem avaliados. A umidade excessiva e a insuficiente
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renovacdo das camas podem favorecer a proliferacdo microbiana. Além disso,
construcdes de instalacbes ndo adequadas podem ocasionar 0 surgimento de
lesbes traumaticas no Ubere (MOTA, 2008).

A higiene pessoal do ordenhador também € de suma importancia em relacao
a sanidade do Ubere do animal. E essencial que ele mantenha suas unhas e cabelos
limpos e cortados, uniforme limpo e apropriado, e que utilize botas plasticas
(CHAPAVAL; OLIVINDO, 2008).

Para a obtencdo de resultados satisfatérios nos rebanhos caprinos é
necessario que haja a conscientizacdo dos produtores sobre o0s prejuizos
ocasionados pela mastite a fim de que adotem medidas preventivas e de controle
contra a enfermidade, estabelecendo maior renda ao final do periodo de lactacao

dos animais.

2.5 VIRUS DA ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA (CAEV)

A Artrite Encefalite Caprina € uma enfermidade incuravel, degenerativa, com
evolucdo lenta e de alta prevaléncia nos rebanhos caprinos nacionais. O agente
etiologico foi identificado no inicio da década de oitenta como um RNA-virus
pertencente ao género Lentivirus da familia Retroviridae e subfamilia Lentivirinae
(ANDRIOLI et al., 2006; FRANKE, 1998).

Trata-se de uma doenca infecciosa especifica dos caprinos que geralmente
se apresenta de forma crénica, caracterizada por um longo periodo de incubacéo, e
0os animais infectados passam a ser portadores permanentes do virus. A doenca
pode se manifestar por quadros clinicos de artrite, encefalite, mastite, pneumonia e
emagrecimento cronico. O virus pode estar presente em todos os liquidos corporais
do animal acometido (FRANKE, 1998).

O CAEV foi isolado pela primeira vez nos Estados Unidos da América (EUA),
por Cork et al. (1974) da membrana sinovial e do liquido cefalorraquidiano de
caprinos infectados (CRAWFORD et al., 1980). No Brasil, a primeira descricdo sobre
a CAE foi realizada por Moojen et al. (1986), no Rio Grande do Sul, seguido de
Fitterman (1988) na Bahia, Pinheiro (1989) em Pernambuco e, Assis e Gouveia
(1994) no Ceara (ALMEIDA et al., 2001). Segundo Saraiva Neto (1994), a doenca
introduziu-se no Brasil pela importacdo de animais puros de racas leiteiras,

provenientes de rebanhos europeus e americanos.
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Inquéritos sorologicos revelaram que o virus esta disseminado nos rebanhos
caprinos de gquase todos 0s paises que praticam tradicionalmente a caprinocultura
leiteira e que ha estimativas da queda na producéo de leite das cabras infectadas
ser de 10 a 15%, sendo esta percentagem observada, também, nas ocasifes em
que o0s animais infectados n&o apresentam alteracbes no Ubere (KRIEG;
PETERHANS, 1990; FRANKE, 1998).

Tal enfermidade tornou-se importante pelo impacto econdmico decorrente de
grandes perdas na produtividade do rebanho, sendo as mais significativas: a
mortalidade de animais jovens, a reducdo de peso e a diminuicdo na producao
leiteira (KEENAN, 1999; SANTIN et al., 2002). As cabras soropositivas apresentam
menor producdo de leite e curto periodo de lactacdo. Pode ocorrer reducao do indice
de fertilidade, aumento do intervalo interpartos e maior descarte de caprinos do
plantel (LARA, 2005).

Para Contreras et al. (2001) a principal via de transmissdo da CAE ocorre
mediante a ingestao de colostro ou leite procedente de fémea infectada, sendo que
também pode ocorrer transmissao de forma horizontal pela ordenha mecénica.

Segundo os autores, o CAEV apresenta tropismo pela glandula mamaria e
pode ocasionar mastite do tipo parenquimatosa. A forma clinica de CAE que aparece
com maior frequéncia é a do tipo articular e na maioria dos casos a presenca do
virus passa de forma despercebida nos rebanhos infectados. A infec¢do pelo virus
nos rebanhos caprinos apresenta grande repercussao econdmica, uma vez que
pode limitar as exportacdes de animais.

A forma mamaria da CAE é frequente e apresenta grande significado
econdmico em rebanhos caprinos leiteiros devido ao comprometimento da producao
de leite e predisposicdo a infeccbes secundarias da glandula mamaria. As cabras
afetadas poderdo apresentar mastite aguda ou crbnica, sendo que na aguda,
geralmente observada antes da lactogénese, ha endurecimento ndo edematoso do
Ubere e uma baixa ou nenhuma producao leiteira. J& na crbénica, observada durante
a lactacdo, ha endurecimento e assimetria da mama e o leite aparece com aspecto
normal. Em ambas as formas ha hipertrofia persistente dos linfonodos retromamarios
e histologicamente se observa mastite intersticial com presenca de nddulos linféides
(CALLADO et al., 2001).

Varios estudos em diversos paises sao realizados no sentido de adequacao

de medidas para o controle da CAE. Como inexistem vacinas para a enfermidade, as
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medidas profilaticas sdo de extrema importancia para prevenir a ocorréncia e
adequar condicfes de convivéncia com a doenca (VESCHI, 2005).

Dentre as medidas profilaticas adotadas destacam-se: fornecimento de
colostro tratado termicamente aos cabritos; utilizacdo de seringas descartaveis;
desinfeccdo de materiais que entrem em contato direto com o0 sangue dos animais;
realizacdo de testes soroldgicos peridédicos nos rebanhos e a separacdo dos animais
positivos (FRANKE, 1997).

2.6 DIAGNOSTICO DA ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA

Para o controle efetivo da CAE é importante que os métodos de diagndstico
identifiquem todos os animais portadores, uma vez que a manutencdo de animais
falso-negativos no rebanho representa problema sanitario e dificulta o controle da
doenca (ANDRIOLI et al., 2006).

O diagnostico dessa infec¢do viral é baseado na sorologia, sendo a prova de
escolha a imunodifusdo em gel de agarose (IDGA), embora nos ultimos anos essa
técnica esteja sendo substituida por diferentes modalidades de ELISA, com menores
parametros de validez diagnéstica. Porém, nem todos os animais infectados se
apresentam soropositivos, devido aos fenbmenos de soroconversao tardia
(CONTRERAS et al., 2001).

Embora a IDGA seja a principal forma de deteccao de animais infectados pelo
CAEYV e o teste indicado pela “World Organization for Animal Health” (OIE), possui
um valor limitado na identificagdo de animais em fase inicial da infecgao (FROTA et
al., 2005). Por isso, para o diagnostico precoce da enfermidade, técnicas
moleculares de deteccéo viral tém sido aplicadas, dentre elas a Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), cujo objetivo é a amplificacdo in vitro dos acidos nucleicos,
permitindo a obtencdo de milhares de cépias de uma sequéncia especifica de DNA,
nao necessitando de nenhuma resposta do organismo, como a producdo de
anticorpos (BARLOUGH et al., 1994; ANDRIOLI et al., 2006).

A PCR tem sido utilizada para a pesquisa do DNA proviral dos lentivirus de
caprinos em diferentes amostras: sangue, liquido sinovial, leite e soro do leite,
tecidos e sémen (REDDY et al., 1993; RIMSTAD et al., 1994; BARLOUGH et al.,
1994; CLAVIJO; THORSEN, 1996; ANDRIOLI et al., 2006).
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No caso dos lentivirus dos pequenos ruminantes (LVPR), CAEV e Maedi-
Visna, a PCR é particularmente importante para a identificacdo de animais que
apresentam soroconversao tardia ou com resultado sorolégico duvidoso (RIMSTAD
et al.,, 1993). Porém, parece ndo haver relagdo entre o nivel de anticorpos e o
resultado positivo a PCR (BARLOUGH et al., 1994) e nem todas as amostras de
sangue positivas aos testes sorolégicos sdo também positivas na PCR (REDDY et
al., 1993).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE REALIZACAO DAS ANALISES LABORATORIAIS

O estudo foi desenvolvido na Universidade Federal Fluminense (UFF),
Faculdade de Veterinaria, no Laboratério de Epidemiologia Molecular, e no

Laboratério de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora, MG.

3.2 MODALIDADE DE ESTUDO E ANALISE ESTATISTICA

O presente estudo foi realizado pelo método epidemiolégico observacional
transversal, estratificado pela positividade para CAE por IDGA, e a selecdo dos
rebanhos feita por conveniéncia (amostragem ndo probabilistica), porém em cada
rebanho os animais foram selecionados ao acaso. Os resultados obtidos foram
apresentados nas formas de tabelas e as comparacfes e associacdes entre 0s
parametros estudados foram realizadas pelos testes estatisticos de t-Student e t-
Student ndo paramétrico aproximado de Welch's; regressao linear mudltipla;
regressao logistica simples associada ao risco por odds ratio; regressao logistica
multipla; qui-quadrado e concordancia por Kappa, todos com base em intervalo de
confianca de 95% (TRHUSFIELD, 2003).
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3.3 CARACTERISTICAS DOS REBANHOS ESTUDADOS

Foram utilizados espécimes clinicos de 108 animais, obtidos de duas
propriedades localizadas no municipio de Leopoldina, MG, identificados como
rebanhos A e B.

Foram coletadas amostras de 63 cabras do rebanho A (Figura 1), todas puras
ou mesticas da raca Saanen, e de 45 do rebanho B (Figura 2), puras ou mesticas
das racas Parda Alpina e Saanen. Todos os animais se apresentavam em diferentes
estagios de lactacdo e sem sintomatologia clinica. O diagnostico da mastite clinica
foi realizado pelo exame clinico do animal, da glandula mamaria e retirada dos trés
primeiros jatos de leite em caneca telada, conforme recomendado pelo “National
Mastitis Council” (1999) para a observacdo de alteracdes macroscépicas do leite
como grumos, coagulos, pus e sangue. Em ambas as propriedades a ordenha era
realizada duas vezes ao dia, pela manha e a tarde e o sistema adotado era do tipo

manual (Figuras 3, 4 e 5).

Figura 1 Cabras puras ou mesticas da raca Saanen do
rebanho A, Leopoldina, MG, 2009.



Figura 2 Cabras mesticas das racas Parda Alpina e
Saanen do rebanho B, Leopoldina, MG, 2009.

Figura 3 Ordenha manual realizada no rebanho A,
Leopoldina, MG, 2009.
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Figura 4 Ordenha manual em cabras do rebanho B,
Leopoldina, MG, 2009.

Figura 5 Realizacdo de “pos-dipping” apdés ordenha
manual em cabras do rebanho B, Leopoldina, MG,
20009.

32



33

3.4 COLETA DE ESPECIMES CLINICOS

Foram coletadas amostras de leite obtidas dos dois tetos (aproximadamente
50,0 mL) e sangue (2,0 mL) de 108 cabras sem sintomatologia clinica, selecionadas
ao acaso, sendo 63 provenientes de rebanho IDGA positivo (A) e 45 de rebanho
negativo (B), ja testado duas vezes, segundo o proprietario.

As amostras de leite, por animal (Figura 6), foram dispensadas em frascos
plasticos contendo o conservante bronopol® (Figuras 7 e 8), sendo acondicionados
em caixa isotérmica contendo gelo e enviados ao Laboratério de Qualidade do Leite
da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora, MG, para a obtencdo da CCS pelo
método de citometria de fluxo e para a determinacdo de gordura, proteina, lactose e
sélidos totais, todos realizados por metodologia eletrénica.

O sangue dos animais foi coletado pela puncdo da veia jugular através de
seringas de 5,0 mL com agulha, sendo que 1,0 mL foi dispensado em tubo com
anticoagulante EDTA para a realizacdo da PCR, e 1,0 mL de sangue foi
acondicionado em tubo de ensaio sem anticoagulante para a obtengcdo do soro,
necessario para a realizacéo da IDGA.

3.5 CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS E ANALISE FiSICO-QUIMICA

A contagem de células somaticas foi realizada no Laboratério de Qualidade
do Leite da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora, MG, pelo método de citometria
de fluxo. Para a sua realizacéo foi utilizado o aparelho “Somacount 300 da Bentley
Instruments USA” (Figura 9).

A analise fisico-quimica de componentes do leite foi realizada pelo
equipamento eletronico “Bentley 2000 da Bentley Instruments USA” (Figura 9), o
qual determina as porcentagens de gordura, proteina e lactose, por absorcdo
infravermelha, e soélidos totais, por soma dos valores dos componentes anteriores
(MACHADO et al., 2000; BENTLEY, 1995 a, b).



Figura 6 Coleta de amostra de leite de cabra do rebanho
A. Leopoldina, MG, 2009.

Figura 7 Frascos com pastilha do
conservante bronopol® para CCS.
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Figura 8 Frascos contendo amostra de leite para CCS. A. Etiqueta
com identificacdo por cabra e frasco coletor. B. Frascos ja
etiquetados.

Figura 9 Equipamentos eletrdnicos “Somacount 300” e “Bentley 2000”
da Bentley Instruments Incorporated®, Minnesota, EUA, utilizados
para a CCS e determinacdo de componentes fisico-quimicos em
amostras de leite. Fonte: EVANGELISTA, 2008.
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3.6 DIAGNOSTICO DA ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA

3.6.1 Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA)

As amostras de sangue foram dessoradas em temperatura ambiente e/ou
centrifugadas (20.000Xg) por cinco minutos, quando necessério, para a obtencao
final dos soros, os quais foram armazenados a -20°C até o0 momento de uso. Os
soros foram submetidos ao teste de IDGA para diagnéstico da CAE, pela utilizac&o
de kit comercial (Kit Biovetech®, Recife, PE) para a deteccdo de anticorpos antip28
em soros de caprinos.

O frasco com agarose, pertencente ao kit, foi aquecido em agua fervente até
a total fluidificacdo da mesma. Com a utilizacdo de pipeta de 10,0 mL pré-aquecida,
foram distribuidos 4,5 mL de agarose em lamina de microscopia de 25x75 mm. ApGs
a completa solidificagcdo da agarose, a mesma foi perfurada com uma roseta em
forma hexagonal de maneira a formar sete pocos, sendo um central e seis
periféricos (Figura 10), nos quais foram distribuidos de forma alternada, o soro
controle positivo e 0os soros a serem testados. Os pocos destinados ao soro controle
e ao antigeno possuiam 3mm de diametro, enquanto os destinados aos soros a
serem testados 5mm, todos equidistantes a 2 mm (OIE, 2008).

Antigeno e soro controle positivo foram levemente homogeneizados com
movimentos circulares e distribuidos de acordo com a sequéncia: nas seis cavidades
periféricas, de maneira alternada, 30 pL do soro teste e 10 yuL do controle positivo; e
10 pL do antigeno (Ag) na cavidade central. Apds a distribuicdo dos reagentes, as
laminas foram incubadas em atmosfera umida (placas de Petri) a aproximadamente
25°C por 48 horas. A primeira leitura foi realizada apos 24 horas de incubacéo e a
leitura definitiva apds 48 horas. As laminas foram observadas sobre um fundo preto,
com o auxilio de uma fonte luminosa.

As reacOes foram avaliadas pela presenca de linhas de identidade com a
linha de precipitacéo, obtida entre o antigeno e o soro controle positivo, e o tipo de
reacao variou com a concentracdo da amostra testada. A linha formada com o
controle positivo serviu de base para a leitura do teste, estabelecendo-se as
possibilidades a seguir:
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- Reacdo negativa: as linhas formadas entre o antigeno e o soro controle positivo

dirigiram-se para a cavidade onde se encontravam as amostras testadas;

- Reacdo positiva: as linhas formadas entre o antigeno e o soro controle positivo

fundiram-se com aquelas formadas pelas amostras testadas e formaram uma linha
continua de identidade total;

- Reacéo fraca positiva: a linha de precipitacdo se formou mais préximo da cavidade

onde se encontrava a amostra que estava sendo testada;

- Linhas inespecificas: a reacgdo inespecifica ndo forma uma linha continua com as

do controle. Sdo formadas por outras reacdes entre antigeno e anticorpo que nao

aguela especifica para o CAEV.

1 4 7
( C C C { C
A A A
2 3 5 6 3 9

( C (

Figura 10 Esquema de lamina utilizada no diagnéstico da CAE pela técnica de
Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA), na qual: A - poc¢o para colocacdo do
antigeno; C - poco para disposicédo do soro controle; 1 a 9 - pocos para 0S Soros
a serem testados.

3.6.2 Reagcéo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A extracdo do DNA foi realizada a partir de sangue com anticoagulante EDTA
conforme Sambrook et al. (1989) com algumas modificacdes (Anexo 8.1). O DNA
purificado foi estocado em “freezer” a -20°C.

Na amplificacdo do DNA foram utilizados dois pares de oligonucleotideos
(Quadro 1) determinados a partir da regido gag da amostra padrao CAEV-Cork



38

(SALTARELLI et al., 1990; ANDRIOLI et al., 2006), sendo P1= 5’CAA GCA GCA
GGA GGG AGA AGC TG3' (posicao gendmica 953-975) e P2= 5TCC TAC CCC
CAT AAT TTG ATC CAC3 (posicédo gendmica 1249-1226) descritos por Barlough et
al. (1994), os quais amplificaram um fragmento alvo de 297 pb. Em seguida foram
utilizados os oligonucleotideos iniciadores internos P3= 5’GTT CCA GCA ACT GCA
AAC AGT AGC AAT G3’ (posicdo gendmica 997-1024) e P4= 5’ACC TTT CTG CTT
CTT CAT TTA ATT TCC C3' (posicdo genOmica 1181-1154) para a segunda
amplificacdo (“Nested” PCR) para a obtencdo de “amplicon” de 185pb (RIMSTAD et
al., 1993; ANDRIOLI et al., 2006). A reacédo consistiu de um volume total de 50uL
(Anexo 8.2) e os reagentes obedeceram as concentracfes segundo Barlough et al.
(1994), contendo: tampéo Tris HCI 10mM; KCI 50mM; MgCl, 1,5mM; dNTPmix
(100uM de cada desoxirribonucleotideo); 20 pmol de cada primer (ciclo 1: oligos P1
e P2; ciclo 2: oligos P3 e P4); Tag DNA polimerase (2Ul); DNA da amostra: 3uL no
ciclo 1 e 1uL de produto do ciclo 1 no ciclo 2, sendo o volume final completado com
agua livre de DNAse.

As reacOes de amplificacdo (Quadro 2) foram realizadas em termociclador
(Thermo Electron Corporation) com as seguintes etapas: um ciclo inicial para
desnaturacao a 94°C por 5 minutos; seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 53°C
por 1 minuto e 72°C por 45 segundos; seguidos de extensao final a 72°C por 7
minutos e término a 4°C.

Os produtos obtidos na PCR, juntamente com o marcador molecular, foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com brometo de etidio

e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta.
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Quadrol Reacdo em Cadeia da Polimerase e “Nested” PCR para a deteccdo do

lentivirus caprino (CAEV).

Primers Seqléncia de nucleotideos Posicéo N°pares
gendbmica base
P1~ |5 CAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTG3’ 953-975 23pb
P2" 5TCCTACCCCCATAATTTGATCCACY 1249-1226 | 24pb
P3" |5 GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG3 | 997-1024 28pb
P4~ |5 ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC3' 1181-1154 | 27pb

* Barlough et al., 1994
** Rimstad et al. 1993

Fonte: Andrioli et al., 2006.

Quadro 2 Programacao da PCR e “Nested” PCR para o CAEV.

Etapa Programacao
Estagio 1 94°C / 5min
Estagio 2 35 ciclos: 94°C / 1min
53°C / 1min
72°C / 45 seg
Estagio 3 72°C /7 min
Estagio 4 4°C até a coleta da amostra




4 RESULTADOS

4.1 CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS E ANALISE FiSICO-QUIMICA
Segundo Philpot e Nicherson (1991), a CCS est4 diretamente relacionada

com uma estimativa de perda de leite (em Kg) por lactacdo em vacas, de acordo

com o quadro 3.

Quadro 3 Estimativa da perda de leite por lactacdo em vacas segundo as classes de
CCs.

Classe de CCS (mil/mL de leite) Estimativa de perda (Kg)/lactacéo
1-0a70 0

2-71a140 180

3-141 a 282 359

4 - 283 a 565 539

5-566a1130 719

6 - 1131 a 2262 898

7 - 2263 a 4525 1078

8 - acima de 4525 1257

Philpot; Nicherson, 1991.

No presente estudo, as frequencias de cabras por classe de CCS entre os
rebanhos estudados (A e B) foram significativamente diferentes, com mais animais

do rebanho A nas faixas de maior perda de leite (p<0,05).
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Nesse trabalho, 37,29% (22/59) dos animais do rebanho A e 14,29% (5/35) do

rebanho B apresentaram CCS acima de 1.000.000 células/mL de leite (Tabela 3).

Tabela 3 Distribuicdo do numero de animais de acordo com as classes de CCS nos

rebanhos A e B.

Perda de leite por n° de cabras estudadas
Rebanho A* Rebanho B*
Classe de CCS*
(mil/mL leite) N° de animais N° de animais
71 a 140 5 5
141 a 282 13 8
283 a 565 11 6
566 a 1130 8 11
1131 a 2262 12 2
2263 a 4525 4 3
acima de 4525 6 0
Total 59" 35%*

* Teste de Qui-quadrado para independéncia (p<0,05).
** 4 animais do rebanho A e 10 do B (com faixa de CCS entre 0 e 70) ndo apresentaram perda

significativa de leite (Quadro 3).

De acordo com o teste ndo paramétrico t-Student aproximado de Welch'’s,
houve diferenca para a CCS entre os dois rebanhos (p<0,05), sendo
significativamente maior no rebanho A (Tabela 4).

Os valores médios dos parametros fisico-quimicos, gordura, proteina, lactose,
extrato seco total (EST), extrato seco desengordurado (ESD) e de CCS do leite dos
rebanhos estudados foram analisados pelo teste t-Student, observando-se diferenga

significativa (p<0,05) somente em relacao a proteina (Tabela 4).
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Tabela 4 Valores médios dos componentes fisico-quimicos do leite de cabra e de

CCS dos rebanhos analisados.

Gordura* | Proteina* | Lactose* EST* ESD* CCS (10°células/mL)*
Rebanho

M |DP| M |[DP| M |[DP| M |DP| M |DP| M DP
A (N=63) | 2,15(0,71|3,18(0,53|4,09|0,76 | 10,27 | 0,94 |8,11| 0,59 1505 2374,10
B (N=45) | 2,02 0,48 |2,97|0,37 | 4,25|0,23 | 10,06 |0,84|8,04|0,55| 591,6 889,27

* t-Student e t-Student aproximado de Welch’s (p<0,05).
M: Média
DP: Desvio Padrédo

N: nimero de amostras

Para a associacdo da CCS com os parametros fisico-quimicos utilizou-se o

teste de regresséao linear multipla, obtendo-se a seguinte equacao:

Y=4457,5 + 3479,1 X1 — 8220,5 X2 — 12753 X3 — 3692,1 X4 + 13039 X5,
na qual: Y= CCS; X1= gordura; X2= proteina; X3= lactose; X4= EST; e X5= ESD.

De acordo com o Coeficiente de Determinacéo (r°= 0,6573), a variacdo na
CCS foi justificada em 65,73% pelo conjunto das cinco variaveis fisico-quimicas
analisadas. Ainda pela equacéo, os valores elevados de gordura e ESD sao
preditivos de CCS elevada. O contrario ocorre para proteina, lactose e EST, 0s quais

se apresentam inversamente proporcionais ao valor de CCS (p<0,05).
4.2 IMUNODIFUSAO EM GEL DE AGAROSE
Dos animais estudados, 14,8% (16/108) apresentaram resultado positivo na

sorologia para CAE e todos os positivos foram provenientes do rebanho A.
Todos os animais do rebanho B apresentaram resultado negativo a IDGA.
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4.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Das amostras de sangue analisadas, 35,18% (38/108) apresentaram
resultado positivo na PCR, todas provenientes do rebanho A. Desse total, 14
também obtiveram positividade na sorologia. Somente duas das dezesseis amostras
positivas pela IDGA néo foram confirmadas pela PCR (Tabela 5).

Foram testados dois pares de “primers”, sendo Pl e P2 oligos externos
utilizados na primeira amplificagcdo e, P3 e P4 oligos internos utilizados na segunda
amplificacédo (“Nested” PCR).

Ao término da segunda amplificacdo foi gerado um “amplicon” de 185pb
(Figura 11).

De acordo com o teste de Kappa, a concordancia entre IDGA e PCR foi de
25%, considerada fraca, o que indica que os dois testes néo estédo relacionados, p<
0,05 (Tabela 5).

Tabela 5 Concordancia entre IDGA e PCR para CAE em cabras do rebanho A pelo
teste de Kappa (p<0,05).

IDGA + IDGA - TOTAL
PCR + 14 24 38
PCR - 2 23 25
TOTAL 16 a7 63

Considerando a PCR como diagnéstico padrdo para CAE, foi estabelecida a
validade da IDGA, obtendo-se sensibilidade de 36,84%; especificidade de 92%;
valor preditivo dos positivos de 87,50%; valor preditivo dos negativos de 48,94%
(Tabela 6).

Tabela 6 Validade do IDGA para CAE utilizando PCR como padrao (p<0,05).

CAE + CAE - TOTAL
IDGA + 14 2 16
IDGA - 24 23 47
TOTAL 38 25 63
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Ao se relacionar a positividade para CAE por IDGA e/ou PCR com os valores
fisico-quimicos por meio de regressdo logistica multipla ndo houve relagéo
significativa (p>0,05).

Por outro lado, a associa¢cdo da CCS com a positividade para CAE por IDGA
elou PCR através de regressédo logistica simples apresentou relacdo significativa

(p<0,05), donde obteve-se a seguinte equagao:

Logit Pi= - 4,6149 + 1,9054 X1 (antilog= 80,4266)

O risco (odds ratio) de animais positivos para o CAE apresentarem CCS

elevada foi 6,7 maior quando comparado as cabras nao infectadas.

L12345678C+r910C-L
-—

135Db--——_--—-

Figura 11 Gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio e
visualizado sobre luz UV. PCR de amostras de sangue, sendo L:
marcador DNA Ladder; 1 a 8: amostras positivas com bandas de
185 pb; 9 e 10: amostras negativas; C+:controle positivo; C-:
controle negativo.



5 DISCUSSAO

No presente estudo ndo se evidenciou animais positivos para mastite no
exame clinico, sendo obtidos os valores médios de CCS de 1505 e 591,6 (mil
células/mL de leite) nos rebanhos A e B respectivamente. No Brasil ndo ha limites
maximos oficiais exigidos para a CCS no leite de cabra, porém, atualmente,
1.000.000 células/mL é o limite regulamentado em rebanhos de exceléncia nos EUA
(SOUZA et al., 2007).

Considerando que a espécie caprina apresenta fisiologicamente uma grande
quantidade de células epiteliais e particulas anucleadas, os valores para CCS
encontrados neste trabalho reforcam a grande variagdo desse parametro em
caprinos. Em cabras, a CCS pode sofrer variacdes devido a mastite, idade, fase de
lactacado, nivel de producéo de leite e infeccéo pelo virus da artrite encefalite caprina
(VILANOVA et al., 2008). Nesse estudo, a infeccao por CAEV justificaria a diferenca
significativa (p<0,05) entre a positividade para CAE por IDGA e/ou PCR e a CCS,
com o risco (odds ratio) 6,7 vezes maior de cabras infectadas apresentarem CCS
elevada.

Pelas analises fisico-quimicas realizadas nas amostras de leite de cabra
provenientes dos rebanhos estudados foram observadas variacbes que estdo de
acordo ou ndo com os resultados de diferentes estudos. O teor de gordura do leite
caprino é susceptivel a oscilagbes provocadas por fatores como raca, turno de
ordenha e periodo de lactacdo. Algumas racas se caracterizam pela baixa producao
de leite com alto teor de gordura, como a raca Anglo-Nubiana, ou pela elevada

quantidade de leite com baixo teor de gordura, como a raca Saanen.
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Outros fatores, como a disponibilidade de determinados alimentos e a sazonalidade,
também podem interferir na quantidade de gordura do leite de cabra (QUEIROGA et
al., 2007). O valor médio de 2,15% no rebanho A e de 2,02% no rebanho B estdo
aquém de 2,70%, obtido por Queiroga et al. (2007) e de 2,60%, encontrado por
Almeida (2009). Para o rebanho A, tal resultado poderia ser justificado pela
positividade para o CAEV, uma vez que de acordo com Birgel Junior et al. (2007),
ocorre uma reducdo na qualidade do leite de caprinos infectados por tal virus,
representados pela diminuicdo dos valores dos parametros fisico-quimicos. Porém,
no presente trabalho, a relacdo da positividade para CAE por IDGA e/ou PCR com
os resultados fisico-quimicos nao foi significativa (p>0,05), talvez devido ao numero
pequeno de animais trabalhados nesse estudo.

Os teores meédios de proteina, 3,18% (rebanho A) e 2,97% (rebanho B)
corroboram com os 3,19% encontrados anteriormente (BIRGEL JUNIOR et al., 2007)
e 2,95% (CUNHA, 2007). Tais valores foram superiores aos relatados por Almeida
(2009) e Queiroga et al. (2007), de 2,44% e 2,70% respectivamente.

A lactose é um dos nutrientes mais estaveis na composi¢cao quimica do leite e
esta diretamente relacionada a regulacdo da pressdo osmotica (QUEIROGA et al.,
2007). Goetsch et al. (2001) verificaram que o teor de lactose foi influenciado pelos
diferentes niveis de concentrado da dieta, apresentando diferencas ao longo da
lactacdo em animais com paricéo tardia, o que nao foi observado nos animais com
paricdo precoce. Os valores observados para lactose de 4,09% (rebanho A) e 4,25%
(rebanho B) estdo aquém do minimo de 4,30% exigido pela IN n° 37 (BRASIL,
2000). No entanto, estdo de acordo com os achados de 4,23% (CUNHA, 2007),
4,29% (BIRGEL JUNIOR et al., 2007) e 4,10% (QUEIROGA et al., 2007). Porém tais
valores foram inferiores a 4,90% relatado por Almeida (2009).

O EST é representado pela gordura, acucar, proteinas e sais minerais, sendo
um indicador importante devido a exigéncia de padrbes minimos no leite e pela
influéncia no rendimento de produtos lacteos, podendo-se observar que o
pagamento do leite ocorre em funcdo do extrato seco, especificamente gordura e
proteina (PEREIRA et al., 2005). Os valores de 10,27% e de 10,06%, obtidos
respectivamente nos rebanhos A e B aproximam-se ao achado de 10,26% de
Vilanova et al. (2008). Porém séo inferiores aos encontrados por Almeida (2009),
Birgel Junior (2007), Cunha (2007) e Queiroga et al. (2007), de 10,82%; 12,99%;
11,81% e 11,4% nessa ordem.
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Os valores médios para ESD de 8,11% (rebanho A) e de 8,04% (rebanho B)
estdo abaixo dos 8,20% preconizados pela IN n°® 37 (BRASIL, 2000). Porém foram
compativeis ao obtido por Almeida (2009), de 8,19% e superiores a 7,99%
encontrado por Queiroga et al. (2007).

A utilizacdo dos dois pares de oligonucleotideos P1 e P2, descritos por
Barlough et al. (1994) e P3 e P4, descritos por Rimstad et al. (1993), geraram na
segunda amplificacdo um “amplicon” de 185 pb, semelhante ao estudo de Andrioli et
al. (2006).

A PCR se mostrou um bom método para diagndstico do CAEV no rebanho A,
visto que conseguiu detectar o provirus em 24 animais com resultado negativo na
IDGA. Tal técnica também foi consistente ao confirmar o rebanho B como negativo
para CAE, uma vez que tais animais obtiveram trés resultados negativos na
sorologia.

De acordo com os valores preditivos pela validacdo da IDGA, somente
87,50% de cabras com CAE sao diagnosticadas, enquanto que 48,94% das cabras
sem CAE sao negativas. A sensibilidade baixa nédo inviabiliza a utilizagéo deste teste
no monitoramento da CAE, uma vez que com diagndsticos consecutivos e
eliminacdo dos reagentes é possivel obter rebanhos livres da doenca de forma
gradativa. J4 a especificidade alta permitiria o controle da CAE nos rebanhos com
baixo risco de eliminacdo de animais falso positivos.

A fraca concordéancia entre IDGA e PCR no rebanho A é também relatada por
diversos autores. Segundo Andrioli et al. (2006), o baixo coeficiente de positividade
na IDGA pode ser justificado pelo fato do nivel de anticorpos circulantes variar entre
animais e no mesmo animal, em virtude de seu estado fisiologico. Na IDGA, a
reacao positiva somente ocorre até determinado nivel de anticorpos, de forma que
se este estiver abaixo do detectavel, o animal se torna falso negativo ao teste.

Achados semelhantes no que diz respeito a animais soropositivos para CAE
ndo serem confirmados pela PCR foram também obtidos por Rutkoski et al. (2001).
Nesse caso, ha a possibilidade da carga viral estar presente em baixas
concentracbes em funcdo dos altos titulos de anticorpos detectados. Tal fato
explicaria um numero pequeno de células contendo o provirus, diminuindo a
possibilidade de deteccdo na PCR. Além disso, cabe ressaltar que diferente do que

ocorre para os lentivirus indutores de imunodeficiéncia, o CAEV nao infecta
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linfécitos, mas sim mondcitos, células que constituem apenas 10% dos leucécitos

circulantes no sangue periférico.



6 CONCLUSOES

A variacdo na CCS foi bem justificada pelo conjunto das cinco variaveis fisico-
quimicas analisadas, apresentando relacéo diretamente proporcional com gordura e
ESD, e inversamente com proteina, lactose e EST.

Foi constatado que a positividade para CAE influenciou a elevacdo da CCS,
pela regressao logistica simples, porém nao influenciou os resultados das analises
fisico-quimicas, pela regressao logistica multipla.

A PCR foi consistente em produzir resultados negativos em cabras com
diagnéstico negativo pela IDGA.

A obtencao de trés resultados negativos na IDGA foi considerado suficiente
para a definicdo do estado de negatividade para CAE.

Houve baixa concordéancia entre IDGA e PCR pelo teste de Kappa.

Os valores de sensibilidade, especificidade e preditivos da IDGA foram

baixos, tendo em vista a PCR como padrao.
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8 ANEXOS

8.1 PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE SANGUE

Material necessério:

e Tubos de polipropileno de 1,5 mL para microcentrifuga
e Jogo de micropipetas com ponteiras estéreis
e Banho-maria a 65°C

o “Vortex”

e Microcentrifuga para tubos de 1,5 mL

e Estufaa37°C

e Amostra

e Agua ultrapura

e Proteinase K (20 mg/mL)

e SDS 10%

e Cloroférmio

e Solucdo de precipitacdo protéica*

e Etanol absoluto gelado

e Etanol 70% gelado
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Formula dos reagentes:

e SDS 20%
» 2gde SDS
» H;0 g.s.p. 10 mL

e *Solucéo de precipitacdo protéica (7 mL) - Deve ser estocada a 4°C

» 3 mL de acetato de sodio (5 M). Utilizar 6,80g de acetato de sodio para 10 mL de
agua ultrapura.

> 1,1 mL de Acido acético glacial

» 2,9 mL de agua ultrapura

Metodologia:

Todos os procedimentos sao realizados em temperatura ambiente.

e Descongelar e homogeneizar as amostras de sangue;

e Pipetar 175 uL de sangue em um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL;

e Adicionar 25 uL de Proteinase K (20 mg/mL);

e Homogeneizar e incubar a 65°C por 15 minutos em banho-maria;

e Remover o tubo do banho-maria e acrescentar 250 uL de SDS 10% (Dodecil Sufato de
Saodio) e homogeneizar a amostra por inversdao. Incubar a 65°C por 6 minutos em
banho-maria;

e Adicionar 400 uL de cloroférmio e agitar em “vortex” vigorosamente.

e Adicionar 200 uL da solucéo de precipitacdo protéica e homogeneizar em “vortex”, até
a amostra tornar-se uniformemente viscosa;

e Centrifugar em velocidade maxima por 10 minutos;

e Pipetar a fase aquosa para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL;

e Adicionar 500 uL de etanol absoluto gelado e homogeneizar por inversao até formar
um precipitado, o qual devera ser visto entre 30 e 60 segundos; se o precipitado nao
for visualizado, esperar mais 10 minutos;

e Centrifugar em velocidade méaxima por 5 minutos;

e Desprezar o sobrenadante e adicionar 500 uL de etanol 70% gelado;

e Centrifugar em velocidade maxima por 2 minutos;
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e Desprezar novamente o sobrenadante. Centrifugar em velocidade maxima por 1
minuto;

e Remover residuos de etanol com o auxilio de uma pipeta e inverter os tubos para
secagem;

e Adicionar 50 puL de agua ultrapura ou tris-EDTA para cada tubo e homogeneizar
levemente;

e Incubar a 65°C por 5 minutos em banho-maria;

e Estocar em “freezer” a —20°C.

8.2 CALCULO DOS REAGENTES UTILIZADOS NA PCR E “NESTED” PCR

CALCULO DOS REAGENTES DO MASTER MIX — 1° “ROUND”

Reagentes Concentragao Volume
de cada para
reagente para 1 1 amostra
amostra
Agua miliQ, autoclavada q.s.p. 50uL
Tris HCI + KCI + MgCl, 10,50 e 1,5mM 5uL
“Primer” 1 20pMol 2yl
“Primer” 2 20pMol 2ul
Desoxirribonucleotideos (dNTP) | 100uM de cada 1l
Tag DNA Polimerase 2U 0,4ul
Amostra (adicionar fora do fluxo 3uL
laminar)
TOTAL 50uL

g.s.p.=quantidade suficiente para



CALCULO DOS REAGENTES DO MASTER MIX — 2° “ROUND”

Reagentes Concentracéo de Volume
cada reagente para
para 1 amostra 1 amostra

Agua miliQ, autoclavada g.s.p. 50uL
Tris HCI + KCI + MgCl, 10,50 e 1,5mM 5uL
“Primer” 3 20pMol 2ul
“Primer” 4 20pMol 2ul
Desoxirribonucleotideos (dNTP) 100uM de cd 1ul
Tagq DNA Polimerase 2U 0,4ul
Amostra (adicionar fora do fluxo lul
laminar)

TOTAL 50uL

g.s.p.=quantidade suficiente para
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