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ABSTRACT

Background: Contagious agalactia is an infectious disease caused by Mycoplasma agalactiae (M. agalactiae) that occurs in small
ruminants leading to productive and economic losses. Due to the similarity of clinical signs presented in Caprine Arthritis Encepha-
litis (CAE), which is a viral disease, a differential diagnosis is important. Therefore, this study aimed to investigate the presence of
anti-Mycoplasma agalactiae antibodies in dairy goat flocks in Ceard State and possible correlation with CAE.

Materials, Methods & Results: The research was performed in four mesoregions in Ceara State (Metropolitan Region of Fortaleza-
MREF; Northeast Ceard - NeC; North Ceard - NC; Sertdes in Ceard - SC), from which 16 productions located in 10 cities with
the highest representativeness for goat milk production within the State or mesoregion were sampled. A total of 417 females and
69 males (486 animals) of breeds with dairy production aptitude, pure or crossbreed, maintained in semi-intensive or intensive
systems, were tested. Blood serum was obtained by venipuncture of the jugular vein with vacuum pressure syringe followed
by centrifugation at 1,500 g for 10min. Antibodies against the caprine arthritis encephalitis virus (CAEV) were detected with
micro technique of agarose gel immunodiffusion (AGID) and Western Blot (WB). The anti-Mycoplasma agalactiae antibodies
were detected with commercial kit of enzymatic immunoassay (IDEXX Laboratories™). Seroprevalence of M. agalactiae in
dairy goat flocks in Ceara State was 0.62% (3/486). From the total of 16 visited productions, 18.75% (3/16) had seropositive
animals for M. agalactiae located in MRF, NC and SC mesoregions. CAE was diagnosed in 56.25% (9/16) of productions with
AGID and in 81.25% (13/16) with WB. In addition, 5.2% (25/486) of animals were seropositive for CAE with AGID and 16.6%
(80/486) with WB. Animals that reacted positive for M. agalactiae were all females of pure breed with milk production aptitude
in distinct mesoregions submitted to intensive rearing system. None of these animals was positive in neither test (AGID or WB)
for CAE. Therefore, no correlation of results obtained in diagnosis of M. agalactiae by ELISA and CAEV by AGID or WB (P
< 0.05) was identified. However, two out of three productions that were positive for M. agalactiae presented positive results for
CAEYV with frequencies of 10% and 20%.

Discussion: Seroprevalence of M. agalactiae in Ceard State was low in comparison with other Brazilian states and even other
countries. However, the presence of the pathogen in more than one mesoregion indicates that the disease occurs in different loca-
tions within the State. Therefore, flocks in Ceara are susceptible to the infection, which may be favored by uncontrolled commerce
that occurs with deficient surveillance, associated with the importation of animals to improve flock genetic quality. The presence
of the pathogen in dairy goats may contribute to significant losses in the local production. On the other hand, CAE was diagnosed
in nearly all productions proving the dissemination of this lentivirus infection among dairy goat flocks in Ceard State. Although
an association between these diseases was not identified, the presence of a retrovirus in the organism may favor co-infection with
another micro-organism, promoting the deficiency in the immune system of the host. In conclusion, M. agalactiae is present in
different mesoregions of the Ceard State and control measures should be adopted in short term to prevent pathogen dissemination
and, consequently reduce economic and productive losses in the local dairy goat production. No correlation was identified between
the prevalence of infection by CAEV and M. agalactiae in this study.
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INTRODUCAO

A infec¢do por Mycoplasma agalactiae (M.
agalactiae) afeta pequenos ruminantes [23], causando
a Agalaxia Contagiosa (AC), doenca raramente diag-
nosticada, apesar das perdas econdmicas acarretadas
a pecudria [26]. No Brasil essa micoplasmose ji foi
relatada no Nordeste [6], primeiramente em 2001 na
Paraiba [5], seguido por Pernambuco, Rio Grande do
Norte e Sergipe [1,5,26]. No Ceara, relataram Myco-
plasma sp., pelo isolamento em co-cultivo do liquido
sinovial em células de dois caprinos [9].

Os sinais clinicos apds infec¢do por M. aga-
lactiae s@o: mastite com reducao na producdo de leite,
agalaxia, artrite, ceratoconjuntivite e pneumonia [15].
Essa doenca pode ser confundida com a artrite encefa-
lite caprina (CAE) cujo agente etioldgico desencadeia
um quadro sintomatoldgico similar a AC, passando a
ser fundamental um diagnéstico diferencial [19].

Portanto, o diagndstico nao pode se basear ape-
nas nos sinais clinicos, sendo necessdrio a realizacao
de testes de diagnéstico. O ensaio de imunoadsorc¢ao
enzimatica (ELISA) indireto, em geral, é o escolhido
para o diagnéstico de micoplasmose, por sua eficacia
na deteccdo de anticorpos [6,15]. Ja para CAE, a Imu-
nodifusdo em Gel de Agarose (IDGA) e ELISA indireto
sd0 os exames preconizados pela Organizacao Mundial
de Saide Animal (OIE) [16,20]. No entanto, por sua
sensibilidade e especificidade ser superior a outros
testes soroldgicos, o Western Blot (WB) tem sido uma
alternativa eficaz na detecc¢do de anticorpos contra o
lentivirus caprino [18,24,28]. Assim, objetivou-se com
o presente estudo investigar a existéncia de anticorpos
anti-Mycoplasma agalactiae em rebanhos leiteiros no
estado do Ceard e a sua possivel correlacio com a CAE.

MATERIAIS E METODOS

Localizacdo

A pesquisa foi realizada em quatro mesorre-
gides do estado do Ceara (Regido Metropolitana de
Fortaleza - RMF; Noroeste Cearense - NoC; Norte
Cearense - NC; Sertdes Cearense - SC), situadas no
nordeste do Brasil. Na RMF foram estudadas sete
propriedades em quatro municipios (Aquiraz, Caucaia,
Fortaleza e Horizonte), no NoC trés propriedades em
dois municipios (Santa Quitéria e Sobral), no NC trés
propriedades em dois municipios (Beberibe e Sdo Gon-
calo do Amarante) e nos SC foram trés propriedades

em dois municipios (Banabuid e Quixadd), perfazendo
um total de 16 propriedades em 10 municipios com
maior representatividade na produgao de leite caprino
para o estado ou para mesorregido. Além disso, as me-
sorregides escolhidas representam 71,73% do rebanho
caprino do estado do Ceara [14].

Animais

Foram utilizados 417 fémeas e 69 reprodutores
caprinos, totalizando 486 animais, oriundos de reba-
nhos destinados a producdo de leite, sendo todos de
raca com aptidao leiteira, puros ou mestigos, e criados
em sistema intensivo ou semi-intensivo.

Procedimento Experimental

Os testes de diagnostico foram aplicados uti-
lizando soro sanguineo, obtido a partir de coleta de
sangue de todos os animais experimentais por meio da
puncao da veia jugular, por sistema a vacuo, com tubos'
de 5 mL sem anticoagulante, seguido de centrifugacio
em centrifuga (Excelsa® II 206 BL)? ndo refrigerada a
1500 g por 10 min.

Na deteccdo de anticorpos contra o virus da
artrite encefalite caprina (CAEV) foi utilizado a mi-
crotécnica de imunodifusdo em gel de dgar (IDGA)
conforme metodologia de Gouveia [13], e a técnica
de Western Blot (WB) descrita por Rodrigues et al.
[24]. O antigeno utilizado para a IDGA foi produzido
no Laboratério de Virologia da Embrapa Caprinos e
Ovinos, a partir de estirpe do CAEV-Cork (CAEV-Co),
utilizando o protocolo de Pinheiro et al. [22]. No pre-
paro do antigeno utilizado no WB utilizou-se o método
de ultracentrifugag¢do em gradiente de sacarose® [11].
A concentragdo da proteina total foi determinada pelo
método de Bradford [7] e o antigeno mantido a -80°C
até a realizacdo dos ensaios laboratoriais.

Para a detec¢do de anticorpos anti-Mycoplasma
agalactiae da lipoproteina de membrana p48, foi uti-
lizado o kit comercial* de imunoensaio enzimatico,
segundo recomendacdes do fabricante, com dilui¢ao
dos soros de 1:20 com valor de corte igual ou superior
a60% de percentual de reconhecimento de anticorpos,
sendo utilizado espectofotdmetro (Multiskan FC)’ para
leitura da absorbancia das placas.

Andlise Estatistica
Um banco de dados foi elaborado, mediante

tabulacdo e codificagdo, com os resultados obtidos
submetidos ao teste de Qui-quadrado (%) e exato de
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Fisher, nos casos onde os critérios do qui-quadrado
ndo foram atendidos, considerando-se sempre o ni-
vel de significancia de 5% (P < 0,05) analisado pelo
programa IBM© SPSS© Statistics versdo 21°. Em
seguida, aplicou-se uma andlise de regressao logistica,
considerando o modelo:

J‘\ 1
TE_I = 1 +gBe* By Ko+ o= B
Em que:

7t = Probabilidade de ter a doenca;

J = Variag@o de cada animal;

e = Exponencial da fung¢ao logistica;

B,ap = Pardmetros do modelo;

X, a X = Varidveis do estudo consideradas
no modelo.

RESULTADOS

Na andlise dos dados (Tabela 1) pode-se
observar que a soroprevaléncia de M. agalactiae em
rebanhos de caprinos leiteiros no estado do Ceara foi
de 0,62% (3/486). Dentre as 16 propriedades que com-
puseram esse estudo, 18,75% (3/16) tiveram animais
soropositivos para M. agalactiae, sendo estas oriundas
das mesorregides metropolitana de Fortaleza, norte
cearense e sertdes cearenses (Figura 1).

A CAE foi diagnosticada em 56,25% (9/16)
das propriedades pela IDGA, e em 81,25% (13/16)
pelo WB (Figura 1). Adicionalmente observa-se
que a CAE, nesse estudo, apresentou 5,2% (25/486)
de animais soropositivos pela IDGA, enquanto pelo
Western Blot, 16,6% (80/486) das amostras apresen-
taram anticorpos contra o lentivirus caprino (Tabela
1; Figura 2). Contudo, no presente trabalho todas as
amostras positivas no IDGA também foram positivas
pelo WB (Figura 3).

Os animais sororeagentes para M. agalactiae
no presente estudo, eram de matrizes puras de raca
com aptiddo leiteira, pertencentes a propriedades e
mesorregides distintas, e submetidas a sistema de
criacdo intensivo. Contudo, essas matrizes nao foram
soropositivas em nenhum dos testes (IDGA e WB)
para Artrite Encefalite Caprina. Dessa forma, nio se
evidenciou correlacdo entre os resultados obtidos no
teste de ELISA para M. agalactiae e o CAEV por
IDGA ou por WB (P < 0,05), pois nenhum animal
apresentou resultado positivo na detecg¢do de anticor-
pos para ambos os patégenos (Figura 3). Entretanto,
em trés propriedades com animais sororeagentes para
M. agalactiae, em duas foi identificado animais com
Artrite Encefalite Caprina com percentual de detec¢do
variando de 10 a 20%.

Tabela 1. Soroprevaléncia de anticorpos contra o virus da artrite encefalite caprina (CAEV) e Mycoplasma agalactiae

em caprinos leiteiros no estado do Ceara.

Virus da Artrite Encefalite Caprina

Mycoplasma agalactiae

Parametro IDGA Western Blot ELISA
N° % N° % N° %
Positivo 25 5,20 80 16,60 3 0,62
Negativo 461 94,80 406 83,40 483 99,38

IDGA =Imunodifusdo em Gel de Agar; ELISA: Imunoensaio Enzimatico; N° = Nimero de amostras; % = Valor percentual.
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Figura 1. Soroprevaléncia do virus da artrite encefalite caprina (CAEV) por
Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) e Western Blot, e do Mycoplasama
agalactiae por Imunoensaio Enzimdtico (ELISA) indireto, nas propriedades
com rebanho de caprinos leiteiros.

600

483

B

461
406

N' de Animais
u 4=
= =

(=
=
=

80

-1 = :
__Im

g

=

IDGA Western Blot ELISA
CAFYV CAEV Mycopiasma agalactine
B Positivo Negativo

Figura 2. Soroprevaléncia do virus da artrite encefalite caprina (CAEV) por
Imunodifusdao em Gel de Agar (IDGA) e Western Blot, e do Mycoplasma
agalactiae por Imunoensaio Enzimdtico (ELISA) indireto em rebanhos
de caprinos leiteiros.
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Figura 3. Associacdo dos resultados do diagnéstico sorolégico entre Imunodifusdo em Gel de Agar
(IDGA) com Western Blot para o virus da artrite encefalite caprina (CAEV), e de ambos com o de Imu-
noensaio Enzimatico (ELISA) indireto para Mycoplasma agalactiae em rebanhos de caprinos leiteiros.

DISCUSSAO

A soroprevaléncia encontrada para M. agalac-
tiae no estado do Ceard pode ser considerada baixa
em comparagdo aos percentuais relatados em outros
estados brasileiros, como na Paraiba (83,28%) [8],
Sergipe (10,3%) [26], Sdo Paulo (27,7%) [6], e Rio de
Janeiro (85%) [25], como também, em paises, como
Mali (8,3%) [12], e Espanha (66,7%) [4]. Vale ainda sa-
lientar que com esse estudo o estado do Ceard torna-se
o quinto do Nordeste a relatar a presenga desse agente.

A infeccdo de M. agalactiae nos estados
brasileiros pode ser atribuida ao livre comércio com
fiscalizagdo deficiente em feiras e exposi¢des agrope-
cudrias, associada a importacao de animais de outros
estados ou paises como forma de melhorar genetica-
mente a qualidade dos rebanhos [5]. A presenca de
animais cronicamente infectados e assintomdticos
resulta ndo s6 na manutengdo da infec¢do dentro do
rebanho como também no risco de disseminacdo para
outras propriedades [23]. Como estes rebanhos sdo de
animais direcionados a produgao de leite, a comprova-
cdo da presenca do agente favorece a possibilidade de
ocorréncias de perdas considerdveis na producao [27].

Adicionalmente a presenca de anticorpos
contra o M. agalactiae em propriedades situadas em
diferentes mesorregides, indica que apesar da baixa
prevaléncia, a doenca encontra-se em pontos distintos
do estado do Ceard, sendo cada propriedade fonte de
contdgio do patdégeno. Diante disso, indica um estado
de susceptibilidade a infeccao por parte dos rebanhos
cearenses, sendo necessdrio medidas que impecam a
sua disseminacao, e consequentemente maiores danos
e perdas econdmicas aos produtores.

Jaa CAE por ter sido diagnosticada em quase
todas as propriedades, comprova a disseminacgao dessa
lentivirose nos rebanhos cearenses com aptidao leitei-
ra, vindo o valor de soropositividade detectado pela
IDGA nesse estudo ser superior aos 4,6% constatado
em rebanhos de caprinos leiteiros no Ceara [21], e aos
2,8% relatado no estado do Maranhdo ao fazer uso
desse mesmo teste soroldgico [30]. Além disso, o teste
de Western Blot reafirmou ainda mais essa situacdo,
uma vez que foram detectados um maior nimero de
amostras sororeagentes, comprovando assim a maior
sensibilidade do WB em relag@o ao IDGA (Figura 2)
[3,24]. Entretanto, o valor evidenciado nesse trabalho
de amostras positivas para CAE pelo WB, foi inferior
aos 30,6% relatado em outra pesquisa com rebanhos
de caprinos cearenses [24], porém superior aos 6,44%
registrado no sertdo de Pernambuco [2].

Mas fica evidente que a IDGA detecta niveis
elevados de anticorpos circulantes no sangue e que por
isso propicia resultados falso-negativos, pois niveis
minimos de anticorpos podem nao ser detectados.
Em contrapartida, o WB, por ser um teste com maior
sensibilidade, é capaz de detectar baixos niveis de
anticorpos, e riscos minimos de reagdes inespecificas
[10,24].

Nessa perspectiva, constata-se que tanto a Aga-
laxia Contagiosa quanto a CAE encontram-se presente
nos rebanhos cearenses, podendo a ocorréncia de reba-
nhos caprinos com casos de artrite, ceratoconjuntivite
e pneumonia, sugerir a presenga de uma ou das duas
enfermidades [12].

Assim, embora nao tenha sido comprovado
a existéncia de associagdo entre essas enfermidades,
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a presenca de um retrovirus no organismo pode
facilitar a co-infecc@o por outro microorganismo
promovendo a debilitacdo do sistema imunoldgico
do individuo portador. Um exemplo cldssico pode ser
observado com a elevacio nos casos de co-infec¢do
entre pacientes portadores do virus da imunodefici-
&ncia humana (HIV), virus esse pertencente a mesma
familia do CAEYV, e pelo bacilo da tuberculose, onde
a infec¢@o por HIV aumenta em 20 vezes o risco de
desenvolver tuberculose ativa [17]. Além disso, ha
relatos que 32,1% de individuos portadores do HIV
estavam coinfectados por Mycoplasma hominis uma
espécie de micoplasma potencialmente patogénico
encontrado no trato urogenital [29]. Portanto, a in-
fecgcdo por um retrovirus pode predispor a entrada de
outros miroorganismos.

CONCLUSAO

Nao houve correlagdo positiva na incidéncia
de infeccdo pelo CAEV e pelo Mycoplasma agalac-
tiae no presente estudo. Entretanto, o Mycoplasma
agalactiae esta presente em distintas mesorregioes, e

medidas sanitdrias devem ser adotadas, em um curto
prazo, a fim de impedir a disseminacao do patégeno, e
consequentemente, prejuizos produtivos e econdmicos,
a caprinocultura leiteira cearense.
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