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RESUMO

TELES, J.A.A. Desenvolvimento e padronizacio de ELISA indireto para diagnéstico da
agalaxia contagiosa em ovinos e caprinos. Patos, UFCG. 2008 27p. (Monografia — Curso de
Medicina Veterinaria, Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal).

O trabalho teve como objetivo reunir e apresentar os dados referentes a distribui¢do da
agalaxia contagiosa dos ovinos e caprinos por meio de cultivo bacteriano e desenvolver um
ELISA indireto para diagnostico desta enfermidade. Mycoplasma agalactiae foi identificado
em 19 (9,35%) das 234 amostras provenientes caprinos e ovinos de municipios dos Estados
da Paraiba, Rio Grande do Norte e Pernambuco. O ELISA-G foi produzido com antigeno total
e sonicado de Mycoplasma agalactiae isolado de uma cabra naturalmente infectada. A
padronizagao do ELISA foi feita utilizando soros caprinos de rebanhos livres e de rebanhos
com diagnoéstico da doenga, confirmados por cultivo bacteriano. O ELISA apresentou boa
capacidade de discriminagd@o entre positivos e negativos, com razao de 46,2 e 42,8% com o
antigeno sonicado e total diluidos 1/400, respectivamente. A sensibilidade, especificidade e
validagdo do teste deve ser determinada a partir da analise de uma maior quantidade de
amostras.

PALAVRAS-CHAVE: caprina, ovina, Mycoplasma agalactiae, diagnostico.
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ABSTRACT

TELES, J.A.A. Development and standardization of indirect ELISA for diagnosis of
contagious agalactia in sheep and goat. Patos, UFCG. 2008 27p. (Monograph — Course of
Veterinary Medicine, Preventive Veterinary Medicine and Animal Health).

This paper had as objective to present up to date about to distribution of the contagious
agalactia of sheep and goats by culture and to carry on an indirect ELISA for diagnosis of this
disease. Mycoplasma agalactiae was identified in 19 (9.35%) of the 234 goat and sheep
samples which were proceeded from herds of Paraiba, Rio Grande do Norte and Pernambuco
States. The ELISA-G was produced with whole and sonicated antigen from M. agalactiae
isolated from a goat infected naturally. The standardization of ELISA was made using serum
samples of free herds and infected animals, confirmed by culture. ELISA presented good
capacity of discrimination between positives and negatives samples, with reason P/N of 46,2
and 42,8% when sonicated and whole antigen were diluted 1/400, respectively. Sensitivity,
specificity and validation of the test should be determined from analysis of a bigger amount of
samples.

KEY WORDS: goat, sheep, Mycoplasma agalactiae, diagnostic
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1. INTRODUCAO

O rebanho brasileiro de caprinos e ovinos soma um total de mais de 20 milhdes de
cabegas, das quais 67,74% (14.204.312) encontram-se na regiio Nordeste conforme mostra o
grafico 1 (IBGE, 2006).

O Cariri paraibano adota diferentes sistemas de criagio os quais variam conforme a
necessidade de produgdio. Uma caracteristica importante da caprinocultura regional é a
existéncia de niicleos de rebanhos constituidos por ragas exoéticas, especializados na produgio

de leite ou carne e de animais destinados a reprodugo.
Populacdo caprina e ovina no Brasil por regido
8000,

O Caprinos
E Ovinos

Valor em milhdes
de cabegcas  4000;
2000+

04-&

Regides

Grafico 1: Distribuigdo regional do rebanho caprino e ovino brasileiro.

Na regido, a adogdo de programas de sanidade € incipiente, o que favorece a
introdug¢do de agentes infecciosos exoticos, como o virus da artrite-encefalite caprina, a
Brucella ovis, Lingua azul (VLA), Clostridioses e infecgdes por Mycoplasma e,
consequentemente, a disseminacdo dessas enfermidades entre os rebanhos.

Em condi¢des de campo ou quando se busca agilidade os testes classicos sdo
impraticaveis, devido a demora para sua conclusdo. A auséncia de provas rapidas para
detec¢do de animais infectados por Mycoplasma agalactiae e outros Mycoplasma spp,
sobretudo em locais de intensa aglomeragdo tém contribuido para a disseminagdo da infecgdo,
pelo intenso trinsito entre os Estados brasileiros. Neste sentido, a utilizagdo de testes de
triagem, como a soroaglutinagdo em latex (LAT), para detec¢do de animais reagentes a M.
agalactiae e outros Mycoplasma spp, podera ser de grande utilidade. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi desenvolver e padronizar um ELISA indireto para diagnéstico sorologico da
infecgdo em rebanhos caprinos e ovinos, a partir da determinagdo da ocorréncia de M.

agalactiae, feita através de isolamento.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Em pequenos ruminantes, as micoplasmoses representam um importante grupo de
doengas, merecendo destaque a agalaxia contagiosa dos ovinos e caprinos (ACOC), a
pleuropneumonia contagiosa dos caprinos (PPCC), a ceratoconjuntivite (CCI) e as mastites.
No Brasil, ha relatos de isolamento de micoplasmas em animais com disttrbios respiratorios,
reprodutivos, mastite, agalaxia e ceratoconjuntivite (PENHA & D’APICE, 1942;
NASCIMENTO et al., 1986; MULLER et al., 1998; NASCIMENTO et al., 2002; AZEVEDO
et al., 2002; ALMEIDA NETO, 2003) e de animais assintomaticos (RIBEIRO et al., 1995;
NASCIMENTO et al., 1998; ALMEIDA NETO, 2003).

Quanto a ACOC, o primeiro relato clinico foi descrito em 1816 na Italia (ZAVAGLI,
1951). Desde entdo, a doenga se disseminou por paises onde a produgao de ovinos e caprinos
tem importancia econdmica, como na regido do mediterraneo, oeste da Asia, Africa e EUA
(DaMASSA, 1983a; EGWU et al, 2001). No Brasil, o primeiro relato de uma cabra com
agalaxia contagiosa foi registrado no Estado de Sdo Paulo, em 1942 por PENHA & D’APICE
e, desde entdo, a doenga ndo foi mais descrita. Passados 60 anos, M. agalactiae foi isolado de
caprinos leiteiros no Estado da Paraiba (NASCIMENTO et al., 2002).

Recentemente, foi isolado e identificado M. agalactiae através da inibigao de
crescimento, imunoperoxidase e PCR especifica, em surtos em diversos municipios dos
Estados de Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte (AZEVEDO, 2005). Novos surtos
tém sido constatados em rebanhos que adquirem animais de outras propriedades, provocando
sérios prejuizos aos produtores de leite caprino, tornando a doeng¢a endémica em diversos
municipios da regido. Por ser de facil transmissdo (via aerogena, digestiva, reprodutiva, entre
outras) e pelo fato dos animais de areas livres ndo apresentarem defesa especifica, a infecgdo
se dissemina rapidamente entre os rebanhos (TOLA et al., 1997).

Clinicamente, a ACOC se manifesta com mastite, seguida de agalaxia, artrite e
ceratoconjuntivite. Os sinais clinicos ndo sdo tipicos, mas a subita redugido na produgdo de
leite pode ser um indicativo da infecgdo, devendo-se isolar o microrganismo dos animais
doentes para estabelecer o diagnostico definitivo. O agente etiologico da doenga ¢ o M.
agalactiae. Entretanto, outras espécies podem estar envolvidas, como o M. mycoides subsp.
mycoides LC, M. capricolum subsp. capricolum (LEVISOHN et al, 1991; EGWU et al,
2001), M. mycoides subsp. capri (REAL et al. 1994) e M. putrefaciens (EGWU et al., 2001,



GIL et al., 2003). Este Gltimo produz sinais clinicos semelhantes ao M. agalactiae em
caprinos (MADANAT et al., 2001).

A infecgdo se da por via oral, respiratoria ou mamaria. Na infec¢do oral,
primeiramente ha a aderéncia da bactéria as células epiteliais da mucosa e em seguida a
invasdo do intestino delgado, com possibilidade de isolamento a partir de swab retal. Apos um
periodo de bacteremia acompanhado de febre, ha disseminag@o para 6rgdos (olhos, glandula
mamaria, articulagoes, tenddes e linfonodos). A ordenha realizada sem higienizagdo adequada
facilita a transmissdo entre os animais, através das maos dos ordenhadores (BERGONIER et
al., 1997). Infec¢do respiratoria experimental tem sido obtida através da inoculagdo de
culturas puras de M. agalactiae por via intra-traqueal. Animais inoculados pela mesma via
com M. mycoides subsp. mycoides LC a partir de pulmao, figado, bago e linfonodos, deixaram
de se alimentar no terceiro dia e apresentaram descarga nasal serosa a muco-purulenta,
chegando a 6bito no sétimo dia pos-infecgdo, sem lesdes tipicas de pneumonia, mas com re-
isolamento de. (SINGH et al., 2004).

Excrecdes e secregdes contém microrganismos que podem infectar rapidamente todo o
rebanho, principalmente através do colostro e leite de fémeas infectadas (REAL et al., 1994;
KINDE et al., 1994). Rebanhos livres desenvolvem sintomatologia classica de ACOC apos
introdugdo do agente, tornando-se cronicamente infectados ou assintomaticos, o que favorece
a disseminagdo da infecgdo para outros animais e rebanhos. Ha evidéncias do papel de acaros
do conduto auditivo externo (Railettia capri e Psoroptes cuniculli) de caprinos e ovinos como
responsaveis pela manutengido de Mycoplasma spp no rebanho (DaMASSA, 1983b; RIBEIRO
et al., 1995).

O periodo de incubagdo da ACOC varia de uma a oito semanas, dependendo da
quantidade de microrganismos, viruléncia da amostra e resisténcia do hospedeiro. Os
primeiros casos apresentam evolugdo aguda com febre passageira, redugdo abrupta da
produgdo de leite, agalaxia e mastite uni ou bilateral. A coloragdo do leite pode variar desde
claro (aquoso) a amarronzado com grumos ou se apresentar com aspecto purulento, improprio
para o consumo e para a industria de laticinios. O odor ndo € alterado, porém, quando ha
presenga de M. putrefaciens ou de outras bactérias produtoras de gases, observa-se um odor
putrido (TULLY et al., 1974). Associado ou nao, os animais podem desenvolver pleurite,
pericardite, peritonite, meningite serosa e/ou fibrinosa e uma artrite com exsudato fibrino-
purulento (NASCIMENTO et al, 1986; SMITH & SHERMAN, 1994; RUFFIN, 2001,

TABOSA et al., 2002). Casos clinicos de agalaxia contagiosa em pequenos ruminantes sao
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responsaveis pelo aumento da contagem de células somaticas (CCS) no leite (CORRALES et
al., 2004).

Poliartrite € observada em animais de todas as idades e as articulagdes do carpo e tarso
sdo as mais afetadas. As articulagdes podem conter liquido de aspecto fibrino-purulento e este
varia de transparente a amarelado (DaMASSA et al., 1984). A puncio do liquido promove
uma sensagdo de alivio ao animal. Quando mais de uma articulagdo esta envolvida, a perda de
peso € acentuada, podendo levar a morte por inanigdo, devido a incapacidade de locomogio.

Casos de mastite cronica, septicemia, artrite, cerato-conjuntivite e pneumonia foram
relatados por Real et al. (1994) em caprinos infectados por M. mycoides subsp. mycoides L.C e
M. mycoides subsp. capri. Gil et al. (2003) relatam a ocorréncia de salpingites descamativa,
metrite catarral cistica e degeneragdo testicular em caprinos com ACOC de um rebanho
comercial na regido de Extremadura, sudeste da Espanha. Apesar de M. agalactiae e M.
putrefaciens terem sido isoladas de varios 0rgdos, apenas M. putrefaciens foi isolada de lesdes
genitais.

Na micoplasmose septicémica acrescenta-se ainda, as lesdes de infarto renal, necrose
focal esplénica com deplegdo da polpa branca e linfadenite. Microscopicamente, a glandula
mamaria revela um infiltrado inflamatorio mononuclear envolvendo os acinos e ductos. A
capsula articular apresenta exsudado fibrino-purulento com areas de necrose, edema e
numerosos microabscessos, podendo-se observar ainda vasculites e tromboses com infiltrados
perivasculares de macrofagos (SMITH & SHERMAN, 1994; TABOSA et al, 2002;
CORRALES et al., 2004).

Infecgdes por Mycoplasma spp. resultaram em exsudato pleural de coloragdo
amarelada e pequenas areas de consolidagdo no pulmio, principalmente nos lobos apical e
cardiaco, com discreta aderéncia a parede pleural (CASTRO et al., 1989).

Quadro respiratorio decorrente da infecgdo por Mycoplasma mycoides subsp. capri e
M. mycoides subsp. mycoides LC e por M. mycoides subsp. mycoides SC (REAL et al., 1994;
KUSILUKA et al, 2001) em caprinos cursa com febre, tosse, dispnéia, descarga nasal,
lacrimejamento, opacidade de cornea, artrite, laminite, depressdo e prostracdo. Nos animais
jovens os sinais clinicos sdo mais severos que nos adultos e a taxa de mortalidade pode atingir
90% (DaMASSA et al_, 1983c). As mortes eventualmente ocorrem entre trés e oito dias, mas
mortes subitas também podem ser observadas. Cerato-conjuntivite causada por Mycoplasma
spp € a principal doenga infecciosa do globo ocular dos pequenos ruminantes.

Na Noruega, M. conjuntivae foi isolado em 37% dos ovinos que apresentavam CCl e

em 8% dos animais sem sinais clinicos. Branhamella ovis e outras bactérias também estavam

15



presentes ¢ o papel desses microrganismos no processo infeccioso deve ser investigado
(AKERSTEDT & HOFSHAGEN, 2004). O carater multi-fatorial para a apresentacdo clinica
de cerato-conjuntivite deve ser considerado, pois é comum mais de um microrganismo estar
envolvido na infec¢do (REAL et al, 1994; AYLING et al., 2004; ALMEIDA NETO et al.,
2004).

Fatores predisponentes como estagdo do ano, presenga de moscas, idade do animal e
traumatismos parecem contribuir para a ocorréncia da infecgdo, mas a presenca da bactéria é
determinante na gravidade da doenca. Clinicamente, a infecgdo evolui com lacrimejamento,
hiperemia da conjuntiva, descarga ocular catarral a mucopurulenta com aglutinag¢do de pélos
da regido periocular, blefaroespasmos e opacidade de cornea. Nos casos mais graves, observa-
se vascularizagdo corneana, ceratite ulcerativa superficial ou profunda, febre, artrites, hipopio
e hifema (ALMEIDA NETO, 2003).

O impacto econdmico mais acentuado advém da queda ou auséncia na produgio de
leite, que se instala rapidamente e pode atingir 100% do rebanho em uma semana. O elevado
custo para o controle da doenga nos rebanhos também € visto como um significativo impacto
econdmico (ALCANT ARA et al, 2003). As taxas de morbi-mortalidade podem variar de
acordo com a imunidade do rebanho acometido. Mortalidade em torno de 90% em animais
jovers e de 5% em adultos foi relatada por Azevedo et al. (2002) no Brasil. Na Espanha, Gil
et al. (2003), descreveram um surto em rebanho constituido por 100 animais adultos (95
fémeas e cinco machos) e 60 jovens. No periodo de duas semanas, 84% das fémeas
apresentaram sinais clinicos (mastite aguda, agalaxia, artrite ou poliartrite e
ceratoconjuntivite), sendo que 48% morreram; outras 32 cabras foram sacrificadas por
apresentarem quadro clinico extremo. Entre os cabritos, o sinal clinico predominante foi
poliartrite e prostragdo e a taxa de mortalidade foi de 82%. .

Diante das perspectivas econdmicas da ovinocaprinocultura e face a necessidade de
normatizar as exigéncias sanitarias nas relagdes entre os Estados da federagdo no que se refere
a sanidade ovina e caprina, foi criado pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), o Programa Nacional de Sanidade dos Caprinos e Ovinos - PNSCO
(IN N° 87, de 2004), que tem como objetivo “Realizar vigilancia epidemiologica e sanitéria
para as doengas de caprinos e ovinos no Brasil, por meio de agdes definidas pelo DDA e
executadas pelos Servigos Oficiais e médicos veterinarios privados”. Em conexdo com o
PNSCO ja foi normatizado o cadastro sanitario de estabelecimento de criagdo (IN N° 20, de

2005).
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Apds estudo e ampla discussdo sobre a importincia atual, foram definidas as
enfermidades que seriam contempladas com legislacdo especifica do PNSCO, selecionadas
com base na lista da OIE. Considerando a situagio epidemioldgica no territorio nacional, a
disponibilidade de recursos tecnolégicos para diagnostico e estabelecimento de medidas
concretas de controle, foram elaborados e submetidos a consuita piblica trés Planos Nacionais
de Vigilancia e Conirole: Epididimite Ovina (Brucella ovis), Lentiviroses de Pequenos
Ruminantes e Paraplexia Enzootica dos Ovinos (Scrapie). Os Planos objetivam controlar ou
erradicar as doengas, certificar criagdes livres, cadastrar Médicos Veterinarios, promover a
educagio sanitaria e agregar valor aos produtos da ovinocaprinocultura. Entretanto, ndo foi
incluido o Plano de Vigilincia e Controle da Agalaxia Contagiosa, pela auséncia de vacinas ¢
kits para diagnostico no pais (CASTRO, 2006).

O diagnostico clinico das micoplasmoses € presuntivo, tendo em vista a variedade de
microrganismos gque podem causar disturbios semelhantes. No entanto, algumas
micoplasmoses especificas, como a ACOC, podem ser diagnosticadas quando o conjunto dos
sinais clinicos estd presente. Quando ndo, é preciso auxilio laboratonal para estabelecer o
diagnostico etiologico pelo cultivo e isolamento de Mycoplasma spp. e por outros métodos
diagndsticos (MADANAT et al., 2001; TOLA et al , 2001; FLEURY et al., 2002).

Tradicionalmente, o aparecimento de colénias com aspecto de “ovo frito” ou mamilar,
em associacao com o perfil bioquimico dos isolados continuam sendo uteis para definico dos
agentes envolvidos, sendo, portanto, © método padrdo para diagnostico laboratorial. Meios
seletivos (PPLO caldo e Agar, Hayflick, SP4 e outros) contendo penicilina e acetato de talio
sd0 os mais freqientemente utilizados (DARZ! et al.,, 1998, RODRIGUEZ et al. 2002). A
identificagd@o de espécies pode ser feita por meio de provas bioquimicas e inibicdo de
crescimento (IC), utilizando anti-soros de referéncia (COTTEW et al., 1968; STALHEIM &
STONE, 1976; BANERJE et al., 1979).

A identificagdo de proteinas estruturais e a resposta imunologica induzida por elas tem
sido uma ferramenta importante no diagnostico de infecgdes por micoplasmas. Tola et al.
(2001) caracterizaram e seqienciaram uma lipoproteina de membrana com 80 kDa (P80) de
M. agalactiae i1solado de leite caprino com agalaxia contagiosa. Anticorpos anti-P80 foram
detectados na fase inicial da infecgio, mas a fun¢do desta proteina ainda deve ser esclarecida.
Fleury et al. (2002) revelaram uma proteina com 30 kDa associada 4 membrana de M.
agalactiae, amostra PG2. Das 27 amostras pesquisadas, 20 apresentaram P30 e foram comuns

aos sorotipos A, B, C e D. As demais amostras, destituidas de P30, foram classificadas nos
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sorotipos E, F, G e H. A P30 induziu uma resposta imune que permaneceu crescente até 21 e
61 dias, quando analisadas por ELISA e imunobloting, respectivamente.

Outra proteina de 40 kDa, também associada a aderéncia de M. agalactiae PG2, foi
identificada por Fleury et al. (2002) que confirmaram sua participagdo como mediadora desse
evento, pois ao utilizarem anticorpos anti-P40 inibiram significativamente a aderéncia de M.
agalactiae PG2 as células sinoviais de ovinos. Soros de ovinos experimentalmente infectados
apresentaram forte e persistente resposta imune durante trés meses pos infecgdo quando
analisados por imunobloting e ELISA. A P40 ¢ especifica de M. agalactiae, pois espécies de
Mycoplasma estreitamente relacionadas ndo apresentaram resposta quando analisadas por
southerbloting. Soro monoespecifico anti-P40 produzido em coetho reagiu com uma proteina
com peso molecular de 37 kDa de M. agalactiae PG2 e de outras 22 amostras de M.
agalactiae isoladas em diferentes paises da Europa.

Métodos sorologicos tém sido rotineiramente utilizados, no entanto, eventualmente, ha
necessidade de comprovagdo por meio de técnicas mais especificas, em virtude de reagdes
cruzadas entre amostras estreitamente relacionadas, podendo levar a diagnostico incorreto
(ROSENGARTEN & YOGEYV, 1996). Outra desvantagem dos métodos sorologicos € a
necessidade de diferentes tipos de soros para se estabelecer a comparagado frente ao antigeno
que se deseja identificar, o que dificulta seu emprego na rotina diagnostica.

A sensibilidade e especificidade dos métodos sorologicos também podem ser
influenciadas pela qualidade e pureza dos antigenos e pela semelhanga antigénica das
amostras, resultando em reac¢des cruzadas. Uma das alternativas para solucionar este evento ¢
a melhoria da qualidade dos antigenos, o que pode ser obtido a partir da separagao de
proteinas especificas para cada microrganismo (BELLOY et al. 2001; MARCH et al., 2003).

Pepin et al. (2003) ao compararem trés ELISA para diagnostico de ACOC,
constataram que o ELISA produzido pela Agéncia Francesa de Seguranga Sanitaria dos
Alimentos apresentou resultados falsos positivos e falsos negativos. A especificidade do teste
oficial foi de 48%, enquanto dois kits comerciais apresentaram especificidade de 88% e 92%.
A sensibilidade de todos os testes foi de 100%. Assungdo et al. (2004) utilizaram um ELISA
para levantamento sorologico em 204 rebanhos caprinos das Ilhas Canarias e demonstraram
que 55% e 67% dos animais apresentaram anticorpos para M. agalactiae e M. mycoides
subsp. mycoides LC, respectivamente. O teste apresentou 99% de sensibilidade e 78% de
especificidade para M. agalactiae. O antigeno foi produzido a partir de amostras locais e
provavelmente foi isso que resultou em uma alta sensibilidade do teste, pois M. agalactiae

apresenta uma intensa variabilidade entre as amostras isoladas em diferentes paises.
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O teste de inibi¢do de crescimento e a reagdo de imunoperoxidase sio empregados no
diagnostico das micoplasmoses, tendo como principal vantagem o baixo custo de realizacio,
alem de boa sensibilidade e especificidade (IMADA et al., 1987). Diversas técnicas
sorologicas tém sido padronizadas para identificagdo de micoplasmas, entre as quais
destacam-se ELISA, imunoperoxidase, imunofluorescéncia, imunodifusdo, hemaglutinagio,
soro-aglutinag@o, entre outras.

Técnicas imunoenzimaticas e de biologia molecular podem ser utilizadas para
diagnostico definitivo das micoplasmoses. Assungado et al. (2004) desenvolveram um ELISA
para levantamento sorologico em 204 rebanhos caprinos das Ilhas Canarias e demonstraram
que 55% e 67% dos animais apresentaram anticorpos para M. agalactiae e M. mycoides
subsp. mycoides LC, respectivamente. O teste apresentou 99% de sensibilidade e 78% de
especificidade para M. agalactiae. O antigeno foi produzido a partir de amostras locais e
provavelmente foi isso que resultou em uma alta sensibilidade do teste, pois M. agalactiae
apresenta uma intensa variabilidade entre as amostras isoladas em diferentes paises.

Infecgdo subclinica e animais portadores foram identificados por Levisohn et al.
(1991), ao utilizarem um ELISA produzido com soro monoespecifico de coelho
hiperimunizado. A especificidade do ELISA para M. agalactiae € M. mycoides subsp.
mycoides 1.C foi comparada com imunobloting e isolamento em dois rebanhos caprinos em
condi¢Ges de campo. Os resultados indicaram a aplicabilidade do ELISA, podendo ser
utilizado para auxiliar nos procedimentos de controle.

Para melhorar a especificidade da sorologia, Zendulkova et al. (2004) produziram um
ELISA com Ac-M para detecgdo de M. agalactiae em swabs nasal, conjuntival, vaginal e do
conduto auditivo externo de caprinos e ovinos da Republica Tcheca e Jordania, obtendo-se
resultados positivos em 11% e inconclusivos em 10% dos animais provenientes da Jordania.
Todos as amostras da Republica Tcheca foram negativas.

Os testes sorologicos sdo empregados no diagndstico das micoplasmoses, tendo como
principal vantagem o baixo custo de realizagdo, alem de boa sensibilidade e especificidade,
entre as quais destaca-se ELISA, imunoperoxidase, imunofluorescéncia, imunodifusao,
hemaglutinacdo, soro-aglutinagdo. Neste sentido, este trabalho tem como objetivo descrever a
produgdo e padroniza¢do de um ELISA com proteina G para o diagnostico de ACOC, a partir

da determinagdo da ocorréncia de M. agalactiae, feita através de isolamento.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de realizacio

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Vacinas e Diagnostico - LAVADI,
vinculado a Unidade Académica de Medicina Veterinaria do Centro de Satide e Tecnologia
Rural da Universidade Federal de Campina Grande — PB e no Laboratorio de Viroses da

Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE.

3.2. Obtencao do material

Foram utilizadas 234 amostras (152 de leite, 53 de swab nasal, seis de swab ocular e
23 de liquido articular), coletadas em 199 caprinos e quatro ovinos pertencentes a rebanhos
com sinais clinicos de agalaxia contagiosa nos Estados da Paraiba, Rio Grande do Norte e
Pernambuco. As amostras de leite, swab nasal e ocular foram coletadas e acondicionadas em
tubos de ensaio estéreis contendo 4 mL de solugio salina glicerinada a 50% com 2000UI/mL
de penicilina. O liquido articular foi coletado por pung@o da articulagdo, utilizando seringa
descartavel estéril, e transferido para tubos de ensaio contendo igual volume da solugdo salina
glicerinada, acondicionadas em caixas isotérmicas, enviadas ao laboratério e armazenadas a

—20°C até o momento do processamento.

3.3. Isolamento e identificacio de Mycoplasma agalactiae

O isolamento de M. agalactiae foi realizado em meio Hayflick modificado, solido e
liquido, com identificagdo da amostra atraveés de provas bioquimicas, imunoperoxidase
indireta modificada, com confirmagdo através de PCR conforme descrito por Azevedo et al.

(2006).

3.4. Producio dos antigenos

Para a produg@o dos antigenos, uma coldnia de M. agalactiae foi recortada do meio
solido e transferida para 3mL de meio liquido, incubada por 48 horas, repicada para 30mL e

posteriormente para 1.000mL com intervalo de incubagdo de 96 horas. A determinagdo de

20



unidades formadoras de colonia (UFC)/mL foi realizada através de diluicdes seriadas (10" a
10°) em meio liquido e semeadura em meio solido, com leitura apés 96 horas de incubagio
O cultivo foi centrifugado a 3.800g a 8°C durante duas horas e lavado trés vezes em tampao
fosfato (PBS), pH 7,6. O pellet obtido foi ressuspenso em solugdo tampao carbonato 0,1M,
pH 9,6 até a concentragdo final de 24 vezes (antigeno total). Parte deste produto foi submetido
a sonicagao de baixa intensidade em meio liquido por 20 minutos (antigeno sonicado).

A concentragdo proteica dos antigenos foi determinada através da técnica descrita por
Bradford modificada por Sedmak e Grossberg (1977), utilizando soro albumina bovina (BSA)

como padrao.
3.5. Padronizacdo do ELISA-G

Para a padronizagdo do ELISA-Gt (utilizando o antigeno total) e ELISA-Gs (antigeno
sonicado), as concentragdes dos antigenos e dilui¢des dos soros foram definidas de forma a se
obter as melhores condi¢des de diferenciagdo entre soros positivos e negativos. Assim, o
antigeno total (0,96pg/mL, 0,48ug/mL, 0,24pg/mL., 0,12ug/ml. e 0,06pg/mL) e o sonicado
(1,08ug/mL, 0,54pg/mL, 0,27ug/mL, 0,135ug/mL e 0,067ug/mL) foram concentrados
seriadamente em solugdo tampdo carbonato 0,05M, pH 9,6 e titulados frente a diluigdo de
1:50 e 1:100 de seis soros positivos e seis negativos para ACOC. O conjugado de proteina-G
peroxidase' foi utilizado de acordo com recomendagdes do fabricante.

O ELISA foi realizado utilizando placas de poliestireno de 96 pogos’ sensibilizadas
com o antigeno e incubadas em cdmara umida “overnight” a 37°C. Trés lavagens com PBS
contendo 0,1% Tween 20 (v/v) (PBS-T) foram realizadas e as placas bloqueadas pela adig¢do
de 2% de BSA em PBS por 1 hora a 37°C em cdmara umida. Apos trés lavagens com PBS-T,
100uL das amostras de soros diluidas em PBS contendo 2% de leite em po desnatado e 10mM
de EDTA (p/v) foram distribuidas em cada pogo; as placas foram incubadas em cdmara umida
por 1 hora a 37°C. Apds nova lavagem com PBS-T, 100ul. do conjugado de proteina G-
peroxidase diluido 1:90.000 foram distribuidos por pogo e as placas incubadas em camara
umida por 1 hora a 37°C e posteriormente lavadas cinco vezes com PBS-T. Em seguida,
100uL. de solugdo tampdo citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0 contendo 0,1mg de 3,3°,5.5°-
tetramethylbenzidine (TMB) por mL e 0,02% de peroxido de hidrogénio (v/v) foram

! Sigma-Aldrich, USA
2 Nunc- Immuno Plate Maxisorp Surface; NUNC Brand Products, Dinamarca
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adicionados. Apos 15 minutos, a reagéo foi bloqueada com 100uL de acido sulfiirico (H,SO4)
2N. A leitura da densidade optica (DO) foi realizada com filtro de 450nm.

Como controle positivo foi usado um soro de um caprino com sinais clinicos de
ACOC, naturalmente infectado por M. agalactiae, confirmado pelo isolamento e PCR. Para
calcular a razdo P/N, foram utilizados 06 soros positivos de caprinos com sinais clinicos de
ACOC, também confirmados por isolamento de M. agalactiae e 06 soros negativos de
caprinos de rebanhos onde ndo havia sinais clinicos da enfermidade nem crescimento no
cultivo de micoplasmas. Além disso, para avaliar a especificidade do teste, foram testados
soros de coelhos hiperimunizados contra M. capricolum, M. arginini, M. putrefaciens e M.
agalactiae (Gentilmente cedidos pelo Prof Elmiro Rosendo Nascimento da Universidade
Federal Fluminense).

O resultado de cada soro testado foi expresso como percentagem da DO média de trés
repeticdes do soro controle positivo, resultando em uma escala continua de zero a 100%.
Resultados negativos ou superiores a 100%, foram considerados zero e 100% respectivamente
(CASTRO et al., 1999). Para estimativa preliminar do ponto de corte considerou-se a média
dos percentuais de 40 caprinos negativos mais trés desvios-padrdo (LETESSON et, al., 1997;
CASTRO, 1998). Os soros utilizados foram colhidos de seis cabritos recém nascidos, obtidos
por parto induzido com separagdo imediata da cabra e alimentagdo com colostro artificial, de
dois caprinos adultos do arquipélago de Fernando de Noronha, area sem registro de ACOC, e
de 32 caprinos adultos, de um rebanho monitorado para ACOC, sem sinais clinicos da
enfermidade, nem crescimento no cultivo de micoplasmas.

A repetibilidade do teste foi avaliada pelo calculo do coeficiente de variagdo entre
cinco repeti¢des, utilizando seis soros negativos e seis positivos, conforme recomendagdes da

OIE (2006).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 234 amostras, foi possivel o isolamento de Mycoplasma agalactiae em 19
(9,35%), sendo que 04 (1,96%) foram provenientes de ovinos e 15 (7,38%) de caprinos dos
trés estados estudados (tabela 1, figuras 1 a 3).
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Tabela 1. Distribuigdo das amostras coletadas para isolamento de Mycoplasma agalactiae de
acordo com o Municipio e a espécie animal. Patos, 2007.

Municipio/ Estado Espécie N° de Material Resultado
Estado animal animais coletado*
Cabaceiras Caprina 07 S Negativo
Sgnatz;i:a Caprina 25 L3 B SO’ i Positivo
Gurjdo PB Caprina 06 Negativo
Livramento Caprina 05 L; SN Negativo
Prata Caprina 22 ;S Negativo
Santa Terezinha Caprina 13 L Negativo
Soledade Caprina 04 i Negativo
Taperoa Cg’:;::: " 16 L; SN; go, La; Positivo
Cruzeta Caprina 07 L, Negativo
Currais Novos RN Caprina 16 L; SO; LA Positivo
Macaiba Caprina 06 L; LA Negativo
Gravata PE Caprina 09 L; SN; LA Negativo
Garanhuns Ovina 02 LA Positivo

*L = Leite; SN = Swab Nasal; SO = Swab Ocular; LA = Liquido Articular; S = Soro.

Tl

.

Figura 1: Municipios onde foram coletadas amostras no Estado da Paraiba. 1. Jodo Pessoa; 2.
Cabaceiras; 3. Gurjdo; 4. Taperoa; 5. Livramento; 6. Barra de Santa Rosa; 7. Santa

Terezinha; 8. Prata; 9. Soledade.
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Figura 2: Municipios onde foram coletadas amostras no Estado do Rio Grande do Norte.
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Figura 3: Municipios onde foram coletadas amostras no Estado de Pernambuco.

Pode-se afirmar que a doenca continua disseminando-se na regido, fato constatado
pelo surgimento de animais com sinais clinicos e identificagdo de Mycoplasma spp na
microrregido do Curimatat - PB, no Municipio de Currais Novos - RN e em Garanhuns - PE
que até entdo, ndo apresentavam registros da doenga conforme os resultados que sdo
apresentados na tabela 1. O material coletado dos quatro ovinos foi positivo. Este fato deve
ser analisado com certo cuidado, pois as amostras foram coletadas, exclusivamente, em 04
animais com sintomatologia clinica e estas encaminhadas ao laboratério. No entanto, 0s

demais animais do rebanho nio foram submetidos a exames laboratoriais.
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Azevedo et al. (2006) relataram o primeiro isolamento de M. agalactiae no Brasil em
animais com e sem sinais clinicos e ja alertavam para a disseminagio da infecgdo para outros
rebanhos do Nordeste, tendo em vista o alto grau de transito e comercializagdo destes animais
em feiras, exposigdes entre os Estados. Outras espécies de Mycoplasma tem sido isoladas de
animais no Brasil. Almeida Neto et al., (2004) isolaram M. conjuntivae de ovinos sadios e
com cerato-conjuntivite no estado de Pernambuco e Gregory et al. (2003) em caprinos
naturalmente infectados no estado de Sao Paulo.

As amostras de swab nasal e ocular apresentaram maior taxa de contaminagdo por
fungos e bactérias. Este achado mostra a necessidade de filtrar essas espécimens em
membranas de 0,22 pm de didmetro antes do cultivo inicial.

Quanto ao leite, os isolamentos comprovam a alta carga bacteriana neste material
clinico, sobretudo quando os animais apresentam mastite. Tola et al. (1997) descreveram que
é possivel a detecg@o de apenas cinco unidades de M. agalactiae em cada mL de leite quando
utilizou a rea¢@o em cadeia da polimerase para a pesquisa. Por outro lado, Madanat et al.
(2001) relataram o isolamento de M. agalactiae em cabras mesmo quando ndo apresentavam
sinais clinicos evidentes por um periodo de oito anos.

O crescimento de colonias foi observado apdés aproximadamente 72 a 96h de
incubagdo. Os repiques para o meio liquido foram feitos apds observagdo do crescimento
bacteriano no meio sélido objetivando isolar apenas Mycoplasma spp.

Os antigenos foram produzidos a partir de cultivos de M. agalactiae, cujas colonias
tinham aspecto de “ovo frito”, produziram filmes e manchas e ndo fermentaram glicose nem
degradaram arginina (Fig. 4). Apés 96 horas de incubagdo, o cultivo apresentou 5,5x107
UFC/mL de meio. As concentragdes protéicas médias dos antigenos foram de 48 pg/mL para
o antigeno total e de 54 pg/ml para o sonicado.

Figura 4. Colonias de M. agalactiae com aspecto mamilar.
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Utilizando as concentragdes de 0,12 pg/mL do antigeno total e de 0,13 pg/mL do
antigeno sonicado, equivalentes a diluigdo 1/400 dos antigenos, com os soros diluidos 1/100,
obteve-se uma intensa discriminagdo dos positivos e negativos, com razio de 462 e 42 8%
respectivamente. A média das densidades oticas (DO) do soro controle positivo foi 0,682 +
0,016 e 0,650 + 0,037 para o antigeno total e sonicado respectivamente. O ponto de corte
preliminarmente estimado foi de 7,66% para o ELISA-Gt e de 5,9% para o ELISA-Gs. O
ELISA-Gt apresentou coeficiente de variacdo interplacas de 4,2% e o ELISA-Gs de 5,1%.

Entre os antigenos testados ndo houve diferenga significativa entre os valores da razao
P/N, demonstrando 6tima capacidade de discriminagdo de ambos os antigenos, como descrito

nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2 - Titulagdo do antigeno total e sonicado frente a soro caprino diluido 1:50 utilizando
ELISA-G.

Razio P/N'
Antigeno Diluigio do Antigeno
1/50 1/100 1/200 1/400 1/800
Total 14,2 21.8 30,9 38,7 35,6
Sonicado 15,5 224 31,3 37,5 32,7

" Razio entre as DO dos soros padrio positivo ¢ negativo, diluidos 1:50.

Tabela 3 - Titulagdo do antigeno total e sonicado frente a soro caprino diluido 1:100
utilizando ELISA-G.

Razio P/N'
; Dilui¢do do Antigeno
AgED 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800
Total 15,7 215 38,1 46,2 433
Sonicado 13.6 25,6 345 42 8 31.2

" Raziio entre as DO dos soros padriio positivo ¢ negativo, diluidos 1:100.
Os ELISA quando testados frente aos soros hiperimunes de coelhos contra M.

agalactiae, M. arginini, M. capricolum, M. putrefaciens apresentaram reagdes positivas nos

trés primeiros e reagao negativa para M. putrefaciens, como representado na tabela 4.

Tabela 4 - Resultados percentuais das DO dos soros de coelhos hiperimunizados contra

Mycoplasma spp.
Antigeno’ DO dos soros de coelhos” (%)
g Cut-off° M. agalactiae M. arginini M. capricolum M. putrefaciens
Total 7,66 136,74 17,37 2577 0,35
Sonicado 5,90 142,26 15,04 19,20 0,00

' Antigenos diluidos 1:400 * soros de coelhos diluidos 1:100 ¥ “Cut-off” relativo
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados, pode-se afirmar que:

5.1 A infecg@o por M. agalactiae continua disseminando-se na regido Nordeste;

5.2 O ELISA pode ser uma ferramenta para diagnostico sorologico da micoplasmose,
tendo maior sensibilidade relativa e nivel de concordancia do ELISA-Gs quando comparado
ao ELISA-Gt;

5.3 Maior quantidade de soros deve ser testada para determinar a sensibilidade e

especificidade dos testes.
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