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RESUMO GERAL

VILACA, Luciana Floréncio. Polimorfismo do gene GoLA-DRB.2 e deteccio de
Mycoplasma agalactiae e Mycoplasma mycoides cluster em rebanhos caprinos nos
estados de Pernambuco e Paraiba, Brasil. 2017. 83p. Tese (Doutorado Integrado em
Zootecnia) — Universidade Federal Rural de Pernambuco, PE1.

O programa de selecdo de caprinos com aptidao leiteira tem sido, basicamente, voltado
ao aumento na quantidade de leite, negligenciando fatores relacionados a resisténcia a

N

doencas e a composicdo do leite. Este comportamento vem ocasionando o
direcionamento a estudos voltados a rdpida deteccdo de micro-organismos € a
identificacdo de genes ou regides cromossOmicas relacionadas a doencas
infectocontagiosas da glandula mamadria. Diante do exposto, a presente tese teve como
objetivo inicial, detectar Mycoplasma agalactiae (Ma) e Mycoplasma mycoides cluster
(Mmciuster) em amostras de leite caprino e avaliar a composi¢ao e a contagem de células
somaticas provenientes de animais positivos para Ma e Mmciuster (Experimento 1). Além
disso, buscou-se identificar os polimorfismos do gene Goat Lymphocyte Antigen
(GoLA-DRB.2) e associar com caracteristicas do leite de cabra (Experimento 2). Para
realizacdo do Experimento 1, foram colhidas 373 amostras de leite de caprinos de
diferentes racas pertencentes a rebanhos localizados nos estados de Pernambuco e da
Paraiba. O DNA genOmico das amostras de leite foi extraido pelo método
silica/isotiocianato de guanidina, seguida da amplificacdo genérica e espécie-especifica
por reagdo em cadeia da polimerase. A identificacdo da presenga ou niao de produtos
génicos foi realizada através de observacdo direta das bandas dos produtos de PCR
visualizados em gel de eletroforese. Andlises de variancia e testes de comparagdo de
médias foram realizados para verificar os efeitos da positividade sobre as caracteristicas
de composicdo e contagem de células somdticas. As frequéncias para Ma e Mmcluster
foram de 43,21% e 5,70%, nos rebanhos avaliados, respectivamente. Foram
considerados fatores de risco o sistema de criacdo (p<0,001) e o padrdao racial
(p<0,001). Em todos os grupos genéticos foram detectadas amostras positivas para Ma,
sendo observada maior ocorréncia na raga Marota. Amostras positivas para Mmc s6
foram observadas em animais das racas Moxot6 (18,28%), Parda Sertaneja (1,92%) e
SPRD (3,12%). No estudo de associagdo entre a positividade e composi¢ao do leite,
observou-se diferenca estatistica para as médias de proteina, caseina e contagem de
células somaticas. A deteccdo de Mycoplasma em amostras de leite caprino sugere a
introducdo de animais infectados nos rebanhos avaliados, como também o possivel
contato com os agentes etioldgicos em feiras e exposicoes. Além disso, o sistema de
criacdo adotado na propriedade influencia a disseminacdo da infec¢do no rebanho. Para
execu¢ao do Experimento 2, um total de 181 fémeas caprinas de diferentes ragas
provenientes do estado de Pernambuco e da Paraiba foram selecionadas. Amostras de
leite foram colhidas e submetidas a extracdo do DNA gendmico como descrito no
Experimento 1. A genotipagem dos animais para o fragmento de 285 pb do gene GoLLA-
DRB.2 foi resultante da amplificacio pela técnica de PCR-RFLP, utilizando as enzimas
de restricdo Pstl e Taqgl. A frequéncia alélica encontrada para a populagdo total com a
utilizacdo da enzima PstI foi de A igual a 0,7254 e B a 0,2746, sendo as frequéncias dos
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genotipos AA, AB e BB de 0,6740, 0,0387 e 0,2873, respectivamente. As frequéncias
alélicas obtidas a partir da digestdo com a enzima Tagl foi de C =0,8149 e D = 0,1851,
sendo as frequéncias dos gendtipos: 0,7403 (CC), 0,1492 (CD) e 0,1105 (DD), com
predominancia do genétipo CC em todos os padrOes raciais avaliados. Os valores da
Heterozigosidade observada foram menores do que os encontrado para
Heterozigosidade esperada em todas as populagdes testadas, com rebanhos fora do
equilibrio de Hardy-Weinberg. Houve variacdo genética significativa entre ragas, entre
individuos da mesma raca e dentro da populagdo. Nao houve diferenca significativa
entre os genotipos e os padrdoes de haplétipos sobre os valores de gordura, proteina,
lactose, solidos totais, caseina e contagem de células sométicas. O gene GoLA-DRB.2
foi polimoérfico na avaliacio com as enzimas Pstl e Tagl estudadas, mas ndo
desempenhou efeitos sobre nenhumas das caracteristicas de composi¢do e contagem de
células somadticas avaliadas.

Palavras-Chaves: Agalactia contagiosa; Complexo Principal de Histocompatibilidade;
DRBIPstl; DRBITaql; MHC; Mycoplasma agalactiae; Mycoplasma mycoides cluster.

!Comité Orientador: Prof. Dr. Severino Benone Paes Barbosa — UFRPE (orientador); Profa. Dra.
Elizabete Rodrigues da Silva — UAG/UFRPE (co-orientadora); Prof. Dr. Kleber Régis Santoro —
UAG/UFRPE (co-orientador).
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ABSTRACT

VILACA, Luciana Floréncio. Polymorphism of the GoLLA-DRB.2 gene and detection
of Mycoplasma agalactiae and Mycoplasma mycoides cluster in goat herds in the
states of Pernambuco and Paraiba, Brazil. 2012. 83p. Thesis (Integrated PhD in
Animal Science) - University Federal Rural of Pernambuco.

The program of selection of goats with milk aptitude has been focused on the increase
in milk quantity, neglecting factors related to resistance to diseases and milk
composition. This behavior has led to studies aimed at the rapid detection of
microorganisms and the identification of genes or chromosomal regions related to
infectious diseases of the mammary gland. The objective of the present thesis was to
detect Mycoplasma agalactiae (Ma) and Mycoplasma mycoides cluster (Mmicluster) in
goat milk samples and to evaluate the composition and counting of somatic cells from
Ma and Mmciusier positive animals (Experiment 1). In addition, we sought to identify
Goat Lymphocyte Antigen (GoLA-DRB.2) gene polymorphisms and to associate them
with goat milk characteristics (Experiment 2). To perform the experiment 1, 373
samples of goat milk of different races belonging to herds located in the states of
Pernambuco and Paraiba were collected. The genomic DNA of the milk samples was
extracted by the silica / guanidine isothiocyanate method, followed by the generic and
species-specific amplification by polymerase chain reaction. Identification of the
presence or absence of gene products was performed by direct observation of the bands
of the PCR products visualized on electrophoresis gel. Analysis of variance and
comparison tests of averages were performed to verify the effects of positivity on
somatic cell composition and counting characteristics. The frequencies for Ma and
Mmcuseer were 43.21% and 5.70%, respectively, in the herds evaluated. The breeding
system was considered as risk factors (p <0.001) and the racial pattern (p <0.001). Ma
positive samples were detected in all genetic groups, with higher occurrence in the and
Marota race. Positive samples for Mmeciuseer Were only observed in Moxotd (18.28%),
Parda Sertaneja (1.92%) and SPRD (3.12%) rats. In the study of association between
positivity and milk composition, a statistical difference was observed for protein, casein
and somatic cell counts. The detection of Mycoplasma in samples of goat milk suggests
the introduction of infected animals in the evaluated herds, as well as the possible
contact with the etiological agents in fairs and exhibitions. In addition, the breeding
system adopted on the property influences the spread of the infection in the herd. For
the execution of Experiment 2, a total of 181 female goats of different races from the
state of Pernambuco and Paraiba were selected. Milk samples were harvested and
extracted from genomic DNA as described in Experiment 1. The genotyping of the
animals for the 285bp fragment of the GoLA-DRB.2 gene was the result of
amplification by PCR-RFLP technique, using the enzymes of Restriction Pstl and Tagl.
The allelic frequency found for the total population using the Pstl enzyme was A equal
to 0.7254 and B at 0.2746, with the frequencies of the AA, AB and BB genotypes being
0.6740, 0.0387 and 0, 2873 respectively. The allele frequencies obtained from the
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digestion with the Taql enzyme were C = 0.8149 and D = 0.1851, with the frequencies
of the genotypes: 0.7403 (CC), 0.1492 (CD) and 0.1105 ( DD), with predominance of
the CC genotype in all the racial standards evaluated. The observed Heterozygosity
values were lower than those found for expected Heterozygosity in all tested
populations with herds out of Hardy-Weinberg equilibrium. There was significant
genetic variation between races, among individuals of the same race and within the
population. There was no significant difference between genotypes and haplotype
patterns on the values of fat, protein, lactose, total solids, casein and somatic cell counts.
The GoLA-DRB.2 gene was polymorphic in the evaluation with the Pstl and Taql
enzymes studied but had no effect on any of the somatic cell composition and counting
characteristics evaluated.
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Mycoplasma mycoides cluster; Principal Histocompatibility Complex.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

A caprinocultura no Brasil vem se consolidando como atividade rentdvel, conquistando
novos mercados para o leite de cabra e seus derivados e despertando o interesse de muitos
produtores rurais. Tem sido uma alternativa vidvel para a agricultura familiar, proporcionando
aumento no efetivo total de caprinos e na producio de leite de cabra, contribuindo para ascensio
da atividade e a sua importancia na contribui¢cdo do desenvolvimento socioecondmico do pafs.

Apesar dessa ascensdo, tem-se verificado diversos fatores que tem dificultado o
fortalecimento da cadeia produtiva caprina, demonstrando a necessidade de aperfeicoamento, a
fim de minimizar as limitacdes existentes para que se possa manter a sustentabilidade e
competitividade do setor. Sdo inimeros os fatores que podem vir a interferir sobre a producio
de leite caprino, dentre eles podem-se destacar problemas relacionados a préticas inadequadas
de higiene, alimentacdo e manejo, fatores genéticos, limitacdes tecnoldgicas, dificuldade na
ado¢do de medidas sanitdrias profildticas ocasionando surgimento de enfermidades, dentre
outros.

Na tentativa de solucionar tais problemas, torna-se fator determinante a identificacdo
dos micro-organismos que causam infeccdo na glandula mamadria, tanto para a adogdo de
métodos de controle e prevengdo, quanto para o monitoramento dos rebanhos. Além disso, a
identificacdo de genes ou regides cromossOmicas relacionadas a susceptibilidade a doengas
infectocontagiosas da glandula mamdria, torna-se fundamental para identificacio de animais
geneticamente superiores e obtengcdo de produtos com melhor qualidade e seguranca alimentar.
Assim, faz-se de grande importincia estudos que estejam voltados para o incremento da
producdo do leite de cabra através da utilizacdo de tecnologias que visem a prevengdo de
doencas, a selecdo de animais mais resistentes e a qualidade do leite e de seus produtos.

Considerando tais necessidades, a presente tese € composta por trés capitulos, sendo o
Capitulo I uma revis@o de literatura acerca da agalaxia contagiosa em caprinos leiteiros, seus
principais agentes etiolégicos e caracteristicas, um panorama sobre a situacdo da pesquisa
mundial e os principais métodos de diagndstico. Esse capitulo apresenta ainda informagdes
sobre a resisténcia a doengas, com destaque para a mastite em caprinos e sua associacdo com
genes do Complexo Principal de Histocompatibilidade. E seguido pelo segundo capitulo, que
tem como titulo “Deteccdo de Mycoplasma agalactiae e Mycoplasma mycoides cluster em
rebanhos caprinos nos estados de Pernambuco e Paraiba, Brasil”, cujo objetivo foi a deteccio
dos principais agentes etiologicos da agalaxia contagiosa em caprinos, bem como avaliar a
composicdo e a contagem de células somdticas em amostras de leite provenientes de animais
positivos, fornecendo informacdes para a adocdo de métodos de controle, prevengdo e

monitoramento dos rebanhos. O capitulo III, intitulado “Diversidade genética do gene GoLA-
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DRB.2 em rebanhos caprinos nos estados de Pernambuco e Paraiba, Brasil”, identifica e associa
os polimorfismos do gene GoLA-DRB.2 em diferentes ragas caprinas e busca sua associacio
com caracteristicas de composi¢cdo e contagem de células somdticas, sendo esta fundamental
para identificacdo de animais geneticamente superiores e obtencdo de produtos com melhor

qualidade e segurancga alimentar.



CAPITULO 1
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REFERENCIAL TEORICO

Polimorfismo do gene GoLLA-DRB.2 e deteccio de Mycoplasma
agalactaie e Mycoplasma mycoides cluster
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Polimorfismo do gene GoLA-DRB.2 e deteccao de Mycoplasma agalactiae e

Mycoplasma mycoides cluster

1. INTRODUCAO

A escassa produgdo de trabalhos voltados a obtenc¢do de leite de cabra de qualidade e
a dificuldade no desenvolvimento de um programa de melhoramento genético caprino
eficaz tém causado limitacdes em atender as necessidades do consumidor, que busca um
produto com alto valor nutritivo, auséncia de agentes patogé€nicos e contaminantes, reduzida
contagem de células somdticas (CCS) e baixa carga microbiana (Jaubert, 1997; Fonseca &
Santos, 2000).

O controle microbioldgico estd ligado a sanidade do sistema mamaério, indicado pela
CCS e a qualidade higiénica praticada na propriedade leiteira (Correa et al., 2010; Melo,
2012). A maioria dos estudos genéticos focados em leite utiliza a CCS como medida
fenotipica para indicar a presenga de bactérias no ubere (Rupp & Boichard, 2003). Isso
porque o leite € um excelente meio para crescimento e suporte de agentes patogé€nicos,
podendo ser origindrios de contaminacdo pds-ordenha ou de infec¢gOes intramamadrias
(Nicoletti, 1987). Dentre as doengas que mais afetam a qualidade do leite e a mais
importante em termos econdmicos € a mastite.

A mastite € a doenca endémica de maior prevaléncia em rebanhos leiteiros e
considerada a mais importante causa de perdas econdmicas, tanto para o produtor, quanto
para a industria leiteira. Pode ser definida como sendo uma inflamacdo da glandula
mamdria caracterizada por alteragcdes fisicas, quimicas e bacterioldgicas do leite, e por
distirbios patolégicos do tecido glandular (Germano & Germano, 1995; Dias, 2007;
Peixoto et al., 2013).

E importante destacar a importincia da mastite para a satide piblica, uma vez que
leite e derivados provenientes de animais com mastite poderdo veicular bactérias altamente
patogénicas e residuos de antibidticos (Corrales et al., 1995; Cardoso et al., 2000). Os
patégenos usualmente relacionados com esta enfermidade em cabras pertencem aos géneros
Staphylococcus, Streptococcus, Escherichia, Pseudomonas € Mycoplasma (Langoni et al.,
2006; Mota, 2008; Dal Pozzo et al., 2011).

A agalaxia contagiosa (AC) em caprinos, causada por bactérias do género
Mycoplasma, tem desencadeado um aumento significativo da CCS, sendo considerada uma

importante causa de mastite em dreas endémicas (Corrales et al. 2004). Além disso, tem
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provocado grande impacto na economia por ocasionar uma reducdo abrupta da producio de
leite, principalmente em regides em que esta se caracteriza como Unica fonte de renda.

Nos tltimos anos, a agalaxia contagiosa e seus principais agentes etioldgicos tém
despertando preocupacdo e interesse por parte dos produtores rurais e pesquisadores
(Bandeira et al., 2008; Santos et al., 2012; Alves et al., 2013; Santos et al., 2015), isso
porque o controle microbioldgico dessa infec¢do estd diretamente ligado a sanidade do
sistema mamadrio, e a identificagdo dos agentes etiologicos € de extrema importincia, tanto
para a adocdo de métodos de controle e prevencdo, quanto para o monitoramento dos
rebanhos (Brito & Brito, 1998). Informacdes sobre os aspectos epidemiolégicos, as
manifestacdes clinicas e as medidas de controle e profilaxia das micoplasmoses sao
indispensdveis para tornar possivel a eliminacdo de portadores desses agentes infecciosos
(Oliveira et al., 2004). Além disso, o desenvolvimento de métodos de diagnéstico molecular
da agalaxia contagiosa, através da identificacdo de seus agentes etiolégicos, comega a
esclarecer aspectos epidemioldgicos, permitindo estratégias eficazes na prevencao,
diagnéstico e controle da doenca (Gémez-Martin et al., 2015).

O répido diagnéstico e a diminuicdo dos impactos causados pela mastite € uma busca
constante de todos os setores envolvidos na cadeia produtiva, ndo somente nos aspectos
econdmicos, mas também porque os animais que apresentam maior resisténcia a essa
enfermidade fornecerdo produtos de melhor qualidade e por mais tempo. Com esse intuito,
tem-se dedicado grande aten¢do na identificagdo de genes ou regides cromossOmicas e suas
associagdes com a resisténcia a doencas, de modo a selecionar concomitantemente animais
produtivos e resistentes (Mota, 2003).

Uma regido do genoma caprino que estd associado a mastite € o Complexo Principal
de Histocompatibilidade (MHC), formado por um complexo de genes que desempenham
importante papel no sistema imunoldégico dos animais e que na espécie caprina foi
denominado de regido GoLA (Goat Lymphocyte Antigen) (Baghizadeh et al., 2009; Zhao et
al.,, 2011). Esta regido apresenta um elevado polimorfismo e tem recebido destaque nos
estudos sobre a resposta imunoldgica dos individuos aos agentes infecciosos (Amills et al.,
1996; Schaschl et al., 2004; Baghizadeh et al., 2009; Paracha et al., 2015). No entanto, ao
contririo do observado nos estudos com vacas, a pesquisa sobre a genética da resisténcia
em cabras leiteiras ainda € incipiente e pouco se sabe sobre a associag@o entre os alelos do
gene GoLA-DRB.2 com a resisténcia as doencas e caracteristicas de producio em cabras.

A fim de atender esse objetivo, se faz necessdrio um maior conhecimento sobre essa
problemdtica. Assim, esta revisdo de literatura tem como objetivo fazer uma abordagem

inicial acerca de informagdes referentes a agalaxia contagiosa em caprinos leiteiros, seus



20

principais agentes etioldgicos e principais métodos de diagndstico. Apresenta ainda uma
breve explanacdo sobre a resisténcia a doencas, o Complexo Principal de
Histocompatibilidade, com énfase no que se refere ao gene candidato GoLA-DRB.2 em

caprinos.

2 AGALAXIA CONTAGIOSA EM CAPRINOS LEITEIROS

A agalaxia contagiosa é uma das principais enfermidades infecciosas dos pequenos
ruminantes. Esta doenca apresenta cardter agudo com tendéncia a cronicidade que causa
prejuizos econdmicos significativos aos criadores (Santos et al., 2015). E caracterizada pelo
aparecimento de inflamacdes localizadas na glandula mamaria, nas articulagdes e nos olhos
dos animais, sintomas esses conhecidos como a triade cldssica da doenca (Ribeiro, 1997;
Alcantara et al., 2013).

Segundo “World Organization for Animal Health” — OIE (2008), a agalaxia
contagiosa € reconhecida mundialmente como causadora de perdas econdmicas devido,
principalmente, a morte de crias e a redu¢do ou parada da producdo de leite, estando
comumente relacionada com casos de mastite e se caracterizando como um sério problema
em termos de impactos socioecondmicos e de saide animal.

A glandula mamdria € o principal 6rgao afetado pela agalaxia contagiosa (Nicholas et
al., 2008). A diminuicdo dristica da producdo de leite verificada em animais que
apresentam esta doenga, as alteragdes na coloracido do leite, podendo variar desde claro
(aquoso) a amarronzado, o aspecto de soro sanguineo com presenca de grumos, torna o leite
imprdprio para o consumo e inadequado para a inddstria ldctea afetando diretamente os
pequenos produtores que ndo t€m recursos financeiros para substituir o plantel ou para
implementar procedimentos de controle (Contreras et al., 2003; Bidhendi et al., 2011).
Almeida et al. (2013) verificaram que alguns rebanhos com agentes causadores de mastite
ndo atenderam aos padrdes fisico-quimicos do leite de cabra no Rio de Janeiro e em Minas
Gerais.

Os micro-organismos causadores de agalaxia contagiosa em caprinos podem instalar-
se também nas articulagdes do animal afetado, ocasionando artrite/poliartrite, € nos olhos,
causando lesdes oculares que comecam com conjuntivite e congestdo da mucosa

conjuntival, lacrimejamento e fotofobia, seguida por vascularizacdo da cérnea e, em casos
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graves, podem levar a cegueira (Madanat et al., 2001; Nicholas et al., 2008; Marinho,
2008).

E importante destacar ainda que o principal reservatério dos micoplasmas é o animal
infectado, sendo a transmissdo pelo contato direto (saliva, secre¢des nasais ou oculares,
leite, fezes, urina ou excrecdes de lesdes articulares) e pela ingestdo da bactéria em
alimentos e dgua contaminados por secre¢des ou excre¢des de animais portadores,
permitindo a rdpida disseminacdo da infeccdo entre e dentre os rebanhos (Bergonieret al.,

1997; Marinho, 2008).

2.1 Caracteristicas gerais do género Mycoplasma

A agalaxia contagiosa é caracterizada por uma sindrome infecciosa grave, sendo
causada por micro-organismos do género Mycoplasma. Os micoplasmas sdo considerados
0s menores organismos procariéticos de vida livre, possuem genomas de tamanho bastante
reduzido (inferior a 600 kb), sdo auto-replicantes (células com o minimo necessdrio para
sua multiplicacdo: membrana citoplasmatica, ribossomos e DNA) e se diferencia de outras
bactérias por seu tamanho diminuto (0,3 a 0,8 um) e pela auséncia total de parede celular
rigida (Varela, 2010; Santos et al., 2012; Santos et al., 2015).

A auséncia de parede celular diferencia e inclui os micoplasmas na classe Mollicutes
(do latino mollis, delicado e cutis, parede), pertencente a ordem Mycoplasmatales, familia
Mycoplasmataceae e género Mycoplasma (Tully et al., 1993; Walker, 2003).

Esses organismos sdo desprovidos de muitos genes e, consequentemente, carecem de
muitas vias enzimdticas bdsicas. No entanto, apesar das suas capacidades metabdlicas
relativamente limitadas, essas bactérias possuem uma maquinaria metabdlica suficiente para
o crescimento celular, para a fuga as defesas imunitérias e, por vezes, para a sobrevivéncia
no hospedeiro por periodos indefinidos (Varela, 2010). Além disso, alguns de seus
antigenos reagem cruzadamente com antigenos dos tecidos do hospedeiro, o que permite
aos micoplasmas o estabelecimento de infec¢des persistentes, uma vez que o sistema
imunolégico do hospedeiro ndo o reconhece (Quinn et al., 2007).

Dessa forma, essas bactérias apresentam mecanismos que interagem com o sistema
imune do hospedeiro, um atributo essencial a patogenicidade. Esses mecanismos permitem
a sua replicagdo, transferéncia e a colonizacdo de novos hospedeiros (Razin et al., 1998;

Rottem, 2003). Associado a esse fato, possuem a capacidade de aderir as células
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hospedeiras, o que facilita a lesdo da célula-alvo e permite a troca de componentes
metabolicos (Fleury et al., 2002).

Outra caracteristica importante dos micoplasmas € a exigéncia de meios enriquecidos
para o cultivo em meios artificiais, contendo proteinas animais, um componente esterol e
uma fonte de DNA ou de adenina dinucleotideo (Quinn et al., 2007). Em meios sélidos,
formam microcol6nias tipicas (50 a 500 um), reconhecidas pela sua aparéncia de “ovo

frito” sob luz transmitida; essa particularidade € observada uma vez que as bactérias

penetram no meio tornando a regido mais escura (Quinn et al., 2007; Marques, 2009).

2.2 Espécies de Mycoplasma causadoras de agalaxia contagiosa em cabras

Os principais agentes etioldgicos de agalaxia contagiosa em cabras sdo Mycoplasma
agalactiae e Mycoplasma mycoides subsp. capri (Goémez-Martin et al., 2015). Outras
espécies de micoplasmas também vém sendo relacionadas com a doenga, como
Mycoplasma capricolum subesp. capricolum e Mycoplasma putrefaciens, sendo estes
responsaveis por determinar diferentes graus de gravidade da infec¢do (Corrales et al.,

2004; Camara et al., 2015).

a) Mycoplasma agalactiae (Ma)

Ma é uma bactéria polimérfica com o tamanho de 124-250 nm, um pequeno genoma
sequenciado totalmente (1 x 10° Da) apresentando 877.438 pb (Sirand-Pugnet et al., 2007;
Kumar et al., 2014). Apresenta baixo teor de GC (29,7 mol%), sendo este ligeiramente
superior ao dos outros micoplasmas da classe Mollicutes (Nicholas et al., 2008). O seu
genoma possui 34 genes de tRNA, dois conjuntos (quase idénticos) de genes rRNA com
dois operons 16S-23S e dois 5S agrupados em dois loci separados por 400pb (Nicholas et
al., 2008).

Essa espécie € relativamente estdvel a temperatura ambiente, mais sensivel a alta
temperatura, sendo facilmente inativada sob exposicdo a 60°C durante cinco minutos
(Castro-Alonso et al., 2010; Kumar et al., 2014).

O periodo de incubacdo do Ma em cabras € de oito semanas, dependendo da
quantidade de micro-organismo, viruléncia do agente infeccioso e da resisténcia do
hospedeiro (Marinho, 2008; Silva et al., 2013). Os principais sintomas da infec¢@o por esse

agente sdo: depressdo, perda de apetite, anorexia, seguido por queda brusca da produgdo de
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leite, mastite, agalaxia, poliartrite, principalmente nas articulacdes do carpo, e tarso,
podendo ser verificados ainda pneumonia e aborto em animais cronicamente afetados
(Azevedo et al., 2006; Silva et al., 2014).

E considerado o principal agente etioldgico da agalaxia contagiosa em caprinos,
sendo responsdvel por 90% de todos os surtos nesses animais (Alves et al., 2013; Kumar et
al., 2014). Apesar do grande impacto causado por casos de agalaxia contagiosa e de relatos
de Ma nos rebanhos do pais, poucos trabalhos tém sido desenvolvidos para diagndstico e
eliminacdo do agente do rebanho caprino nacional. Casos de agalaxia contagiosa por Ma
foram relatados nos estados da Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte (Azevedo et al.,
2006; Bandeira et al., 2008; Alves et al., 2013).

A descri¢do da sequéncia gendmica de Ma (Sirand-Pugnet et al. 2007) permitiu o
desenvolvimento de métodos que podem contribuir para a detec¢do rdpida e o controle
eficaz do agente. Vdrios trabalhos t€m sido realizados com o intuito de comparar o método
tradicional de diagndstico, cultura bacterioldgica (lactocultura) e a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), sendo observada superioridade deste tltimo, como um método simples e
répido na deteccdo de Ma, e responsdvel por reduzir o tempo necessario para o diagndstico

(Tola et al.,1997; Bandeira et al., 2008; De La Fe et al., 2010; Santos et al., 2012).

b) Mpycoplasma mycoides cluster (Mmuster)

Mycoplasma mycoides cluster se caracteriza economicamente como as espécies mais
relevantes, uma vez que causam uma série de enfermidades em bovinos, caprinos € ovinos
(OIE, 2008). No entanto, poucos trabalhos detectaram a presenca de espécies deste grupo
no Brasil (Nascimento et al., 1986; Barbosa et al., 2000).

Esse grupo consiste em cinco espécies e subespécies de micoplasmas que
compartilham muitas caracteristicas genotipicas e fenotipicas (Wang et al., 2014):
Mycoplasma mycoides subespécie mycoides small colony (MmmSC), Mycoplasma mycoides
subsp. capri (Mmc), Mycoplasma capricolum subesp. capricolum (Mcc), Mycoplasma
capricolum subesp. capripneumoniae (Mccp) e sorogrupo bovino 7 (Msp7-PG50) (Kumar
et al., 2013; Wang et al.,, 2014). Estas estdo estreitamente relacionadas em suas
caracteristicas bioquimicas e soroldgicas e na filogenia do gene 16S rRNA (Santos et al,
2009; Santos et al., 2012).

Mmc e Mcc tem sido alvo de maior quantidade de estudos uma vez que estdo sendo
associados com a agalaxia contagiosa especialmente em caprinos (Szeredi et al., 2003;

Santos et al., 2015).
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i. Mycoplasma mycoides subsp. capri (Mmc)

Mmc consiste na reclassificacdo, em funcdo da relacdo filogenética, de duas
subespécies anteriormente consideradas distintas: Mycoplasma mycoides subsp. mycoides
large colony (LC) e Mycoplasma mycoides subsp. capri (Manso-silvian et al., 2009;
Shahram et al., 2010).

Além de afetar principalmente cabras, Mmc tem uma das mais amplas distribui¢cdes
geograficas dos micoplasmas de ruminantes, sendo encontrado em todos os continentes,
onde pequenos ruminantes sdo criados (OIE, 2008).

Em caprinos, o Mmc provoca um padrio de doencas referida como ‘“‘sindrome
MAKePS" — mastite-artrite-keratoconjuntivite e pneumonia-septicemia (Thiaucourt &
Bolske, 1996; OIE, 2008), que resulta em sérias perdas econdmicas nos sistemas de
producdo. No entanto, a falta de servicos de diagndstico para doencas causadas por
micoplasmas faz sua presenga muitas vezes passar despercebida.

Em estudo realizado por Amores et al. (2012), foi detectado Mmc utilizando a reacio
em cadeia da polimerase (PCR) a partir de leite do tanque coletado de cabras que
apresentavam sinais clinicos de mastite em uma drea com agalaxia contagiosa endémica.
Kumar et al. (2013) coletaram amostras de leite de 171 cabras em cinco diferentes rebanhos
na India e relataram o isolamento de Mmc e associacio da mastite devido 2 infecgdo por

esse agente.

ii. Mycoplasma capricolum subesp. capricolum (Mcc)

Mcc estd amplamente distribuido e € o agente patogé€nico principal em cabras, mas
também tem sido encontrado em ovelhas e vacas, sendo de alta patogenicidade, responsdvel
por causar alta morbidade e mortalidade (Da Massa et al., 1992).

Os principais sinais clinicos sdo febre, septicemia, mastite e artrite severa, podendo

evoluir rapidamente para o 6bito (Nicholas et al., 2008).

2.3 Frequéncias dos agentes etioldgicos

A agalaxia contagiosa foi primeiramente descrita na Itdlia em 1916 (Madanat et al.,

2001). Em estudo realizado por Zendulkova et al. (2007) para a deteccdo de Ma em

rebanhos ovinos e caprinos na Jordania, foi verificado que a prevaléncia foi trés vezes maior
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em caprinos do que em ovinos (85% e 36,6%, respectivamente). Bidhendi et al. (2011)
avaliando 271 ovelhas e 96 cabras, relatou a presenca de Ma em amostras de leite na
provincia do Curdistdo no Ird. Isolados de Ma de cabras iranianas foram testados por
Kheirkhah et al. (2013) que avaliaram cepa vacinal testada para esse patdgeno e observaram
uma fraca homologia com a cepa patogénica detectada em rebanhos caprinos. Em estudo
realizado por Ariza-Miguel et al. (2012) na Espanha, Ma foi a tnica espécie detectada,
embora Mmec tenha sido relatada anteriormente (Al-Momani et al., 2011). A ocorréncia de
Mmc também foi observada por Szeredi et al. (2003), Amores et al. (2012) e Kumar et al.
(2013) na Hungria, Jordania e India, respectivamente. Na Nigéria, Akwuobu et al. (2014)
identificaram a presenca das espécies Mycoplasma ovipneumoniae, Mycoplasma arginini e
Mmc.

A presenca de Ma na glandula mamadria foi associada com alteracdes em CCS e
cracteristicas fisico-quimica do leite caprino. Corrales et al. (2004) e Contreras et al. (2008)
associaram valores elevados de CCS como indicativo de Ma em amostras individuais de
leite e amostras de tanque em cabras, respectivamente.

No Brasil, o primeiro relato de agalaxia contagiosa foi registrado por Penha &
D'Apice em S@o Paulo em 1942, onde foi verificado um surto de pneumonia em cabritos e
de mastite em cabras (Penha & D’Apice, 1942). Posteriormente, casos de agalaxia
contagiosa foram relatados por Barbosa et al. (2000) no estado do Rio de Janeiro,
verificando ocorréncia de Mycoplasma spp. em todas as amostras do conduto auditivo
externo dos caprinos avaliadas, e destas, 80% (16/20) foram positivos para Mycoplasma
mycoides. Azevedo et al. (2006), nos estados da Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do
Norte avaliaram caprinos das racas Saanen, Toggenburg e Anglo Nubiana adquiridos para
producdo de leite, com frequéncia variando de 26,1% a 100% nas cabras e de 36,5% a
100% em cabritos. Bandeira et al. (2008) observaram a ocorréncia de Ma em 20% das
propriedades e 7,5% dos animais estudados em 30 rebanhos caprinos de 15 municipios do
estado da Paraiba. Na regido semidrida do estado de Pernambuco, Alves et al. (2013)
verificaram a ocorréncia de Ma em 29,6% do sémen congelado avaliado e em 3,7% das
amostras de leite de caprinos naturalmente infectados. Em estudo realizado no estado de
Sergipe, Santos et al. (2015) realizaram um levantamento preliminar da doenca em caprinos
e ovinos, utilizando 12 amostras de leite e 194 soros, sendo que todas as amostras de leite
foram negativas por PCR, mas o ensaio imunoenzimdtico (ELISA) revelou que 20 animais
(10,3%) apresentaram anticorpos circulantes, indicando que os animais tiveram contato com

o agente etioldgico causador da agalaxia contagiosa, podendo ser fonte de infeccao.
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2.4 Diagnostico

Quando um rebanho € severamente infectado, o diagndstico pode ser estabelecido
pela observacdo dos animais clinicamente afetados, apresentando tr€s principais sinais:
mastite, artrite e ceratoconjuntivite (Alcantara et al., 2013).

O diagnéstico laboratorial € o tinico meio de confirmacdo da doenca. Este pode ser
realizado pelo isolamento e identificagdo dos agentes etioldgicos em meios especificos, pelo
diagnéstico indireto através da pesquisa de anticorpos circulantes, utilizando ensaios
imunoenzimaticos e pela deteccdo de fragmentos de DNA amplificados pela reacdo em
cadeia de polimerase (PCR) (Azevedo et al., 2006; Campos et al., 2009; Ariza-Miguel et al.,
2012).

Normalmente, o cultivo e identificacdo dos agentes em material clinico de animais
comprometidos, como o muco vaginal ou prepucial, sémen e leite € realizado em
laboratério especializado (Albuquerque, 2008). No entanto, apesar da importincia do
diagnéstico rdpido em casos de mastite causada por espécies de Mycoplasma, os protocolos
microbioldgicos (padrdo ouro) requerem intervalos maiores que 10 a 14 dias, devido aos
fatores de crescimento exigidos por esse patdgeno, além de apresentar resultados que, por
vezes, sao dificeis de interpretar, prejudicando a adocdo imediata de medidas de controle da
doenca na propriedade rural (Almeida, 2009; Bidhendi et al., 2011).

O diagnéstico pode também ser realizado através da utilizacdo de técnicas
soroldgicas. No caso dos ensaios imunoenzimdticos é realizada a detec¢do de anticorpos
anti-Mycoplasma (Azevedo et al., 2006). A baixa sensibilidade de alguns testes seroldgicos
pode explicar a ndo detecc@o de anticorpos em alguns animais infectados limitando o uso da
sorologia para avaliar o estado de satide de rebanhos (Bergonier et al., 1997; Amores et al.,
2011; Schubert et al., 2011; Gomez-Martin et al., 2012; Agnone et al., 2013).

A PCR permanece sendo o método mais util, simples e rdpido na detec¢do de
micoplasmas especificos. Esta técnica vem sendo apontada como uma forma de reduzir o
tempo necessdrio para o diagnéstico etiolégico, quando comparado com a lactocultura,
diminuindo o tempo de deteccdo para cinco horas (Bandeira et al., 2008). Pode ainda
fornecer um sistema de alerta precoce e rdpido quando realizados em amostras clinicas,
permitindo uma investigacdo completa (Nicholas et al., 2008). Dessa forma, a identificaciao
genOmica de micoplasmas em pequenos ruminantes tem sido bastante difundida (Dedieu et

al., 1995; LeGrand et al., 2004; Zendulkova et al., 2007; Bidhendi et al., 2011).
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Os primeiros trabalhos de diagnéstico de Ma por PCR foram publicados por
Gonzilez et al. (1995), Tola et al. (1996) e Tola et al. (1997). Estes autores desenvolveram a
metodologia de PCR convencional para deteccdo de Ma que € utilizada até os dias atuais.

Virios trabalhos tém sido realizados com o intuito de comparagdo entre os métodos
de PCR convencional e de cultivo. De La Fe et al. (2009) compararam a cultura e a PCR na
deteccdo de Ma e Mycoplasma micoides cluster em amostras deo conduto auditivo obtidas
de oito rebanhos Murciano-Granadina na Espanha, com superioridade da PCR por ser um
método mais rdpido e eficiente. A utilizacdo da PCR também foi eficiente na deteccdo de
Ma em 147 amostras de s€émen em um centro de inseminagdo artificial na Espanha (De La
Fe et al., 2010). Bidhendi et al. (2011) compararam o método de cultura e de PCR na
detec¢do de Ma em amostras de ovinos e caprinos no Ird, observando uma pequena
diferenga entre os métodos, sendo a cultura mais sensivel. No entanto, os autores
recomendam a utilizacdo da PCR por reduzir o tempo de deteccdo. Estudo realizado com
diferentes tipos de amostras (leite, secre¢do conjuntival, liquido sinovial e secrecdo do
conduto auditivo) colhidas no Ird para avaliar a sensibilidade dos métodos de cultura e PCR
no diagndstico de Ma em ovinos, verificou que as amostras de conjuntiva e leite foram mais
adequadas para a deteccio por PCR (Khezri et al., 2012).

Com o advento da PCR em tempo real (QPCR) € possivel ndo somente atingir
resultados rapidamente, mas também quantificar o nimero de organismos presentes
(Nicholas et al., 2008). Com este intuito, Lorusso et al. (2007) desenvolveram uma
metodologia de qPCR para deteccdo de Ma no leite de ovinos na Itdlia. Estes autores
compararam a PCR convencional e a gPCR, sendo a ultima de maior sensibilidade, além
das vantagens de menor tempo para processamento, menor risco de contamina¢io e maior
especificidade. Oravcovd et al. (2009) também observaram maior sensibilidade da qPCR,
particularmente em amostras de leite (individual e de tanque de refrigeracdo) de ovinos. No
entanto, ndo existe ainda um teste que possa ser amplamente recomendado (Nascimento et
al., 2003).

Diante do exposto, € evidenciada a necessidade de incluir esse micro-organismo em
estudos com pequenos ruminantes leiteiros no Brasil e a implementacdo de programas de

controle de micoplasmose, uma vez que a doenga causada se dissemina rapidamente.
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3 RESISTENCIA GENETICAS AS DOENCAS

A resisténcia genética a doengas pode ser utilizada como uma ferramenta benéfica
para a pecudria. Numa escala global, a resisténcia poderia ser definida como a capacidade
de evitar a doenca ou promover a rdpida recuperagdo apds uma infec¢do (Rupp & Boichard,
2003).

O sistema imunoldgico € um mecanismo especifico que atua limitando as infec¢des,
sendo fundamental para a sobrevivéncia do animal, desde que atue de forma eficaz (Jardim
et al., 2014). Com o intuito de prevenir o estabelecimento da doenca, através da elaborag¢dao
de respostas imunoldgicas, os mecanismos de defesa da glandula mamaria sao classificadas
em imunidade natural ou inespecifica e em imunidade especifica ou adaptativa (Fonseca &
Santos, 2000; Carneiro et al., 2009). A imunidade natural € predominante no inicio da
infeccdo, sendo ativada rapidamente por numerosos estimulos e ndo aumentam de
intensidade pela exposicdo repetida a0 mesmo micro-organismo (Fonseca & Santos, 2000;
Rainard & Riollet, 2006). Por outro lado, a imunidade especifica é ativada quando a
infeccdo progride e ndo apresenta solucdo, sendo um processo de aprendizagem do sistema
imune, voltado ao combate de um agente patogénico Unico (Fonseca & Santos, 2000;
Jardim et al., 2014). Conjuntamente, a imunidade natural e a especifica participam de um
processo eficaz de defesa do hospedeiro, garantindo que os animais apresentem resisténcia
as enfermidades (Tizard, 2008).

A imunidade natural é a primeira linha de defesa contra as infec¢des (Abbas et al.,
2008) e, consequentemente, apresenta grande influéncia na susceptibilidade a doenca, onde
as células epiteliais que cobrem a superficie interna da glandula mamadria desempenham
papel crucial nas primeiras interacdes entre patdgeno e hospedeiro, contribuindo como
barreira definitiva entre o ambiente exterior e o interior do corpo (Korhonen et al., 2000).
No entanto, a sobrevivéncia e a patogenicidade dos micro-organismos causadores de
infeccdo sdo influenciadas pela capacidade destes microrganismos de resistir aos
mecanismos efetores de imunidade (Abbas et al., 2008).

Os genes envolvidos na resposta imune tém sido indicados como fortes candidatos na
determinacgdo de resisténcia as doencas nos animais domésticos (Fonseca et al., 2009). Com
o advento da biotecnologia, a maioria dos estudos tém sido voltados para a busca por
associacdo de genes candidatos com caracteristicas de defesa do hospedeiro. Informacdes
sobre a imunidade da glandula maméria em bovinos tém avangado significativamente
(Carneiro et al., 2009), enquanto que trabalhos com esse objetivo em cabras leiteiras ainda

sdo escassos. Desta forma, a investigagdo dos polimorfismos génicos associados com a
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resposta imunitéria e resisténcia a doenca em caprinos vém ganhando &nfase por permitir a
selecdo de animais superiores, a sua incorporacdo nos rebanhos regionais e a obtencdo de
produtos de melhor qualidade.

A conservagdo da diversidade genética € hoje universalmente aceita como vital para o
desenvolvimento sustentdvel e gestdo dos recursos genéticos animais (Ajmone-Marsan 2010;
Salles et al 2011). Doengas economicamente importantes em animais domésticos representam
um problema e a busca pela identificacdo de genes ou regides cromossdmicas associadas a uma
maior resisténcia do hospedeiro aos patégenos vem sendo apontada como uma necessidade para

prevencao de doengas.

3.1 Resisténcia a mastite

A mastite caracteriza-se por ser uma das enfermidades que acarreta grandes prejuizos
econdmicos na cadeia produtiva do leite, pela reducdo da quantidade e pelo
comprometimento da qualidade do leite, e até pela perda total da capacidade secretora da
glandula mamadria, sendo considerada a principal doenga que afeta os rebanhos leiteiros no
mundo (Ribeiro et al., 2007).

As perdas econdmicas decorrentes dessa enfermidade s@o resultantes da reducdo da
quantidade e qualidade do leite e produtos lacteos, morte precoce dos animais, custos com
drogas, servico veterindrio e necessidade de aumento da mao-de-obra (Cunha et al., 2006;
Pinheiro et al., 2007). Deve-se levar em considerac@o ainda os riscos a satde publica pela
comercializacdo de leite com residuos de antibidticos, além do impacto social,
principalmente no que se refere a criacdo caprina, uma vez que esta é geralmente
desenvolvida em pequenas propriedades e gerida por familias de agricultores, tendo
importante contribuicio no desenvolvimento socioecondmico do pais (Martin, 2011;
Nogueira et al., 2008).

Trata-se de uma doenca desafiadora e onerosa para a indistria de laticinios e para os
pecuaristas, sendo a sele¢dao de animais mais resistentes e a incorporagdo desta caracteristica
aos rebanhos uma alternativa para reducdo dos problemas causados pela mastite (Fonseca et
al., 2009). No entanto, verifica-se que a selecdo tem sido voltada, ao longo do tempo, ao
aumento na quantidade de leite, enquanto caracteristicas relacionadas a resisténcia a mastite
e a composic¢ado do leite tém sido pouco consideradas em programas de criacdo (Nascimento

et al., 2006).
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A resisténcia a mastite ¢ uma funcdo complexa e envolve diversos caminhos
biol6gicos, moleculares e celulares, onde numerosos genes candidatos podem estar
envolvidos (Rupp & Boichard, 2003). Trata-se de uma resposta imunoldgica que pode ser
desencadeada por mais de um fator etioldgico e também com reposta em multiplos

componentes (Ashwell et al., 1997; Pereira et al., 2000).

3.2 Complexo Principal de Histocompatibilidade

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major
Histocompatibility Complex) é uma regidao do genoma com um denso agrupamento de
genes, apresentando fundamental importincia no sistema imunolégico e exercendo um
importante papel na resposta do hospedeiro a patégenos (Magalhdes et al., 2004; Kelley et
al., 2005).

Essa regido tem recebido atencdo em relacdo a sua atuacdo sobre a resisténcia a
mastite, estando envolvidos nos processos celulares relacionados ao sistema imunoldgico
dos animais, sendo altamente polimdrficos nas diferentes espécies e responsaveis por
codificar as proteinas presentes na superficie das células e que estdo envolvidas na relagcdo
entre antigeno e anticorpo (Mota, 2003).

O MHC caracteriza-se como alvo potencial na identificacdo de genes candidatos nos
estudos da variacdo molecular, devido a sua influéncia sobre as caracteristicas produtivas e
as relacionadas a saide animal, uma vez que apresenta acdo direta sobre as funcdes
imunolodgicas, podendo ainda apresentar efeito indireto sobre as caracteristicas de produgdo,
onde individuos que apresentem melhores condi¢des gerais de saide podem ser mais
produtivos (Machado et al., 2005). Segundo estes autores, quando identificado e verificado
o efeito de um gene candidato, ele pode ser imediatamente utilizado na selecdo assistida por
marcadores, com resultados satisfatorios.

A regido MHC possui uma estrutura relativamente conservada entre as espécies de
mamiferos, estando localizada no cromossomo 20 em ovinos, € no cromossomo 23 em
bovinos e caprinos (Amills et al., 1998; De Gotari et al., 1998; Baghizadeh et al., 2009;
Ilhan et al., 2016). A por¢dao mais polimoérfica desta regido designa e diferencia a
denominagdo em cada espécie, sendo o MHC bovino denominado de regido BoLA — Bovine
Lymphocyte Antigen (Mosafer et al., 2011), o de ovino como Ovar (“Ovar” representa Ovis
aries) (Ilhan et al., 2016) e na espécie caprina denominado de regido CLA — Caprine

Lymphocyte Antigen ou GoLA — Goat Lymphocyte Antigen (Zhao et al., 2011).
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Em mamiferos os produtos dos genes localizados nessa regido estdo divididos em trés
classes com base em diferencas nas suas fun¢des: Classe I, Classe Il e Classe II1. As Classes
I e II apresentam maior diversidade polimérfica (Baghizadeh et al., 2009, Zhao et al., 2011;
Paracha et al., 2015), sendo que os produtos dos genes da Classe I sdo encontrados na
superficie das células do organismo, enquanto que os da Classe II sdo expressos em células
especializadas do sistema imunoldgico, como os linfécitos (Ahmed & Othman, 2006; Zhao
et al., 2011). A Classe III apresenta virios genes com funcdes gerais, sendo que apenas
alguns estdo envolvidos na resposta imunoldgica (Guillemot et al., 1988).

O MHC em caprinos, ovinos e bovinos apresenta-se de forma semelhante, possuindo
dois antigenos da Classe II funcionalmente expressos, o DQ e o DR, sendo estes
extensamente caracterizados em ovinos e bovinos, enquanto que em cabras apenas quatro
genes foram identificados: GoLA-DRA, GoLLA-DRB, GoLA-DYA e GoLA-DIB (Amills et
al., 2004; Yadav et al., 2016).

DRB ¢ o gene da Classe II mais polimérfico, sendo os alelos dos genes BoLA-DRB
em bovinos amplamente estudados e associados com a ocorréncia de doengas e
caracteristicas de producdo (Sharif et al., 1998; Trujillo-Bravo et al., 2005; Nascimento et
al., 2006; Vilaga et al., 2016). No entanto, ao contrario dos avangos observados nos estudos
com vacas leiteiras, pouca informacdo ainda existe acerca da regidlo MHC e de suas

possiveis associagdes ovinos e caprinos (Charon, 2004; Petlane et al., 2012).

3.2.1 Gene GoLA (Goat Lymphocyte Antigen)

Em cabras leiteiras os genes DR da Classe II foram os mais bem caracterizados e o
segundo éxon do gene DRB (GoLA-DRB.2) € a regido mais estudada devido ao seu elevado
polimorfismo, além de ser considerado responsdvel pelas diferencas na resposta
imunoldgica dos individuos aos agentes infecciosos (Baghizadeh et al., 2009; Paracha et al.,
2015).

A pesquisa sobre a genética da resisténcia as doencas em cabras ainda é escasso e
pouco se sabe sobre a frequéncia alélica desse gene e as possiveis associagdes entre 0s seus
alelos (Petlane et al., 2012; Shrivastava et al., 2015). Além disso, esse gene tem sido
relacionado com uma ampla variedade de caracteristicas de producdo e para selecdo de
caracteristicas de segurancga e qualidade do produto em animais domésticos (Paracha et al.,

2015).
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A Tabela 1 apresenta a evoluc@o das pesquisas realizadas no mundo voltadas ao

estudo do gene GoLLA em cabras leiteiras.

Tabela 1. Evolucdo dos estudos voltados a identificacdo de polimorfismos do gene GoLA

em caprinos.

REFERENCIA ESPECIE  PAIS OBJETIVO

Descricao da técnica NESTED-PCR

Amills et al. Caprino Espanha associada ao RFLP para amplificag¢do do

(1996) segundo éxon da Classe Il do MHC caprino
em cabras e em outras espécies
Dongxiao & . . Identificacdo de polimorfismos do gene
Yuan (2004) Caprino  China MHC-DRB por PCR-RFLP

Ahmed & Caprino Eoito Identificacdo de polimorfismos do gene
Othman (2006) p & MHC-DRB por PCR-RFLP

Identificacdo de polimorfismos do gene
GoLA-DRB3.2 por PCR-RFLP

Baghizadeh et Identificacdo de polimorfismos do gene
al. (2009) GoLA-DRB3 por PCR-RFLP

Zhao et al. Caprino China Identificacdo de polimorfismos do gene

Li et al. (2006) Caprino China

Caprino Ira

(2011) CLA-DRB3 por PCR-RFLP
Singh et al. Caprino fndia Identificacdo de polimorfismos do gene
(2012) MHC-DRB por PCR-RFLP
Petlane et al. Caprino  Indonésia Identificacdo de polimorfismos do gene
(2012) MHC-DRB por PCR-RFLP
Yakubu et al. Caprino Nigéria Diversidade filogenética do gene MHC-
(2013) P g DBQI
Shrivastava et al. . . Identificacdo de polimorfismos do gene
(2015) Caprino India MHC-DRBI1 por PCR-RFLP e
sequenciamento
Identificacdo de polimorfismos do gene
Yadav et al. . £ CLA-DRB3 por PCR-RFLP e associagdo
Caprino India S oA .
(2016) com resisténcia aos nematoides

gastrointestinais

Um dos primeiros estudos sobre o éxon 2 da regido GoLA-DRB em caprinos foi
realizado por Amills et al. (1995), que desenvolveram uma NESTED-PCR para
amplificacdo desse gene. Os mesmos autores no ano seguinte publicaram um novo artigo
mais completo (Amills et al.,, 1996) com um acréscimo de um novo passo apds
amplificacdo, onde foi realizada a digestdo do produto amplificado com enzimas de
restricdo (PCR-RFLP, do inglés Restriction Fragment Length Polymorphism), sendo esta a
metodologia mais amplamente utilizada nos estudos sobre a identificacdo de polimorfismos

do gene GoLA-DRB.2.
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A figura 1 apresenta a eletroforese do gene GoLA-DRB3, utilizada por Yadav et al.
(2016) para amplificacdo do fragmento de 285 pb e apds digestdo com a enzima de restrigao

Pstl.

i
0
il
00
0

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 2%. (a) Produtos de PCR do gene GoLA-DRB3
(285 pb); (b) Mesmas amostras apds digestdo com a enzima de restri¢do Pstl.

Fonte: Yadav et al. (2016).

O estudo mundial sobre o polimorfismo genético do gene GoLA-DRB.2 em caprinos
tem sido focado na identificacdo das frequéncias alélicas e genotipicas através da utilizagao
de enzimas de restricdo (Amills et al., 1996; Dongxiao & Yuan, 2004; Baghizadeh et al.,
2009; Zhao et al., 2011; Singh et al., 2012; Petlane et al., 2012; Yadav et al. 2016). Muito
ainda estd para ser conhecido sobre a interpretacdo bioldgica e relevancia fenotipica de
caracteristicas relacionadas a resisténcia a mastite. Estudos adicionais ainda sao necessarios
para a confirmacdo das associacdes dos alelos do GoLA-DRB.2 aos fendtipos e a
resisténcia de doencas como a mastite, visando utilizar os resultados para a melhoria
genética através da resisténcia a doengas na pecudria.

Apesar do aumento verificado nos ultimos anos sobre as informagdes de
caracterizacdo genética em caprinos, ndo existem dados relacionados ao gene citado sobre
os polimorfismos genéticos nem sua associacdo com caracteristicas de interesse econdmico
em rebanhos caprinos nacionais.

O estudo do polimorfismo genético do gene GoLA-DRB.2 e a identificacdo de
variagdes alélicas especificas podem contribuir no desenvolvimento de marcadores
genéticos para identificacdo e incorpora¢do nos rebanhos de animais mais resistentes a

doengas, com caracteristicas de seguranga e qualidade do produto, além de auxiliar no
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desenvolvimento de estratégias de criacdo de cabras leiteiras (Paracha et al., 2015;

Shrivastava et al., 2015).
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CAPITULO II

Deteccao de Mycoplasma agalactiae e Mycoplasma mycoides cluster em
rebanhos caprinos nos estados de Pernambuco e Paraiba, Brasil
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Deteccao de Mycoplasma agalactiae e Mycoplasma mycoides cluster em rebanhos

caprinos nos estados de Pernambuco e Paraiba, Brasil

Resumo: As micoplasmoses sdo enfermidades infecciosas de distribuicdo mundial e uma das
doengas mais graves de pequenos ruminantes, ocasionando sérias perdas ao produtor. A ripida
detecgao das espécies de Mycoplasma é fator determinante para adog¢do de medidas de controle
da doenca na propriedade rural. Portanto, este estudo teve por objetivo a deteccdo de
Mycoplasma agalactiae (Ma) e Mycoplasma mycoides cluster (Mmiciusier), bem como avaliar a
composicdo e a contagem de células somdticas em amostras de leite provenientes de animais
positivos. Para isto, foram colhidas 373 amostras de leite de caprinos de diferentes ragas
pertencentes a rebanhos localizados nos estados de Pernambuco e da Paraiba. O DNA gendmico
das amostras de leite foi extraido pelo método silica/isotiocianato de guanidina, seguida da
amplificacdo genérica e espécie-especifica por PCR. A identificacdo da presenca ou ndo de
produtos génicos foi realizada através de observagdo direta das bandas dos produtos de PCR
visualizados em gel de eletroforese. Andlises de variancia e testes de comparacdo de médias
foram realizados para verificar os efeitos da positividade sobre as caracteristicas de composi¢ao
e contagem de células somadticas. As frequéncias para Ma e Mmcisier foram de 43,21% e 5,70%,
nos rebanhos avaliados, respectivamente. Foram considerados fatores de risco o sistema de
criacdo (p<0,001) e o padrio racial (p<0,001). Em todos os grupos genéticos foram detectadas
amostras positivas para Ma, sendo observada maior ocorréncia na raca Marota. Amostras
positivas para Mmcuuser SO foram observadas em animais das ragas Moxoté (18,28%), Parda
Sertaneja (1,92%) e SPRD (3,12%). No estudo de associacdo entre a positividade e composicao
do leite, observou-se diferenca estatistica para as médias de proteina, caseina e contagem de
células somaticas. A deteccdo de Mycoplasma em amostras de leite caprino sugere a introducao

de animais infectados nos rebanhos avaliados, como também o possivel contato com os agentes
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etiologicos em feiras e exposi¢des. Além disso, o sistema de criagcdo adotado na propriedade

influencia a disseminagdo da infecc¢io no rebanho.

Palavras chave: Agalactia contagiosa; Caprinos leiteiros; Micoplasmose; Mycoplasma

agalactiae; Mycoplasma mycoides cluster.

1. Introducao

A agalaxia contagiosa dos ovinos e caprinos (ACOC) € uma sindrome multi-etioldgica e
considerada uma das doencas mais graves de pequenos ruminantes (Kumar et al., 2014).
Incluida na lista de doencgas de notificagdo obrigatéria da Organizacdo Mundial de Sadde
Animal (OIE) é apontada como responsavel por elevadas perdas econdmicas (Santos et al.,
2015), sendo caracterizada pelo aparecimento de lesdes inflamatérias localizadas na glandula
mamadria, nas articulagdes e nos olhos dos animais afetados, determinando a triade cldssica da
doenca (Alcantara et al., 2013; Todaro et al., 2015). No Brasil o Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (MAPA) normatizou o Programa Nacional de Sanidade de Caprinos e
Ovinos, no entanto, ndo foi considerada a vigilancia epidemioldgica para as micoplasmoses
(Souza, 2013).

A ACOC ¢ causada por micro-organismos do género Mycoplasma, pertencentes a classe
Mollicutes (Razin et al. 1998). Os micoplasmas sdo organismos procaridticos de vida livre,
auto-replicantes, se distinguem de outras bactérias por seu tamanho diminuto (0,3 a 0,8 um) e
pela auséncia total de parede celular rigida (Santos et al., 2012; Santos et al., 2015).

Em caprinos a enfermidade € causada por mais de uma espécie de micoplasma, sendo o
principal agente etiolégico Mycoplasma agalactiae, responsavel por 90% de todos os surtos
nesses animais (Alves et al., 2013; Kumar et al., 2014). Espécies pertencentes ao grupo
Mycoplasma mycoides, também tém releviancia como agentes etioldgicos da sindrome em

caprinos (OIE, 2006). Este grupo consiste em cinco espécies e subespécies de micoplasmas que
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compartilham muitas caracteristicas genotipicas e fenotipicas (Wang et al., 2014), destacando-se
Mycoplasma mycoides capri e Mycoplasma capricolum subesp. capricolum (Szeredi et al.,
2003; Santos et al., 2015).

Na regido Nordeste tem sido relatada ocorréncia de Mycoplasma agalactiae em rebanhos
localizados nos estados da Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte (Azevedo et al., 20006;
Bandeira et al., 2008; Alves et el., 2013). No entanto, nenhum trabalho investigou a presenca
de espécies do grupo Mycoplasma mycoides nessa regido.

Em funcdo das perdas econdmicas que a ACOC pode causar a produgdo pecudria no
Nordeste do Brasil, regido que detém aproximadamente 90% dos caprinos do pais (Silva et al.,
2013), o diagnéstico e a identificacdo das espécies que causam essa doenca podem trazer
informacdes importantes sobre a presenca e a circulacdo desses patdgenos nos rebanhos
caprinos, diminuindo os impactos causados por essa enfermidade sobre a produgdo e a
qualidade do leite, além de evitar problemas econdmicos e de satide publica (Contreras et al.,
2008).

Destaca-se que a presenca de micoplasmas na glandula mamadria representa risco a saide
humana (Nicholas et al., 2008) e determina alteracdes na composi¢cdo do leite, tais como, a
degradacdo da gordura, proteinas e carboidratos, o que torna o produto imprdprio para o
consumo (Cordeiro et al., 2002). Além disso, o aumento da contagem de células sométicas
(CCS) do leite também € uma caracteristica que acompanha as micoplasmoses (Corrales et al.,
2004; Contreras et al., 2008).

Portanto, o presente estudo objetivou a deteccdo de Mycoplasma agalactiae (Ma) e
Mycoplasma mycoides cluster (Mmcisier), bem como avaliar a composi¢do e a CCS em amostras
de leite de cabras positivas, pertencentes a propriedades localizadas nos estados de Pernambuco

e Paraiba, Nordeste do Brasil.
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82 2. Material e métodos

83

84  Animais e colheita das amostras

85

86 Foi selecionado um total de 360 matrizes caprinas pertencentes a rebanhos localizados
87  nos estados de Pernambuco e Paraiba (Tabela 1). O periodo de colheita ocorreu de julho de

88 2014 ajulho de 2015.

89
90  Tabela 1. Nimero de animais (N) por padrdo racial e origem das populagdes estudadas.
Padrao Racial N Origem Rebanho
Anglo nubiana 13 Pernambuco C
Marota 31 Paraiba F
Moxoté 93 Pernambuco/Paraiba D,E
Murciana 63 Paraiba F, H
Parda Sertaneja 52 Paraiba G
Saanen 12 Pernambuco C
SPRD 96 Pernambuco A, B
91
92
93 Os sistemas de criagdo adotado nos rebanhos avaliados eram do tipo intensivo (rebanhos

94 A, Be C), semi-intensivo (rebanhos E, F, G e H) e extensivo (rebanho D).

95 A colheita das amostras de leite foi realizada apds antissepsia dos tetos dos animais com

96  dlcool 70%, seguida pelo descarte dos primeiros jatos de leite. As amostras individuais de leite

97  foram armazenadas em recipientes de polipropileno estéreis, devidamente identificadas e

98  armazenadas em caixas isotérmicas. As amostras foram entdo encaminhadas ao Laboratério de

99 Qualidade do Leite, do Programa de Gerenciamento de Rebanhos Leiteiros do Nordeste
100  (PROGENE), localizado no Departamento de Zootecnia - UFRPE, para andlises fisico-quimicas
101 e ao Laboratério de Biologia Molecular da Central de Laboratérios da Unidade Académica de
102  Garanhuns (UFRPE/UAG), para as anélises moleculares.

103
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Extraciao de DNA

A extracio de DNA foi realizada pelo método de silica/isotiocianato de guanidina,
segundo metodologia descrita por Boom et al. (1990). A qualidade do DNA extraido foi

avaliada em gel de agarose a 1%.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O material extraido foi submetido a PCR genérica e a espécie-especifica com a utilizagio
de diferentes pares de primers e ciclos. Inicialmente, foi realizada uma Multiplex-PCR para a
amplificacdo do género Mycoplasma e do marcador interno selecionado (GAPDH- gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase), com objetivo de avaliar a presenca de possiveis inibidores da PCR e a
integridade das amostras de DNA. Para isso, utilizou-se as metodologias descritas por
Kuppeveld et al. (1992) e Ravazzolo et al. (2006), para amplificacdo do género (270 pb) e
marcador interno (125 pb), respectivamente. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a
amplificacdo do género Mycoplasma foram GPO-3 (5°- GGG AGC AAA CAG GAT TAG
ATACCCT-3") e MGSO (5’ - TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC - 3°); e para
o marcador interno GAPDH-F (5'- GGC AAG TTC CAT GGC ACA GT - 3') e GAPDH-R (5'-
GTC CCT CCA CGA TGC CAA AG - 3'). As reagdes foram realizadas em volume final de
58uL, sendo SuL de DNA, 45puL do mix de PCR (Invitrogen, USA) e 2uL de cada um dos
quatro primers descritos acima. A amplificacio foi realizada em termociclador Mastercycler®
Pro (Eppendorf, Germany), como se segue: desnaturagdo inicial por 5 min a 94°C, seguida de 30
ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 58°C e 1 min a 72°C, permanecendo em uma etapa de extensao
final de 7 min a 72°C. Foi incluido em todos os testes controle positivo (Mycoplasma spp.) €
controle negativo (reagdo sem a presenga de DNA).

Para PCR espécie-especifica, os primers utilizados para amplificacdo de Ma foram MA1
(5’ - AAA GGT GCT TGA GAA ATG GC - 3’) e MA2 (5° - GTT GCA GAA GAA AGT CCA

ATC A - 3’), com amplicon de 375 pb, e para Mmecusier F-MC323 (5° - TAG AGG TAC TTT
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AGA TAC TCA AGG - 3’) e R-MC358 (5’ - GAT ATC TAA AGG TGA TGG T- 3’) para
amplificacdo de segmento génico de 1500 pb, seguindo metodologia descrita por Tola et al.
(1997) e Bashiruddin et al. (1994), respectivamente. As reacdes de PCR espécie-especifica
foram realizadas como descrito para o género. A amplificacio foi realizada em termociclador
Mastercycler® Pro (Eppendorf, Germany), como se segue: desnaturac¢do inicial por 5 min a
94°C, seguida de 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 47,6°C para Ma ou 50°C para Mmciuster € 1
min a 72°C, permanecendo em extensdo final de 7 min a 72°C. Foi incluido controle positivo
(Mycoplasma agalactiae e Mycoplasma mycoides cluster) e negativo em todos os testes (reagdo
sem a presenga de DNA). Os produtos amplificados foram avaliados através de eletroforese em
gel de agarose a 1%.

A reprodutibilidade dos resultados foi avaliada mediante amplificacdo de 10 amostras de
DNA selecionadas ao acaso, realizando-se amplificagdes durantes trés dias consecutivos, nas

mesmas condicdes citadas anteriormente.

Analises fisico-quimicas

A andlise de composicdo quimica (proteina, lactose, gordura e caseina) do leite foi
determinada pela metodologia eletronica baseado em espectrometria de infravermelho médio,
através do equipamento Bentley 2000 (Bentley Instruments Inc., USA). A CCS foi obtida por

citometria de fluxo, em contador eletronico Somacount 300 (Bentley Instruments Inc, USA).

Analise estatistica

A identificacdo da presenca ou ndo de amplicons de Mycoplasma spp., Ma € Mmciusier fO1
realizada por meio de observacdo direta dos produtos de PCR visualizados em gel de agarose,
seguida pela andlise de frequéncia dos dados pelo procedimento PROC FREQ do SAS 9.1.3,

onde a frequéncia dos amplicons encontrados foi apresentada na forma de percentis (%).
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Para a andlise dos fatores de risco foi efetuada uma andlise de qui-quadrado, onde se
observou a influéncia do sistema de criagdo e da raga sobre a presenca de Mycoplasma,
utilizando o procedimento PROC FREQ do SAS 9.1.3.

Para verificar o efeito da positividade para Ma e Mmeuser SObre as caracteristicas de
composi¢do e CCS foram realizadas andlises de variancia e testes de comparacdo de médias

utilizando-se o procedimento PROC GLM do SAS 9.1.3.

3. Resultados

A metodologia utilizada para extracdo de DNA das amostras de leite resultou em material
de boa qualidade para uso em ensaios de PCR, verificado pela amplificacdo do gene constitutivo
GAPDH em 98,63% (360/365). Este total foi utilizado para a PCR genérica e espécie-especifica

(Figura 1).

1500 pb

375 pb
270 pb

125 pb

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose de produtos obtidos pela PCR genérica, PCR do
controle interno, PCR especifica para Mycoplasma agalactiae e para Mycoplasma mycoides
cluster. 1: padrao de peso molecular; 2: Mycoplasma spp. (controle positivo); 3: Mycoplasma
agalactiae (controle positivo); 4: Mycoplasma mycoides cluster (controle positivo); 5 e 6:
amostras positivas para Mycoplasma spp. ¢ GAPDH; 7 e 8: amostras positivas para

Mycoplasma agalactiae; 9 e 10: amostras positivas para Mycoplasma mycoides cluster.
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A Tabela 2 apresenta a frequéncia de positividade para Mycoplasma spp., Ma € Mmciuster.
A ocorréncia do género Mycoplasma foi de 46,42% (169/360) nos rebanhos avaliados, sendo
que nos rebanhos localizados no estado de Pernambuco, variou de 18,18 a 89,80% e naqueles
localizados no estado da Paraiba de 10,71 a 68,42%. Com relacdo a espécie Ma, constatou-se
que 94,08% (159/169) das amostras foram positivas, com frequéncias variando de 66,67 a 100%

(Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncia absoluta e relativa de amostras de leite positivas para Mycoplasma spp.,
Mycoplasma agalactiae e Mycoplasma mycoides cluster em cabras pertencentes a rebanhos nos

estados de Pernambuco e Paraiba, Brasil.

Mycoplasma spp. Ma Mm custer
Rebanho | n Freq. Freq. Freq. Freq. Freq. Freq.
Absoluta  Relativa | Absoluta Relativa* | Absoluta Relativa*
A 47 19 40,43% 15 78,95% 3 15,78%
B 49 44 89.80% 44 100,0% 0 0,00%
C 25 14 56,00% 14 100,0% 0 0,00%
D 33 6 18,18% 4 66,67% 0 0,00%
E 60 33 55,00% 32 96.97% 17 51,51%
F 38 26 68,42% 25 96,15% 0 0,00%
G 52 16 30,77% 15 93,75% 1 6,25%
H 56 6 10,71% 5 83,33% 0 0,00%
Total 360 169 46,94 % 159 94,08 % 21 12,42%

Ma = Mycoplasma agalactiae; MM jusier = Mycoplasma mycoides cluster
* Frequéncia relativa do total de amostras positivas para o género.

Comportamento contrario ao observado para Ma foi verificado para Mmiciuser, sendo a
maior parte das amostras negativas (87,58%) para esse micro-organismo. Como demonstrado na

Tabela 2, apenas os rebanhos A, E e G apresentaram animais positivos para Mmicuser COM
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frequéncia de 15,78, 51,51 e 6,25%, nessa ordem. Ressalta-se que dois animais no rebanho A,
16 no E e um animal no G, também foram positivos para Ma, simultaneamente.
A andlise dos fatores de risco padrio racial e sistema de manejo foram associados com a

presenca da bactéria nos rebanhos avaliados (Tabela 3).

Tabela 3. Andlise de qui-quadrado dos fatores de risco padrio racial e sistema de criagdo em

cabras pertencentes a rebanhos nos estados de Pernambuco e Paraiba, Brasil.

VARIAVEL p
Padrdo racial p<0,001
Sistema de manejo p<0,001

A frequéncia da positividade de Mycoplasma spp., Ma e Mm_ser por padrao racial estd
apresentado na Tabela 4. Nota-se ocorréncia de animais positivos em todos os grupos genéticos,
com maior frequéncia da espécie Ma.

Considerando o género Mycoplasma, destaca-se que todos os grupos genéticos
apresentaram amostras positivas para este agente, com frequéncias que variaram de 12,70%,
para a raca Murciana, a 77,42%, para a Marota (Tabela 4). A frequéncia para a espécie Ma
variou de 87,50%, em animais da raca Murciana, a 100%, para animais das racas Anglo-
Nubiana e Saanen sendo detectado pelo menos um animal positivo em cada padrdo racial.
Amostras positivas para Mmcuser SO foram observadas nas ragas Moxoté (18,28%), Parda
Sertaneja (1,92%) e para os animais SPRD (3,12%).

A comparagdo entre os valores médios dos pardmetros de composi¢do e CCS entre
amostras positivas e negativas para Ma e Mmeciser €5tdo apresentados na Tabela 5. Observou-se
diferenca estatistica pelo teste t-Student (p<0,05) entre as médias de proteina, caseina e CCS de
amostras positivas e negativas para Ma. Para Mmeuser, observou-se diferenca estatistica
significativa apenas para o parametro CCS.

No presente estudo os valores médios de caseina e proteina do leite apresentaram-se

superiores para as amostras positivas quando comparadas as negativas para o agente infeccioso
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221  investigado em estudo. Nas amostras positivas para Ma, a média de proteina observada foi de
222 3,6698% (Tabela 5). No entanto, 16,35% (26/159) estavam abaixo do minimo exigido de 2,8%
223 preconizado pela legislagdo em vigéncia. Para a caseina do leite, as médias obtidas para as
224 amostras positivas foram de 3,0353 na avaliacdo de Ma (Tabela 5).

225 Foram observadas maiores médias de CCS em relacdo a positividade para Ma e Mmeciusier
226  com valores de 2.043,2 x 10° e 2.803,4 x 10° respectivamente (Tabela 5). Nas amostras
227  positivas para Ma € Mmcuser, Observaram-se valores individuais acima de 1.000 x 10°
228  células/mL em 52,12% (86/165) e 10,30% (17/165) das amostras positivas, respectivamente.
229

230  Tabela 4. Frequéncia absoluta e relativa de amostras de leite positivas para Mycoplasma spp.,
231 Mycoplasma agalactiae e Mycoplasma mycoides cluster, de acordo com o padrdo racial de

232 cabras pertencentes a rebanhos nos estados de Pernambuco e Paraiba.

Mycoplasma spp. Ma Mm custer
Padrao racial | N Freq. Freq. Freq. Freq. Freq. Freq.
Absoluta Relativa | Absoluta Relativa®* | Absoluta Relativa*

Anglo-Nubiana | 13 8 61,54% 8 100,0% 0 0,00%
Marota 31 24 77,42% 23 95,83% 0 0,00%
Moxot6 93 39 41,94% 36 92,31% 17 18,28%
Murciana 63 8 12,70% 7 87,50% 0 0,00%
Parda Sertaneja | 52 16 30,77% 15 93.,75% 1 1,92%
Saanen 12 6 50,00% 6 100,0% 0 0,00%
SPRD 96 63 65,63% 59 93,65% 3 3,12%
Total 360 169 46,94 % 159 94,08 % 21 12,42 %

233 Ma = Mycoplasma agalactiae; MMcluster = Mycoplasma mycoides cluster.

234 * Frequéncia relativa do total de amostras positivas para o género.

235
236
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237  Tabela 5. Comparagio entre médias de gordura, proteina, lactose, sélidos totais e contagem de
238  células somadticas (CCS) de amostras de leite de cabras positivas e negativas pertencentes a

239  rebanhos nos estados de Pernambuco e Paraiba.

Variavel Positivo Negativo
Gordura 431804 411104
Proteina 3,66984 3,45378
Lactose 4.19484 429914
Mycoplasma agalactiae
Sélidos totais  13,1866% 12,77784
Caseina 3,03534 2,81158
CCS (x1000)  2.043,2% 1.388,78
Gordura 4,24384 4,19934
Proteina 3,88884 3,5277A
Lactose 4,13814 4,26044
Mycoplasma mycoides cluster
Sélidos totais  13,30214 12,9366*
Caseina 3,22814 2,89024
CCS (x1000)  2.803,4% 1.606,7°
240 * Letras diferentes na mesma linha indicam p<0,05 pelo teste t-Student.
241
242
243 4. Discussao
244
245 Foi detectada a presenca de Ma e Mmcuser €m amostras de leite caprino, colhidas de

246  rebanhos pertencentes aos estados de Pernambuco e Paraiba. Elevados valores de amostras
247  positivas foram encontrados para a espécie Ma. Semelhante ao observado neste estudo, Souza
248 (2013), avaliando rebanhos do estado de Pernambuco, demonstrou frequéncia de 75%, enquanto
249  Barbosa et al. (2000) e Campos et al. (2009), analisando animais da Paraiba, observaram que

250  83,2% dos animais foram positivos para Ma.
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A elevada frequéncia de Ma observada nas populacdes avaliadas confirmam a maior
incidéncia da espécie e a destacam como o principal agente etiolégico da agalaxia contagiosa
(Bergonier et al., 1997; Alcantara et al., 2013; Gémez-Martin et al., 2015), evidenciando a
importincia da detec¢do deste micro-organismo e a necessidade de maior conhecimento sobre a
condi¢do sanitdria no momento da aquisicdo de novos animais, a fim de que estes ndo venham a
interferir sobre a sanidade e produtividade dos animais j4 existentes (Bandeira et al., 2008;
Alves et al., 2013; Kumar et al., 2014). Cuidado e atencdo com o status sanitdrio de animais
quando de sua aquisicdo ¢ imprescindivel a todos os produtores de caprinos, mas,
particularmente, para os pequenos produtores, Vvisto que OS mesmos muitas vezes nao
apresentam recurso financeiro para substituir o plantel ou para implementar procedimentos de
controle da doencga e, nesses casos, a disseminacdo da doenca ird acarretar maiores danos
(Azevedo et al., 2005).

A baixa ocorréncia de Mmecusier verificada nos rebanhos estudados sugere que a presencga
de determinada espécie de Mycoplasma pode estar relacionada com fatores de riscos inerentes
ao animal e ao tipo de manejo (Ariza-Miguel et al. 2012; Khezri et al., 2014). Em estudo
realizado por Ariza-Miguel et al. (2012), na Espanha, Ma foi a tnica espécie detectada, embora
M. mycoides subsp. capri tenha sido relatada anteriormente (Al-Momani et al., 2011). A
ocorréncia de M. mycoides subsp. capri também foi observada por Szeredi et al. (2003), Amores
et al. (2012) e Kumar et al. (2013) na Hungria, Jordania e India, respectivamente. Na Nigéria,
Akwuobu et al. (2014) identificaram a presenca das espécies M. ovipneumoniae, M. arginini e
M. mycoides subsp. capri. No Brasil, a maior parte dos trabalhos realizados para a detec¢io de
espécies associadas a ACOC, relatam a ocorréncia de Ma (Azevedo et al., 2005, Bandeira et al.,
2008, Santos et al., 2015), sendo poucos os que detectaram a presenga de Mmiciusier (Nascimento
et al., 1986; Barbosa et al., 2000).

Na avalia¢do dos fatores de risco, observou-se que o tipo de sistema de criagdo tem
influéncia sobre a presenca da bactéria. Segundo Albenzio et al. (2002) a utilizacdo da pratica
de confinamento dos animais favorece ao aumento da exposi¢do destes a um maior nimero de

agentes infecciosos, devido ao acimulo de matéria orginica e umidade nesses locais. No
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presente estudo, os sistemas de criag@o dos tipos intensivo e semi-intensivo foram considerados
como um fator de risco. O manejo semi-intensivo e o intensivo apresentado pelos rebanhos A,
B, C, E, F, G e H pode ter facilitado a disseminacdo do agente etiolégico dentro das
propriedades, fato este que pode ser corroborado pelas frequéncias elevadas observadas nas
mesmas. Bergonier et al. (1997) alertam que a transmissdo de micoplasmas se da através do
contato direto entre animais ou pela ingestdo de alimentos e 4gua contaminados por secregdes
ou excrecdes de animais portadores, permitindo a rapida disseminac¢io dentro do rebanho.

Uma pratica importante para a aquisi¢do de patégenos € o envio de animais para feiras e
exposicdes agropecudrias. De acordo com Bandeira et al. (2008) hd uma associa¢do entre
positividade para Ma e a participagdo em exposi¢cdes e torneios leiteiros. Ressalta-se que os
animais dos rebanhos A, B, C, E, F, G e H participam periodicamente desses eventos,
possibilitando o contato com animais infectados e proporcionando a disseminacdo do micro-
organismo quando sdo reintroduzidos ao rebanho.

Os rebanhos D e H apresentaram as menores frequéncia de Mycoplasma spp., Ma e
Mmciusier. Os menores valores obtidos pelos animais que compunham o rebanho D possivelmente
estdo associados ao sistema de criacdo extensiva. A presenga do agente infeccioso pode ser
justificada pela aquisicdo de animais de vérias localidades para compor o rebanho, favorecendo
a introdu¢do do agente.

Todas as propriedades avaliadas no presente estudo adquiriram seus animais de diferentes
regides do pafs, além de comercializa-los para reproducdo, o que representa um fator de risco
para a introducdo e disseminagcdo de agentes infecciosos em geral e de micoplasmas em
particular.

Neste estudo o padrio racial também foi considerado um fator de risco para a presenca de
micoplasmas. E importante destacar que as maiores frequéncias encontradas para o género e a
espécie Ma foi verificada nos animais da raga Marota, podendo este fato estar relacionado ao
local de aquisi¢do para compor o rebanho, uma vez que todos os animais foram originalmente
trazidos de diferentes regides do paifs. Sabe-se que esses animais foram obtidos sem a exigéncia

de uma certificacido negativa para essa bactéria por parte dos criadores dessas racas e sem uma
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cuidadosa avaliacdo ou quarentena, antes da introdu¢@o ao rebanho. Além disso, esses animais
estavam submetidos a um sistema de criacdo do tipo semi-intensiva, o que provavelmente
permitiu a disseminag¢do dentro de cada rebanho. Isso porque o principal reservatério de
micoplasma causadores de ACOC € o animal infectado, sendo a transmissdo realizada por meio
do contato direto com os animais portadores do agente infeccioso, através da saliva, secrecdes
nasais ou oculares, leite, fezes, urina ou secrecdes de lesdes articulares (Marinho, 2008).

Foi detectado Mmcusier apenas nos padrdes raciais Moxotd, Parda Sertaneja e SPRD. Os
animais SPRD foram adquiridos de outros estados e eram pertencentes a dois rebanhos distintos
que realizavam troca destes entre eles, o que pode ter facilitado a disseminacdo neste, sendo
facilitada também por um tipo de manejo intensivo. J4 os animais da ragca Parda Sertaneja ndo
tinham nenhum contato com outras racas, mas, possivelmente, a introducdo de Mmiciuseer pode
estar relacionada ao local de compra desses animais ou a participacido em feiras.

A maior frequéncia de Mmuser foi observada na raca Moxoté. E importante ressaltar que
foram colhidas amostras de leite desta raca em dois rebanhos diferentes (rebanhos D e E), sendo
todas as amostras positivas para Mmecuser pertencentes ao rebanho E. A propriedade E
apresentava um sistema de criacdo do tipo semi-intensivo, sendo 0os animais estabulados no
momento da ordenha e soltos na caatinga apds esta. Possivelmente, o agente foi introduzido no
rebanho a partir da compra de animais infectados e a disseminacdo pela maior proximidade
entre animais infectados e sadios, facilitada pelo periodo de confinamento. J4 os animais do
rebanho D, eram criados extensivamente, soltos na caatinga e, possivelmente, ndo entraram em
contato com animais portadores de Mmcusier. Esta informagdo ressalta que o tipo de manejo
empregado estd relacionado com a maior ou menor incidéncia da bactéria.

Apesar de considerar o efeito isolado da positividade para Mycoplasma sobre a
composi¢do do leite de cabras, sabe-se que este pode ser influenciado por multiplos fatores, tais
como: alimentagdo, raga, periodo de lactacdo, produgdo de leite, estacdo do ano, idade do
animal (Langoni et al., 2012; Almeida et al., 2013), além do estado sanitdrio no que se refere a

outros micro-organismos.
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Com o intuito de auxiliar o setor produtivo do leite de cabra no Brasil, o Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), aprovou a Instru¢do Normativa N° 37, de 31
de outubro de 2000, que regulamenta os novos padrdes de identidade e qualidade do leite de
cabra, fixando valores minimos de qualidade microbioldgica, fisica e quimica (Brasil, 2000).

Observou-se que a comparagdo entre as amostras positivas e negativas diferiram para a
porcentagem de proteina e caseina, e valores de CCS nas amostras de leite avaliadas. Foram
observados maiores valores para proteina e caseina nas amostras de leite positivas para o agente
infeccioso em estudo. As altas concentracdes de proteina, principalmente no que se refere a
casefna, sdo desejadas, uma vez que contribuem para uma melhor producdo e coagulacdo de
queijos. No entanto, como o principal alvo da ACOC ¢é a glandula mamdria, ocasionando
diminuicdo drdstica na producdo de leite, levando a uma maior concentracdo destes
constituintes, em funcdo de uma relagdo inversamente proporcional.

A CCS € um indicador do estado sanitdrio da glandula mamdria e tem sido utilizada como
referéncia da satde do ubere e da qualidade microbiolégica de espécies caprinas (Pires et al.,
2015). No entanto, em cabras, a CCS deve ser utilizada com cautela no diagndstico de mastite,
isso porque nestes animais ocorre uma intensa descamacgdo do epitélio glandular (secrecdo
apdcrina), com consequente aumento da quantidade de células somaticas no leite (Madureira et
al., 2010; Pires et al., 2015). Apesar da notdvel importincia da CCS, a Instru¢do Normativa n°
37 de 31/10/2000 do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA) que trata
sobre o leite de cabra, ndo estabelece um limite para este pardmetro (Brasil, 2000). Tem sido
utilizado como base para leite caprino com mastite valores acima de 1.000 x 10° células/mL
(Paape et al., 2000; Paes et al., 2003), sendo a média de CCS para animais positivos e negativos
superior a esse valor no presente estudo. As amostras positivas para Ma e Mmciusier apresentaram
maior CCS quando comparadas aos animais negativos. Aumento significativo na CCS foi
relacionado a presenca de Mycoplasma por outros autores (Corrales et al., 2004; Contreras et al.,

2008).
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5. Conclusoes

A detec¢ao de Mycoplasma spp., Mycoplasma agalactiae € Mycoplasma mycoides
cluster em amostras de leite caprino pertencentes a rebanhos localizados nos Estados de
Pernambuco e Paraiba, sugere a introdu¢@o de animais infectados nos rebanhos estudados, como
também o possivel contato com os agentes etioldgicos em feiras e exposi¢des. Além disso, o
sistema de criagdo adotado na propriedade, provavelmente, influencia a disseminagdo da
infeccdo no rebanho.

Faz-se necessdrio a criacio de um programa sanitirio nacional que vise prevenir a
introducdo e disseminacdo desse agente infeccioso em diferentes regides do Brasil. Nesse
sentido, torna-se fator de urgéncia facilitar o acesso, dos criadores de caprinos, a técnicas
eficientes para a deteccdo precoce das principais espécies de Mycoplasma que acometem 0s
rebanhos caprinos a fim de evitar a disseminacao e possibilitar o controle mais efetivo dentro e

entre os rebanhos, diminuindo assim as perdas econdmicas no sistema de criacao.
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CAPITULO 111

Diversidade do gene GoLA-DRB.2 e sua associacao com caracteristicas
do leite em caprinos nativos e exéticos nos estados de Pernambuco e

Paraiba, Nordeste do Brasil
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Diversidade do gene GoLA-DRB.2 e sua associacao com caracteristicas do leite em
caprinos nativos e exdticos nos estados de Pernambuco e Paraiba, Nordeste do

Brasil

Resumo: O Antigeno Leucocitario Caprino (GoLA) é uma regido do genoma caprino
que tem recebido atencdo por desempenhar acdo na resposta imunoldgica e nas
caracteristicas de producado e qualidade do leite. O objetivo do presente estudo foi o de
identificar e associar os polimorfismos do gene GoLA-DRB.2 em 181 fémeas caprinas
de diferentes racas provenientes dos estados de Pernambuco e da Paraiba. A frequéncia
alélica encontrada para a populacdo total com a enzima PstI foi de A igual a 0,7254 ¢ B
a 0,2746, sendo as frequéncias dos gendtipos AA, AB e BB de 0,6740, 0,0387 e 0,2873,
respectivamente. As frequéncias alélicas obtidas a partir da digestdo com a enzima Tagl
foi de C = 0,8149 e D = 0,1851, sendo as frequéncias dos genétipos: 0,7403 (CC),
0,1492 (CD) e 0,1105 (DD), com predominancia do genétipo CC em todos os padrdes
raciais avaliados. Os valores de Heterozigosidade observada foram menores do que os
encontrados para Heterozigosidade esperada em todas as populagdes testadas, com
rebanhos fora do equilibrio de Hardy-Weinberg. Houve variacdo genética significativa
entre ragas, entre individuos da mesma raga e dentro da populagao. Nao houve diferenca
significativa entre os genotipos e os padrdes de haplétipos sobre os valores de gordura,
proteina, lactose, solidos totais, caseina e contagem de células somdticas. O gene
GoLA-DRB.2 foi polimérfico na avaliacdo com as enzimas Pstl e Taql estudadas, mas
nao desempenhou efeitos sobre nenhumas das caracteristicas de composi¢ao e contagem

de células somaticas avaliadas.

Palavras chave: Caprinos. CCS. Complexo Principal de Histocompatibilidade.

Composicao. DRBIPstl, DRBITagl.

Introducao

A caprinocultura de leite no Nordeste do Brasil vem se consolidando como

atividade rentdvel, conquistando novos mercados e despertando o interesse de muitos
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produtores rurais, sendo uma alternativa vidvel para a agricultura familiar, ocasionando
aumento no efetivo total de caprinos e na producao de leite de cabra.

Apesar da ascensdo da atividade e a sua importancia para o desenvolvimento
socioecondmico do pais, tem-se verificado problemas relativos a sanidade animal, o que
tem prejudicado o desempenho produtivo e econdmico da atividade. Com o intuito de
diminuir esse impacto, tem-se dedicado grande atenc¢do na identificacdo de genes ou
regides cromossOmicas e suas associagdes com a resisténcia a doencas.

Uma regido do genoma caprino que apresenta papel central na resisténcia a
doencas é o Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC). O MHC ¢é um
complexo de genes que desempenham um papel vital no sistema imunoldgico,
geralmente encontrado nos vertebrados, sendo na espécie caprina denominado de regiao
GoLA (Goat Lymphocyte Antigen) ou CLA (Caprine Lymphocyte Antigen) (Dongxiao
& Yuan, 2004; Baghizadeh et al., 2009; Radwan et al., 2010; Zhao et al., 2011).

Os produtos dos genes localizados na regiao GoLA estdo divididos em trés classes
com base em diferencas nas suas funcdes: Classe I, Classe II e Classe III, sendo as
Classes I e II as que apresentam maior diversidade polimérfica (Baghizadeh et al., 2009,
Zhao et al., 2011; Paracha et al., 2015). Os genes da Classe I sdo encontrados na
superficie das células do organismo, enquanto que os da Classe Il sdo expressos em
células especializadas do sistema imunoldgico, como os linfocitos (Ahmed & Othman,
2006; Zhao et al., 2011). Os genes DR da Classe II foram os mais bem caracterizados e
o segundo éxon do gene DRB (GoLA-DRB.2) ¢ a regido mais estudada devido ao seu
elevado polimorfismo e por ser considerado responsavel pelas diferencas na resposta
imunoloégica dos individuos aos agentes infecciosos (Baghizadeh et al., 2009; Paracha et
al., 2015).

O estudo do polimorfismo do gene GoLA-DRB.2 e a identificacao de variagoes
alélicas especificas podem contribuir para desenvolvimento de marcadores genéticos
para identificacdo e incorporacdo nos rebanhos de caracteristicas de resisténcia a
doencas, além de auxiliar no desenvolvimento de estratégias de criacdo de cabras
leiteiras (Shrivastava et al., 2015).

Pesquisas tém demonstrado que varios alelos do gene DRB.2 em bovinos estavam
associados com maior contagem de células sométicas (CCS) e alta incidéncia de mastite
(Dietz et al., 1997; Zhang et al., 2007; Chu et al., 2012). A maioria dos estudos
genéticos focados em leite utiliza a CCS e a mastite clinica como medida fenotipica

para prever o status de bactérias no ubere (Rupp & Boichard, 2003). A correlacdo
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genética existente entre a CCS e a mastite, tanto clinica como subclinica, € estimada em
torno de 0,3 a 0,7, com herdabilidade de 0,10 a 0,14 para a CCS (Shook & Schutz,
1994), sendo esta uma varidvel que deve ser levada em consideracdo em programas de
melhoramento genético, com o objetivo de elevar a resisténcia a mastite.

Além disso, esse gene tem sido relacionado com uma ampla variedade de
caracteristicas de producdo e para selecdo de caracteristicas de seguranca e qualidade do
leite em animais domésticos (Paracha et al., 2015).

Ao contrario dos avangos verificados nos estudos realizados em vacas leiteiras, a
pesquisa sobre a genética da resisténcia a mastite em cabras ainda € escassa e pouco se
sabe sobre a frequéncia alélica desse gene e as possiveis associagdes entre os seus alelos
com caracteristicas de interesse economico (Petlane et al., 2012; Shrivastava et al.,
2015).

Diante do exposto, objetivou-se com o presente estudo, avaliar a diversidade do
gene GoLA-DRB.2 e a sua associacdo com caracteristicas de composi¢do e contagem
de células somdticas do leite de cabras nativas e exdticas pertencentes a rebanhos

localizados nos estados de Pernambuco e Paraiba, regido Nordeste do Brasil.

Material e métodos

Animais e colheita das amostras

Foram selecionadas 181 fémeas caprinas de diferentes racas exdticas e nativas,
sendo 81 animais provenientes do estado de Pernambuco e 100 do estado da Paraiba
(Tabela 1). O periodo de colheita ocorreu de julho de 2014 a julho de 2015.

Para obtencio de DNA genOmico e andlises do leite, as amostras individuais
foram colhidas apds antissepsia dos tetos dos animais com dlcool 70%, seguida pelo
descarte dos primeiros jatos de leite. Cada amostra de leite foi armazenada em
recipientes de polipropileno estéreis e devidamente identificada. Os recipientes foram
armazenados em caixas isotérmicas e encaminhados ao Laboratério de Qualidade do
Leite, do Programa de Gerenciamento de Rebanhos Leiteiros do Nordeste (PROGENE),
localizado no Departamento de Zootecnia - UFRPE, para anélises fisico-quimicas e ao
Laboratério de Biologia Molecular da Central de Laboratérios da Unidade Académica

de Garanhuns (UFRPE/UAQG), para andlises moleculares.
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Tabela 1. Numero de amostras (N) por padrdao racial e origem das populacdes

estudadas.
Padrao Racial N  Grupo Origem Sigla
Anglo Nubiana 7  Exotica Pernambuco ANG
Marota 10 Nativa Paraiba MAR
Moxot6 38  Nativa Pernambuco/Paraiba MOX
Murciana 23 Exética Paraiba MUR
Parda Sertaneja 36  Nativa Paraiba PAR
Sem padrao racial definido 67 Nativa Pernambuco SPRD

Extracio de DNA e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A extracio de DNA das amostras de leite foi realizada pelo método de
silica/isotiocianato de guanidina segundo metodologia descrita por Boom et al. (1990).
A qualidade do DNA extraido foi avaliada em gel de agarose a 1%, visualizado em luz
ultravioleta e fotodocumentado.

O DNA gendmico foi submetido a amplificacdo do éxon 2 do gene GoLA-DRB
seguindo a metodologia descrita por Amillis et al. (1995). Os oligonucleotideos
iniciadores utilizados para a amplificacdo foram DRB 1.1 (5' - TAT CCC GTC TCT
GCA GCA CATTTC - 3") e DRB 1.2 (5-TCG CCG CTG CAC ACT GAA ACT CTC-
3") para amplificacdo de um segmento génico de 285 pares de base (pb).

As reagdes de PCR foram realizadas em volume final de 35ul, sendo esta
constituida por 100ng de DNA, 25ul. do mix de PCR (PCR Supermix Brasil da
Invitrogen, USA) e 10uM de cada um dos primers descritos acima e 4ul. de dgua. A
amplificacdo foi realizada em termociclador Mastercycler® Pro (Eppendorf, Germany)
constituida de uma etapa de desnaturacdo inicial por 5 min a 94°C, seguida de 35 ciclos
de 45 segundos a 94°C, 1 minuto a 64°C para anelamento dos primers e 1 minuto a 72°C

para extensao, permanecendo em extensao final por 7 minutos a 72°C.

Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de Restricido (RFLP)

A genotipagem dos animais para o fragmento de 285 pb do gene GoLA-DRB.2
resultante da amplificagdo pela técnica de PCR-RFLP, utilizando as enzimas de

restri¢do Pstl e Taql, em duas reacdes separadamente (Tabela 2).
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As reacgoes de digestdo com a Pstl foram constituidas por 4 U (0,4ul) da Pstl, 8
pL do amplicon, 1,6uL. do tampao e 18uLl. de dgua ultrapura, totalizando 28ul.. J4 a
digestdao com a Tagl foi constituida por 4 U (0,4uL) de Tagl, 8 uLL do amplicon , 0,7uL
do tampao, 0,7ul. de BSA e 7,3uL de dgua ultrapura, com volume total de 17,1uL.

Essas reacOes foram realizadas em termociclador programado segundo
recomendacdes do fabricante. Para Pstl foi utilizado um tnico ciclo para a digestdo a
37°C por trés horas, seguido pela inativagao da enzima pelo acréscimo de 2ul. de EDTA
(Ethylene diamine tetra acetic acid) a 0,5M. Na digestdao com Tagl foram realizados
dois ciclos, sendo o ciclo inicial para a digestdo a 65°C por trés horas, seguido pela
inativacdo da enzima por uma etapa de 20 minutos a 80°C.

Os produtos digeridos (10 pl) foram analisados em gel de agarose a 3%,

visualizado em luz ultravioleta e fotodocumentados.

Tabela 2. Genétipos obtidos por PCR-RFLP do segundo éxon do gene GoLLA-DRB.2.

Enzima de
Genoétipos
Restricao
Pstl AA (226/44/15 pb) AB (270/226/44/15 pb) BB (270/15 pb)
Tagl CC (163/122 pb) CD (285/163/122 pb) DD (285 pb)

Analises fisico-quimicas

Os constituintes do leite (proteina, lactose, gordura e caseina) foram determinados
pela metodologia eletronica baseado no espectrometro de infravermelho médio (IDF,
1996), por meio do equipamento Bentley 2000 (Bentley Instruments Inc., USA). A
contagem de células somaticas foi obtida por citometria de fluxo (IDF, 1995), em

contador eletronico Somacount 300 (Bentley Instruments Inc., USA).

Anaélises estatisticas

A identificagdo dos gendtipos e dos padrdes de haplétipos foi realizada através de
observacao direta a partir dos produtos de PCR-RFLP para cada enzima de restricao
testada em gel de agarose a 3%, seguida de andlise das frequéncias alélicas, genotipicas

e haplotipicas pelo procedimento PROC FREQ do SAS 9.1.3 (SAS Institute, 2006).
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Os indices genéticos populacionais, tais como: heterozigosidades observadas (Ho)
e esperadas (He), o teste do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), a andlise de
varidncia molecular (AMOVA) e a estatistica F de Wright foram calculados com o
software Arlequin versdo 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010).

Os efeitos dos gendtipos e haplotipos sobre as caracteristicas do leite (composi¢ao
do leite e CCS) foram estimados utilizando o procedimento PROC GLM do SAS 9.1.3
(SAS Institute, 2006).

Resultados e Discussao

Polimorfismos do gene GoLA-DRB.2

Os fragmentos do gene GoLA-DRB.2 estdo apresentado na Figura 1. Todas as
amostras de DNA testadas apresentaram amplificacdo do produto de 285 pb, como
relatado na literatura (Ahmed & Othman, 2006; Baghizadeh et al., 2009; Singh et al.,
2012).

Os Polimorfismo no Comprimento de Fragmento de Restricdo (RFLP, do inglés
Restriction fragment length polymorphism) foram detectados com as enzimas de

restricdo Pstl e Tagql e estdo expostos na Figura 2.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose dos produtos obtidos por PCR (primers DRB
1.1/DRB 1.2) da regido do éxon 2 do gene DRB.2 em cabras leiteiras. 1: padrdo de peso
molecular de DNA 100pb; 2 a 8: amostras GoLA-DRB.2.
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270pb
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AA AA AB AB BB BB

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de digestdo com as enzimas Pstl
e Tagl do gene DRB.2 em cabras leiteiras. 1 e 8: padrdo de peso molecular de DNA

100pb; 2 a 7: amostras digeridas com Pstl; 9 a 14: amostras digeridas com Tagl.

As frequéncias alélicas e genotipicas do éxon 2 do gene GoLLA-DRB na populagdo
geral e nos nove padrios raciais avaliados estdo descritos nas Tabelas 3 e 4.

Segundo Petlane et al. (2012), em caso de haver polimorfismos, os padrdes de
restri¢cdo esperados para DRBIPst] seriam 226pb e 44pb e 15pb (para sitios de restri¢cao
A) ou 270pb e 15pb (para sitios de restricao B). No presente estudo o l6cus avaliado foi
polimérfico para a endonuclease de restricdo Pstl, apresentando dois alelos (A e B) e
trés gendtipos (AA, AB e BB). Pequenos fragmentos de tamanho 44pb e 15pb ndo
foram visualizados em gel. As frequéncias alélicas observadas para a enzima Pstl na
populacdo total de cabras leiteiras foi de A = 0,7254 e B = 0,2746 (Tabela 3). As
frequéncias genotipicas encontradas para AA, AB e BB foram de 0,6740, 0,0387 e
0,2873, respectivamente. Elevadas frequéncias do alelo A em cabras também foram
observados por outros autores (Amills et al., 1995; Ahmed & Othman, 2006;
Baghizadeh et al., 2009). No entanto, Ahmed & Othman (2006) ao analisarem os
polimorfismos genéticos em uma populagdo de cabras Egipcias ndo observaram a
presenca do gendtipo AA na populagdo avaliada.

Os padroes de restri¢cdo esperados para a enzima DRBITagl sdo 163 pb e 122 pb
(sitio de restricdo C) ou 285 pb (sitio de restricdo D) (Singh et al., 2012). O l6écus
DRBITagl foi polimérfico no presente estudo, apresentando uma frequéncia alélica para
a populacdo total de C = 0,8149 e D = 0,1851, sendo as frequéncias dos genotipos:
0,7403 (CC), 0,1492 (CD) e 0,1105 (DD). Baghizadeh et al. (2009) observaram

frequéncias alélicas iguais a 0,68 e 0,32 para C e D, respectivamente, quando
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investigando o éxon 2 do gene DRB em cabras no Ird. Enquanto que Singh et al. (2012)
observaram valores préximos entre os alelos C (0,505) e D (0,495) em cabras na India.
As frequéncias genotipicas e alélicas apresentadas na avaliagdo utilizando os dois
loci descritos acima sugerem que as variagdes encontradas entre as do presente estudo e
os relacionados na literatura podem estar associadas ao fato de que cada populagdo é
mantida em distintas condi¢des ambientais, sendo submetidas consequentemente a
diferentes forcas evolutivas que vao atuar de forma particular em cada populagdo

(Yadav et al., 2016).

Tabela 3. Frequéncias alélicas e genotipicas da populacgdo total de cabras leiteiras.

Alélica Genotipica

Locus Numero
A B AA AB BB

DRBIPst] 181 0,7254 00,2746 0,6740 0,0387 0,2873

C D CC CD DD

DRBITagl
181 0,8149 0,1851 0,7403 0,1492 0,1105

Ao realizar a avaliacdo das frequéncias alélicas e genotipicas por padrio racial,
observou-se que animais da raca MAR foram monomdérficos para DRBIPstI (Tabela 4),
estando disponivel apenas o alelo A e consequentemente resultando apenas no genétipo
AA. O monomorfismo observado nos animais MAR implica em menor possibilidade
futura de exploracdo da diversidade genética quando da utiliza¢do dessa raga. Na andlise
dos demais padroes raciais foi observada a presenca de trés genotipos (AA, AB e BB) e
dois alelos (A e B), com maior frequéncia do genétipo AA para todos os padrdes raciais
avaliados, variando entre 0,4925 (SPRD) a 0,8684 (MOX), o que pode indicar a selecdao
voltada para o alelo A nesse loco. Essa maior frequéncia ndo foi verificada por Singh et
al. (2012), que obteve valor de 0,054 para AA, enquanto que valores iguais a 0,222 e
0,724 foram obtidos para os gendtipos AB e BB, respectivamente. Na avaliacdo de
polimorfismos genéticos do gene DRB realizado por Ahmed & Othman (2006), o
genotipo AA ndo foi observado em cabras Egipcias por PCR-RFLP. DRBIPstI nao

exibiu padrdo heterozigoto para animais da raca ANG. Essa defici€éncia em genétipos
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heterozigoticos observados no presente estudo, provavelmente estd associada a uma
pequena amostragem para essa raga.

Na anélise de restricio DRBITagl observou-se monomorfismo para os animais da
raca ANG (Tabela 4). Polimorfismos foram observados nos demais padrdes raciais
estudados, exibindo dois alelos (C e D) e trés gendtipos (CC, CD, DD). Maior
frequéncia de homozigotos dominantes foi observada em todas as racas polimorficas
avaliadas, com valores entre 0,5217 (MUR) e 0,9444 (PAR). Esta observacdo sugere
que a selecdao favorecendo o alelo C pode estd ocorrendo neste loco. Estes valores
corroboram com o apresentado por outros autores (Ahmed & Othman, 2006;
Baghizadeh et al., 2009). Maior frequéncia para o alelo C foi observada nas racas MOX
(0,9535) e PAR (0,9595).

Tabela 4. Frequéncias alélicas e genotipicas em cabras leiteiras de diferentes padroes

raciais.

Padrio - Frequéncia alélica  Frequéncia Genotipica

Locus racial A B AA AB BB
ANG 7 0,5714  0,4286 | 0,5714 | 0,0000 | 0,4286
MAR 10 1,0000  0,0000 | 1,0000 | 0,0000 | 0,0000
MOX 38 | 0,8684  0,1316 | 0,8684 | 0,0263 | 0,1053

DRBIPstl

MUR 23 | 0,5435  0,4565 | 0,5217 | 0,0435 | 0,4348
PAR 36 | 0,8611  0,1389 | 0,8333 | 0,0556 | 0,1111
SPRD 67 | 05149 04851 | 0,4925 | 0,0448 | 0,4627

C D CcC CD DD
ANG 7 1,0000  0,0000 | 1,0000 | 0,0000 | 0,0000
MAR 10 | 0,8500  0,1500 | 0,8000 | 0,1000 | 0,1000
DRBITagl'|  \ox 38 | 09474 00526 | 09211 |0,0526 | 0,0263
MUR 23 | 0,6087  0,3913 | 0,5217 | 0,1739 | 0,3043
PAR 36 | 09583  0,0417 | 0,9444 | 0,0278 | 0,0278
SPRD 67 | 0,7090 0,2910 | 0,5672 | 0,2836 | 0,1493

Legenda: ANG = Anglo Nubiana; MAR = Marota; MOX = Moxotd; MUR = Murciana; PAR =
Parda Sertaneja; SPRD = Sem padrio racial definido.
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253 As frequéncias dos haplétipos do gene GoLA-DRB.2 a partir da combinagdo dos
254 dois loci avaliados (Pstl e Tagl) estdo apresentados na Tabela 5. Nota-se a formagao de
255 nove haplétipos, sendo as maiores frequéncias encontradas para AACC em todos os
256  padrdes raciais analisados. Verifica-se também que a maior frequéncia foi encontrada
257  para a combinacdo AACC na raca MOX e a menor para ABCD em animais SPRD. A
258  combinacdo ABDD nao foi observada no presente estudo, sendo que os animais SPRD
259  apresentaram todos os outros padrdes. Este fato possivelmente estd associado a maior
260  disponibilidade de alelos ao cruzar animais de diferentes ragas. Entre animais puros,
261  maior nimero de haplétipos foi verificado na raga MUR.
262
263  Tabela 5. Frequéncias dos haplétipos em cabras leiteiras de diferentes padrdes raciais.
Padrao Haplétipos
racial " AACC AACD AADD ABCC ABCD ABDD BBCC BBCD BBDD
ANG 7 05714 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,4286 0,0000 0,0000
MAR 10 0,8000 0,1000 0,1000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
MOX 38 10,8422 0,0000 0,0263 0,0263 0,0000 0,0000 0,0526 0,0526 0,0000
MUR 23 0,3479 0,0869 0,0869 0,0000 0,0435 0,0000 0,1739 0,0448 0,2174
PAR 36 0,7778 0,0278 0,0278 0,0555 0,0000 0,0000 0,1111 0,0000 0,0000
SRD 67 0,2687 0,1343 0,0896 0,0299 0,0149 0,0000 0,2686 0,1343 0,0597
264  Legenda: n = Nimero de animais; ANG = Anglo nubiana; MAR = Marota; MOX = Moxotd;
265 MUR = Murciana; PAR = Parda Sertaneja; SRD = Sem raga definida.
266
267
268 Diversidade Genética
269
270 Os valores de heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), além do teste do
271  equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) estdo apresentados na Tabela 6. Na andlise das
272  duas enzimas de restri¢do, observaram-se valores baixos de Ho, com os menores valores
273  encontrados para as ragcas ANG e MOX, sendo respectivamente de 0,0000 e 0,0263 para
274  DRBIPstl e de 0,0278 e 0,0526 para DRBITagl. Observa-se ainda que valores de Ho
275  foram menores do que os encontrados para He em todas as populagdes polimérficas
276  testadas, indicando uma menor quantidade de heterozigotos na populacdo do que
277  esperado pelo EHW, o que pode ocasionar endogamia ou a fixacao de alelos (Sdnchez,
278  2008). Shrivastava et al. (2015) também observaram valor de He maior do que Ho,
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quando avaliando caprinos na India utilizando a enzima de restricio Tagl. De forma
geral, DRBITagl obteve maior He na populacdo avaliada quando comparada com
DRBIPstl.

Pelo teste de qui-quadrado (3%, 0,05, 1) verificou-se que os rebanhos DRBIPstI em
ANG, MOX, MUR, PAR e SRD, e DRBITagl em MUR, PAR e SRD encontraram-se
fora do EHW (p< 0,05) para o gene GoLA-DRB.2, demonstrando que as frequéncias
observadas diferem significativamente das frequéncias esperadas (Tabela 6). Dongxiao
e Yuan (2004) também observaram rebanhos fora do EHW quando avaliando genétipos
de quatro racas Chinesas. Zhao et al. (2011) observaram que todas as 10 racas Chinesas
de caprinos estudadas foram significativas (p<0,01 ou p<0,05) para o EHW. Os desvios
das propor¢cdes do EHW observados podem ser explicados pela presenga de alelos nulos
ndo detectados, acasalamentos dirigidos, presenca de ancestrais comuns, selecao contra

heterozigoto, migracao e os efeitos da deriva genética.

Tabela 6. Heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), equilibrio de Hardy-

Weinberg em cabras leiteiras de diferentes padrdes raciais.

Locus Padrao racial Ho He EWH (valor p)
ANG 0,0000 0,5275 0,0118
MAR 0,0000 0,0000 -
MOX 0,0263 0,2116 0,0000
DRBIPstl
MUR 0,0435 0,5072 0,0000
PAR 0,0556 0,2426 0,0002
SPRD 0,0448 0,5033 0,0000
ANG 0,0000 0,0000 -
MAR 0,1000 0,2684 0,1582
MOX 0,0526 0,1010 0,0809
DRBITaql
MUR 0,1739 0,4870 0,0025
PAR 0,0278 0,0810 0,0421
SPRD 0,2836 0,4158 0,0156

Legenda: ANG = Anglo Nubiana; MAR = Marota; MOX = Moxoté; MUR = Murciana;
PAR = Parda Sertaneja; SPRD = Sem padrdo racial definido; Ho = homozigosidade
observada; He = homozigosidade esperada; EWH = Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Na Tabela 7 sdao apresentados a andlise de variancia molecular (AMOVA) e os
parametros de estrutura da populacdo através dos indices de fixacdo da estatistica F de
Wright (Fsrt, Fis e Fir) para os alelos polimérficos de todos os individuos amostrados.

Para a avaliacdo da diferenciacdo genética entre as subpopulagdes (ragas),
observou-se valor de Fst médio e significativo (p<0,01) na anélise com as enzimas de
restricao Pstl (0,1693) e Tagl (0,1349). Os valores encontrados indicam diferencia¢ao
genética entre as ragas avaliadas e, provavelmente, ndo houve troca de material genético
entre as ragas, exceto quando nos referimos a populagdo SPRD.

Observaram-se valores da endogamia intrapopulacional (Fis) alto e significativo
(p<0,01), demonstrando o alto grau de consanguinidade dos individuos dentro da
populacio e uma redugdo significativa de heterozigotos. Este fato pode estar
relacionado a amostragem realizada, uma vez que foram coletadas amostras de animais
com parentescos recentes, além de um manejo reprodutivo visando o melhoramento
animal, com utilizagdo de poucos reprodutores para compor os rebanhos, limitando a
variabilidade genética e fixando determinado alelo. O menor valor de Fis foi observado
quando se utilizou a enzima de restricdo Tagl (0,4489), sendo esta capaz de oferecer
melhores informagdes da diversidade dentro de cada populagdo.

Os valores de Fir foram significativos (p<0,01) para os dois locus avaliados, com
valores iguais a 0,9132 (Pstl) e 0,5233 (Tagl). Este valor elevado sugere a existéncia de
subdivisdo entre as populagdes estudadas, sendo uma provéavel causa os acasalamentos
direcionados para efeito de melhoramento genético.

Essa subdivisdo entre as racas direciona o estudo de diversidade genética para a
porcentagem de variacdo entre e dentro da populacdo. Dessa forma, a AMOVA
demonstrou variacdo genética significativa (p<0,01) entre racas, entre individuos da
mesma raca e dentro da populacdo. A maior variagdo observada para DRB/PstI foi entre
individuos de uma mesma raga, sendo esta igual a 74,38%. Para DRB/Tagql observou-se
maior valor para andlise de variacdo dentro da populacido (47,67%). A variabilidade
entre as ragas foi menor do que aquela entre os animais dentro da mesma raca, ja que
existe uma maior variabilidade genética dentro de uma populagdo do que entre
populacdes distintas, além de se tratar de rebanhos contendo animais puros e cruzados.
Em um estudo realizado por Serrano et al. (2004) sobre a distincia e a variabilidade
genética entre e dentro de ragas bovinas, observou-se que a maior parte da variabilidade
genética (70,04%) também foi devido a diferencas entre individuos dentro da mesma

populacdo, enquanto o restante (29,96%) estava relacionada as diferencas entre ragas.
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Os resultados do presente estudo podem estar associados a variabilidade genética nas
diferentes racas avaliadas, podendo estas ser devido a sobreposicdo de geracdes, a
mistura de populacdes de diferentes localizagdes geograficas, ou subdivisdo
acompanhada de deriva genética (Naderi et al., 2007). Além disso, a regido Nordeste é
rica em cabras com ragas que variam o seu potencial genético para producao de carne e

leite.

Tabela 7. Anélise de variancia molecular e estatistica de Wrigth nos padrdes raciais.

Variacao
Locus Fonte de Variacido  GL %) F’s de Wrigth
(/)
Entre racas 5 16,93 Fst = 0,1693"
Entre individuos "
DRBIPstl 175 74,38 Fis = 0,8955 "
dentro da raca
Dentro da populacio 181 8,68 Fir =0,9132"
Total 361 100 -
Entre racas 5 13,49 Fst=0,1349"™
Entre individuos »
DRBITaql 175 38,84 Fis = 0,4489
dentro da raca
Dentro da populacdo 181 47,67 Fir =0,5233"
Total 361 100 -

Legenda: GL = Graus de Liberdade; " Significativo a 1% (p < 0,01),

Influéncia do gendtipo e haplétipo nas caracteristicas do leite

Uma vez que o gene GoLA-DRB.2 esta envolvido com o sistema imunoldgico, se
faz necessdria uma pesquisa que busque a associacdo deste com os parametros de
qualidade do leite com maior resisténcia a mastite (Petlane et al., 2012). Com esse
intuito, buscou-se investigar a associa¢do das caracteristicas de composi¢ao (gordura,
proteina, caseina e lactose) e CCS com os genétipos obtidos para o segundo éxon do
gene GoLA-DRB, sendo os dados médios para essas caracteristicas por gendtipo e por

haplétipos apresentados nas Tabelas 8 e 9.
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354  Tabela 8. Valores médios das caracteristicas de composi¢do e contagem de células
355  somaticas (CCS) por genétipo em cabras leiteiras.
Médias dos parametros avaliados
Locus  Genétipo n Sélidos  CCS
Gordura Proteina Caseina Lactose
totais  (x1000)
AA 119 42194 3,6228 29809 4,1683 13,0519 2.269,05
DRBIPstl AB 7 3,4893 3,0557 24500 4,2264 11,6850 2.091,79
BB 52 39720 3,2105  2,6389 4,2284 12,3470 1.362,89
CC 133 4,1485 35117  2,8813 42107 12,8798 1.927,55
DRBITaql CD 26 42512 3,3985  2,7703  4,1862 12,9011 2.175,39
DD 19  3,7260 3,3703  2,7150  4,0326 12,0303 2.242,39
356  Nao diferiram significativamente (p<0,01)
357
358
359 Tabela 9. Valores médios das caracteristicas de composi¢do e contagem de células
360  somaticas (CCS) por haplétipo em cabras leiteiras.
Médias dos parametros avaliados
Haplétipo N Sélidos  CCS
Gordura Proteina Caseina Lactose
totais  (x1000)
AACC 101 4,2125 3,6528  3,0087 4,1882 13,0828 2.183,23
AACD 13 4,5000 3,5083  2,8912  4,1133 13,3833 2.690,25
AADD 10 3,9490 3,4700  2,8185 4,0405 12,3550 2.561,00
ABCC 6 3,4230 3,0570  2,4600 4,1760 11,5590 2.493,90
ABCD 2 3,6550 3,0525  2,4250 4,3525 12,0000 1.086,50
ABDD - -
BBCC 31  4,0651 3,1438  2,5506 4,2866 12,4578 1.036,15
BBCD 12 4,1018 3,3463  2,7069  4,2314 12,5690 1.842,01
BBDD 9 3,4783 3,2594  2,6000 4,0239 11,6694 1.849,50
361 Néo diferiram significativamente (p<0,01)
362
363 Ao analisar a influéncia dos gendtipos e dos padrdes de haplétipos sobre os
364  valores de gordura, proteina, lactose, solidos totais, caseina e CCS, observou-se que
365 estes ndo diferiram significativamente (p<0,01) para os dois loci avaliados através da
366 andlise de variancia (dados ndo mostrados). Nascimento et al. (2006) em estudo do gene
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DRB em vacas pertencentes ao Programa de Melhoramento Genético da raca Gir,
observaram associacdo desse gene com a producdo de proteina, gordura e CCS. Foi
relatado também associacao do gene DBR.2 com CCS em estudos com bovinos por
outros autores (Ledwige et al., 2001; Rupp et al., 2007). E importante destacar que as
caracteristicas de composicao e qualidade do leite s@o influenciadas ndao s6 por fatores
genéticos, mas também pela sanidade, nutricio, ambiente, manejo, dentre outros
(Langoni et al., 2012; Aradjo et al., 2013). Esse é o primeiro trabalho no Brasil que
busca associa¢do do gene GoLA-DRB.2 com caracteristicas de composi¢ao e CCS em

caprinos.

Conclusoes

O gene GoLA-DRB.2 foi polimérfico na avaliagdo com as enzimas Pstl e Tagql,
podendo ser explorado para efeitos de selecao futura. No entanto, ndo desempenhou
efeitos sobre nenhuma das caracteristicas de composi¢cdo e contagem de células
somadticas avaliadas neste estudo, sendo recomendada a pesquisa de outros
polimorfismos nesse mesmo gene.

Novos trabalhos devem ser desenvolvidos para estudo dos polimorfismos de
genes de interesse, a fim de explorar a diversidade alélica e de obter incremento em
programas de melhoramento genético, permitindo a identificacdo e selecdo de animais
que apresentam alelos que sejam mais interessantes de serem difundidos na populacao

de caprinos leiteiros no Nordeste do Brasil.
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