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RESUMO

As infecgdes intramamaérias podem ser causadas por um grande numero de agentes etioldgicos
e cursar com alteracdes no parénquima da glandula mamaria, na composi¢do no leite e no
volume de leite produzido. Considerando 0 exposto, objetivou-se com o presente estudo
avaliar o perfil eletroforético de proteinas de amostras de leite de vacas por meio da anéalise de
eletroforese microfluidica lab-on-a-chip e suas alteragdes em relacdo as amostras de leite com
diferentes CCS e a presenca de microrganismos patogénicos. Foram coletadas 101 amostras
de leite de vacas provenientes de duas propriedades leiteiras localizadas no estado de Goiés.
Foram realizadas analises microbioldgicas, contagem de células somaticas, composicao
centesimal e eletroforese microfluidica lab —on — a chip. Para o teste de correlacdo entre o
perfil de proteinas e a CCS as amostras foram estratificadas em cinco grupos de Escores de
Células Somaticas. Os dados foram analisados utilizando estatistica descritiva por meio do
teste de andlise de variancia e representacdes graficas. Verificou-se um aumento significativo
no valor do componente proteina em relacdo aos ECS 1 e 3, 1 e 4 e 1 e 5. Também foi
possivel observar diferenca estatistica nos resultados do componente Lactose quando se
comparou 0s ECS 1 e 3 e 3 e 4. Na avaliacdo descritiva da varidvel “Concentragdo” das
proteinas do leite foi possivel observar diferencas nos valores das concentragdes em funcéo do
ECS. Observou-se também diferencga estatistica para os resultados obtidos para as proteinas o-
LA, gquando comparados 0s ECS 1,2 e 3 e 0 ECS 5; para a IgG, as amostras de ECS 4 e 5
apresentaram concentracdes diferentes das amostras dos ECS 1,2 e 3; e a proteina LF,
apresentou resultados diferentes entre as amostras de ECS 1 e 5. Os microrganismos isolados
e identificados que apresentaram crescimento nas amostras coletadas foram bactérias coagula
negativo do género Staphylococcus, Arcanobacterium pyogenes, Streptococcus spp.,
Staphylococcus aureus, Bacillus spp. e leveduras. Nao ha evidéncia estatistica de que a média
da concentracdo das proteinas presentes nas amostras de leite de vacas seja diferente entre
nenhum grupo de amostras com diferentes microrganismos avaliados. Na comparacdo entre as
concentracfes de cada proteina expressa em cada grupo de amostras, verificou-se diferenca
estatistica na concentragdo da proteina a-lactalbumina entre as amostras do grupo de
leveduras e amostras sem crescimento bacteriano. Concluiu-se que proteinas de alta
abundancia do soro de leite tem sua concentracdo diminuida em funcdo da severidade da
mastite; proteinas de defesa, como Lactoferrina, Lactoperoxidase e 1gG e IgM tém aumento
em suas concentracfes quando se comparam amostras de leite de vacas com mastite
subclinica e amostras de leite de vacas sadias; as proteinas Lactoferrina e IgG constituem
alvos em potencial para identificar vacas com mastite subclinica a partir de amostras de leite,
podendo ser consideradas biomarcadores. Concluiu-se ainda que infeccBes intramamaérias
causadas pelos microrganismos isolados e identificados no presente estudo ndo alteram a
concentracdo das proteinas no soro de leite de vacas em lactacdo; as amostras de leite com
altas CCS podem apresentar resultado negativo para cultura microbioldgica; os SCN
apresentaram maior frequéncia de isolamento em amostras de leite de vacas em lactagéo,
revelando caracteristicas de oportunistas e saproéfitas; e a infeccdo da glandula mamaria
causada por leveduras provoca aumento significativo da proteina a-lactoalbumina.

Palavras-chave: Contagem de células somaticas, mastite, microrganismos, proteinas.
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ABSTRACT

Intramammary infections can be triggered by a large number of etiologic agents and may lead
to changes in the mammary gland parenchyma, composition of milk and reduction of milk
production. The aim of the present study was to evaluate the electrophoretic profile of cow
milk proteins by the analysis of microfluidic electrophoresis lab-on-a-chip and its alterations
in relation to milk samples with different SCC and the presence of pathogenic
microorganisms. A total of 101 milk samples were collected from cows from two dairy farms
located in the state of Goids. Microbiological analyzes, somatic cell counts, centesimal
composition and microfluidic electrophoresis were performed. For the correlation test
between the protein profile and the SCC the samples were stratified into five groups of
somatic cells scores. The data were analyzed using descriptive statistics through the analysis
of variance and graphical representations. There was a significant increase in the value of the
protein component in relation to the SCS 1 and 3, 1 and 4 and 1 and 5. It was also possible to
observe statistical difference in the results of the Lactose component when comparing SCS 1
and 3 and SCS 3 and 4. The evaluation of the variable "Concentration" of milk proteins was
possible to observe differences in the concentration values of SCS. Statistical difference was
also observed for concentration of a-LA when compared SCS 1,2 and 3 to SCS 5; For IgG,
SCS samples 4 and 5 showed different concentrations of SCS samples 1,2 and 3; the LF
protein showed different results among samples from the SCS 1 and 5. The microorganisms
identified were Staphylococcus spp. Negative Coagulase, Arcanobacterium pyogenes,
Streptococcus spp., Staphylococcus aureus, Bacillus spp. and yeast. There is no statistical
evidence that the mean concentration of the proteins present in milk samples is different
between any groups of samples with different microorganisms evaluated. In the comparison
between the concentrations of each protein expressed in each group of samples, a statistical
difference was observed in the concentration of a-lactaloumin between samples from the
yeast group and samples without bacterial growth. It was concluded that whey proteins of
high abundance have their concentration decreased with the occurrence of mastitis; Defense
proteins such as Lactoferrin, Lactoperoxidase, 1gG and IgM have their concentration
increased when comparing milk samples from cows with subclinical mastitis and milk
samples from healthy cows; Lactoferrin and IgG proteins are potential targets for identifying
cows with subclinical mastitis in milk samples and may be considered biomarkers. It was also
concluded that intramammary infections caused by the microorganisms identified in the
present study do not alter the concentration of whey proteins of lactating cows; Milk samples
with high SCC may present negative results for microbiological culture; The SCN showed
higher frequency of isolation in milk samples from lactating cows, revealing opportunistic
and saprophytic characteristics; And infection of the mammary gland caused by yeast causes a
significant increase of the a-lactalbumin protein.

Key-words: Mastitis, microrganisms, proteins, somatic cell count



CAPITULO 1- CONSIDERAQ@ES INICIAIS

O Brasil é apontado como o quinto maior produtor de leite no mundo?!, com uma
producdo de mais de 32,2 milhdes de toneladas, representando 4,5% da producdo mundial ?, e
produtividade média de 1,60 toneladas de leite/vaca 3. Em 2016 o Estado de Goiés, apresentou
a sexta maior producdo de leite no pais, com um total de 2.313.471 mil litros produzidos,
ficando atras de Minas Gerais (9.144.957 mil litros), Rio Grande do Sul (3.249.626 mil litros),
Parana (2.744.029 mil litros), Séo Paulo (2.558.580 mil litros) e Santa Catarina (2.438.159
mil litros), respondendo por 9,98% da producdo do pais e 77,47% da producdo da Regido
Centro-Oeste *.

De acordo com as projecdes do agronegdcio brasileiro realizadas pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), entre 0s anos de 2015/2016 e 2025/2026,
0 leite é considerado um dos produtos agropecuarios com maiores possibilidades de
crescimento, com uma taxa anual entre 2,3 e 3,19%, correspondendo a uma producéo de,
aproximadamente, 415 bilhdes de litros de leite cru ao final do periodo das projecdes.
Segundo o documento, o consumo de leite também deverd crescer a uma taxa anual
semelhante a da producédo de leite do pais (2,2%). Nos ultimos 20 anos, o aumento da oferta
na producgdo de leite foi em torno de 4%, sendo que o desenvolvimento no setor se deu em
funcdo da incorporacgdo de tecnologias ja existentes, com reflexo positivo na produtividade da
cadeia leiteira °.

Levando em conta a importancia da matéria-prima leite tanto para a economia do
Brasil quanto para a industria leiteira e consumidores, 0 MAPA promulgou a Instrucdo
Normativa (IN) de n° 51, de 2002, atualizada pela IN 62 de 2011, que estabelecem parametros
para avaliacdo da qualidade do leite cru, como a andlise de Contagem Bacteriana Total
(CBT), analise de Contagem de Células Somaticas (CCS), determinacdo da composicao
centesimal e analise de deteccdo de residuos de antimicrobianos em leite 87. Tais pardmetros
foram escolhidos com o intuito de se tornarem ferramentas indispensaveis na producéo,
beneficiamento e industrializacdo, uma vez que fornecem informacdes relacionadas a
qualidade do leite, englobando a sanidade da glandula mamaria, condi¢des higiénicas de
obtencdo do leite e valor nutricional ®’. Os limites dos pardmetros CCS e CBT, estabelecidos
pela IN 62, foram novamente prorrogados por 24 meses em 2016 8.

A mastite bovina € considerada a doenca de maior ocorréncia e importancia
econdmica para a atividade leiteira, acarretando prejuizos decorrentes da diminuicdo da
producio lactea e comprometimento na qualidade do leite ®° . Outros prejuizos sdo o

aumento dos custos de produgdo com uso de medicamentos e assisténcia técnica veterinaria, a



perda da capacidade de secrecdo lactea dos quartos mamarios com mastite, o descarte de
animais com mastite cronica e o descarte de leite de vacas em tratamento. Tudo isso leva a
diminuicdo da qualidade do leite cru e reducdo da remuneracdo do produtor por litro de leite
produzido, devido a politicas de pagamento por qualidade de industrias de laticinios ®*. Em
adicdo ao impacto negativo na eficiéncia e qualidade da producdo, a mastite também é um
assunto importante na sanidade da vaca, bem-estar animal e na seguranga dos produtos l&cteos
fornecidos aos consumidores 1216,

A mastite ocorre quando um agente infeccioso, quimico ou mecanico, invade a
glandula maméria via orificio do canal do teto, causando uma reacéo inflamatdria e danos ao
tecido glandular que resulta em alterages fisicas e quimicas indesejadas no leite produzido %
1719 As infecges intramamarias sdo relatadas como as principais causas de mastites clinicas
e subclinicas, apesar da mastite ser uma doenca multifatorial*”°,

Os principais agentes patogénicos relacionados as mastites sdo Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus e
Escherichia coli 2. Atualmente, as bactérias coagulase negativas do género Staphylococcus
spp. (SCN) tém se tornado um dos agentes patogénicos causadores de mastites mais
frequentemente relatados na literatura .

A mastite é classificada como clinica e subclinica, podendo ser diferenciada pela
forma de apresentacdo da enfermidade 2%. Na primeira, ha a presenca de sinais sistémicos de
infeccdo e sinais clinicos locais, além de alteracdes na composicdo e aparéncia do leite
secretado %17, Na forma subclinica, ndo se observam as alteragbes macroscopicas, mas sim
alteracbes na composicdo do leite, como o aumento de Contagem de Células Somaticas (CCS)
e reducdo na quantidade de leite produzido. Além disso, vacas com mastite subclinica sdo
consideradas focos de contaminacdo, visto que podem difundir os microrganismos no
ambiente e para outros animais 17:19.22-24,

O diagndstico da mastite pode ser realizado por analises durante a ordenha e por
analises laboratoriais. As andlises de identificacdo dos animais e quartos mamarios enfermos
realizadas ao lado do animal durante 0 momento da ordenha s&o o California Mastitis Test
(CMT), realizado para deteccdo de vacas com mastite subclinica e o teste da caneca de fundo
preto, realizado imediatamente antes da ordenha e que permite a observacdo das
caracteristicas do leite secretado e assim, a deteccdo de mastites clinicas 2?7, As analises
laboratoriais englobam as andlises microbiolégicas para deteccdo do patdgeno causador da

enfermidade e de CCS, entre outras, para deteccdo de mastite subclinica 2.



O cultivo bacteriano € o método de referéncia para deteccdo do agente etioldgico
da mastite. No entanto, possui algumas limitacbes, como a demora no isolamento e
identificacdo do microrganismo e a ocorréncia de casos em que ndo ha o isolamento
bacteriano, devido a baixa concentracdo do patdgeno na amostra ou pela presenca de
substancias enddgenas no leite com fungéo de inibir o crescimento bacteriano 2.

As células somaticas sdo compostas principalmente por células efetoras do
sistema imune (linfdcitos, macrofagos e neutrofilos polimorfonucleares) e por células de
descamacio do epitélio alveolar da glandula mamaria 228, Sua quantidade no leite é reflexo
das infeccOes intramamarias, sendo que em quartos mamarios infectados as células somaticas
sdo compostas por 99% de células do sistema imune e, em quartos mamarios sadios, a
porcentagem de células do sistema imunoldgico é de 80% 28,

A andlise de CCS em amostras de leite cru de vacas tem sido utilizada como
padrdo ouro para o diagnéstico de mastite subclinica, sendo que uma vaca é considerada
enferma quando o resultado da analise de CCS é superior de 200.000 cel/mL 1. No entanto, a
CCS nem sempre esta correlacionada com infec¢bes do Ubere, visto que também pode ser
afetada por fatores relacionados ao animal, como estagio de lactacdo, raca, estresse, entre
outros 2°30,

O CMT também é utilizado como um indicador de mastite subclinica a partir da
estimacdo da CCS do leite. O resultado é em fun¢do da reagdo do DNA destas células com os
reagentes do teste, a partir da formacdo de solucdo geleificada 25", A reacdo pode ser
classificada em uma escala de zero a cinco: negativo, tragos, +, ++, +++ 2”3 No entanto a
interpretacéo pode ser dificil e o teste possui baixa sensibilidade 2.

Sendo assim, o monitoramento da mastite depende da avaliacdo da aparéncia do
Ubere sadio e do leite secretado no momento da ordenha, das analises periddicas de CCS em
amostras de leite e, em algumas situacdes, também pode ser realizado pela mensuracdo da
condutividade elétrica do leite e da concentragdo de lactose 2. Programas de monitoramento
de mastites incluem diferentes estratégias para a prevencdo e controle da enfermidade, sdo
elas: a terapia da vaca seca, tecnologias e procedimentos de ordenha, desinfeccao do teto com
substancias antissépticas (pré-dipping e po6s-dipping) e antibidticoterapia para animais com
mastite clinica. Essas praticas, no entanto, ndo sio completamente eficientes °. O tratamento
de animais com mastite é necessario, tanto para a sanidade e bem-estar animal quanto para a
melhora da qualidade do leite cru e reducdo da contaminacdo do rebanho. Entretanto, a
utilizacdo de diferentes protocolos de antibioticoterapia ainda € discutida, uma vez que néo se

tem 0 consenso sobre o tratamento mais eficiente, seguro e econdmico %,



Uma questdo importante no tratamento da mastite é a forma de administragdo do
antibidtico, seja ela intramamaria ou sistémica. A administracdo intramamaria é a forma mais
comumente realizada em rebanhos leiteiros. As vantagens sdo muitas, entre elas, altas
concentracdes das substancias antimicrobianas no leite e baixo consumo do antibiotico, sendo
que a droga é colocada apenas no quarto infectado. A desvantagem € a distribuicdo desigual
do antibidtico no ubere. O tratamento intramamario tem maior eficiéncia em mastites
causadas por Streptococcus spp., bactérias coagulase negativas do género Staphylococcus spp.
(SCN) e Corynebacterium spp. A via de administracdo sistémica é conhecida por ser mais
eficiente no tratamento de mastites clinicas, uma vez que ocorre a melhor penetracdo do
antibidtico no tecido glandular do Ubere por essa via. O tratamento sistémico tem eficiéncia
em mastites causadas por S. aureus .

O uso de antibidticos na rotina € questionadvel, visto que sua utilizacdo
indiscriminada pode gerar residuos inaceitiveis no leite e ainda gerar isolados de bactérias
antibiotico-resistentes %34 Uma vez que a mastite bovina é um problema mundial, muitas
solucdes de tratamento sem antibiotico e novas tecnologias de diagnostico sdo estudadas a fim
de reduzir a prevaléncia da enfermidade *°. Programas de controle e monitoramento de
mastites sdo baseados, principalmente, em préaticas de desinfeccao do teto, antibioticoterapia e
o0 descarte de vacas com mastite cronica. Entretanto, a procura por alternativas a utilizagéo de
antibidticos, como uso de bacteriéfagos, vacinas ou compostos naturais, € um campo a ser
explorado a fim de se encontrar uma op¢ao eficiente no gerenciamento da mastite bovina .

O leite € um fluido corporal complexo que contém uma grande variedade de
proteinas secretadas. Elas podem refletir o status sanitario da glandula mamaria e fornecer
informac@es (teis ao diagnostico de enfermidade 6. Assim, o estudo de novos indicadores de
inflamacdo presentes no leite torna-se necessario para auxiliar a identificacdo de animais
infectados de maneira mais sensivel e especifica 1% 2,

Um biomarcador é um indicador de processos biol6gicos normais, patolégicos ou
de respostas farmacoldgicas que pode ser identificado, mensurado e avaliado. A identificacdo
de biomarcadores para diagnostico e monitoramento de mastites em vacas leiteiras reveste-se
de grande importancia uma vez que podem ser capazes de identificar a doencga ainda nos
estagios iniciais 3. Devido ao fato da mastite estar associada a um processo inflamatorio
doloroso e que compromete seriamente a saude e o bem-estar das vacas infectadas, a
identificacdo de proteinas biomarcadores e sua utilizacdo na rotina da producdo leiteira para
diagnéstico de mastite pode ter um impacto positivo no bem-estar animal em funcdo da

deteccdo precoce da enfermidade .



As proteinas do soro de leite de vacas podem ser divididas em proteinas de maior
abundancia, que s3o: asl-caseina, as2-caseina, P-caseina, k-caseina, o-lactalbumina e -
lactoglobulina, e proteinas de pequena abundancia provenientes do soro de leite de vacas, a
albumina, imunoglobulinas, proteinas do complemento, lactoferrina e lactoperoxidase. As
proteinas de baixa abundancia sdo associadas a inflamacéo, visto que estas possuem fungdes
associadas a defesa do hospedeiro com atividades antimicrobianas. 04,

Na ocasido de um processo inflamatorio e infeccioso, ocorre a diminuicdo da
concentracdo das proteinas de alta abundancia sintetizadas na glandula e aumento na
concentracdo das proteinas de origem plasmaticas. Concomitantemente, ocorre também a
expressao de outras proteinas relacionadas ao sistema imunoldgico, como proteinas da familia
das catelicidinas e calgranulinas S100, B-defensinas, fatores do complemento e proteinas de
fase aguda (haptoglobina e soro amiloide a). Devido ao aumento da concentragdo destas
proteinas no leite de vacas com mastites, elas podem ser consideradas biomarcadores em

potencial, auxiliando no diagnostico e prognostico de infeccdes intramamarias > 424,

A determinacdo da composicdo do perfil de proteinas do soro no leite, e as
mudancas que comprometem tais componentes durante o periodo da lactagdo € um passo
fundamental para melhor compreender a biologia da glandula mamaria (Gao et al., 2012). A
deteccdo de proteinas biomarcadores para diagnostico e monitoramento de mastite e a
identificacdo do agente patogénico causador da infecdo constitui uma nova ferramenta para
aprimorar o controle e 0 monitoramento da enfermidade 34 4%,

Apesar da importancia da mastite bovina para a producdo leiteira e para a satde
animal, o tema sanidade da glandula mamaria nédo se reduz apenas ao controle da CCS. Nele
também estdo incluidas a baixa incidéncia de mastite clinica e a minimizacdo dos riscos
potenciais para a salde humana, como a prevencao de residuos de antimicrobianos no leite, da
transferéncia de genes de resisténcia a antibidticos de patégenos de origem animal para
patdgenos humanos e, ainda, contaminacao por patdgenos do leite, provenientes de vacas com
mastite, em produtos lacteos. Além das questdes de seguranca de alimentos, a preocupacao
com doencas infecciosas nos animais, o bem-estar e a preservacdo do ecossistema também
s&o pontos a serem considerados no sistema de producao leiteiro 2.

Assim, conhecer o perfil de proteinas do soro de leite de vacas com mastite
subclinica e suas alteracdes em funcdo da CCS assume papel de destaque no diagndstico da
enfermidade, visto que a identificacdo de biomarcadores proteicos tem sido considerada uma

ferramenta importante no diagnéstico e auxiliado nos programas de controle de mastites em



propriedades leiteiras, bem como na melhoria da qualidade do leite. Diante do exposto,
objetivou-se, com o presente trabalho, avaliar o perfil eletroforético de proteinas do soro de
amostras de leite de vacas por meio da analise de eletroforese microfluidica “lab-on-a-chip” e

suas alteracdes em relacdo as amostras de leite com diferentes CCS e a presenca de bactérias

patogénicas.
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CAPITULO 2 - CORRELACAO ENTRE O ESCORE DE CELULAS SOMATICAS E
O PROTEINOGRAMA DO LEITE DE VACAS
RESUMO

Mastite é definida como a infeccéo da glandula mamaria. Para que o controle das mastites no
rebanho seja bem-sucedido é necessario o diagnostico rapido e com alta acuracia. A analise de
CCS em amostras de leite cru de vacas tem sido utilizada como padrdo ouro para o
diagnostico de mastite subclinica. Objetivou-se, com o presente estudo, no aspecto geral,
investigar a influéncia do aumento da CCS na expressdo das proteinas do soro de leite por
meio da utilizacdo da técnica de separacdo de proteinas de eletroforese microfluidica em
microchip (lab-on-a-chip). Foram coletadas 104 amostras de leite de vacas em duas
propriedades localizadas no Estado de Goids. As amostras foram analisadas quanto a
contagem de células somaticas e eletroforese microfluidica lab-on-a-chip. Para o teste de
correlacdo entre o perfil de proteinas e a CCS foram utilizadas 50 amostras de leite e estas
foram estratificadas em cinco grupos de escores de células somaéticas, sendo utilizado um
delineamento inteiramente ao acaso com cinco tratamentos, avaliado por meio da estatistica
descritiva e representacGes graficas. Verificou-se um aumento significativo no valor do
componente proteina em relacdo aos ECS 1 e 3, 1 e 4 e 1 e 5. Também foi possivel observar
diferenca estatistica nos resultados do componente Lactose quando se comparou 0s ECS 1 e 3
e 3 e 4. Na avaliacdo descritiva da varidvel “Concentragdo” das proteinas do leite foi possivel
observar diferencas nos valores das concentracGes em fungdo do ECS. Foi possivel observar
diferenca estatistica para os resultados obtidos para as proteinas a-LA, quando comparados 0s
ECS 1,2 e 3 e 0 ECS 5; para a IgG, as amostras de ECS 4 e 5 apresentaram concentragoes
diferentes das amostras dos ECS 1,2 e 3; e a proteina LF, apresentou resultados diferentes
entre as amostras de ECS 1 e 5. Concluiu-se que proteinas de alta abundéncia do soro de leite
tem sua concentracdo diminuida em funcdo da severidade da mastite; proteinas de defesa,
como Lactoferrina, Lactoperoxidase e IgG e IgM tém aumento em suas concentraces quando
se comparam amostras de leite de vacas com mastite subclinica e amostras de leite de vacas
sadias; as proteinas Lactoferrina e IgG constituem alvos em potencial para identificar vacas
com mastite subclinica a partir de amostras de leite, podendo ser consideradas biomarcadores.

Palavras-chave: Contagem de células somaticas, mastite subclinica, proteina
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ABSTRACT

Mastitis is the infection of the mammary gland. For the efficient control in herd it is necessary
the rapid diagnosis with high accuracy. The analysis of SCC in raw milk samples has been
used as a gold standard for the diagnosis of subclinical mastitis. The aim of the present study
was to investigate the influence of increased SCC on the expression of milk proteins through
the use of analyzes microfluid electrophoresis (lab-on-a-chip). Fifty samples of cow's milk
from two properties located in State of Goids were analyzed. Samples were analyzed for
somatic cell counts and lab-on-a-chip microfluidic electrophoresis. For the correlation test
between the protein profile and the SCC the samples were stratified into five groups of Scores
of Somatic Cell. A completely randomized design with five treatments was used, data were
analyzed using descriptive statistics and graphical representations. There was a significant
increase in the concentration of the protein component when compaired SSC 1 and 3, 1 to 4
and 1 and 5. It was also possible to observe a statistical difference in the results of the Lactose
component when comparing SSC 1 and 3 and 3 and 4. In the descriptive evaluation of the
variable "Concentration” of the milk proteins it was possible to observe differences in the
concentration values as a function of SSC. It was possible to observe statistical difference for
the results obtained for a-LA, when compared to ECS 1,2 and 3 and ECS 5; For 1gG, samples
from SSC 4 and 5 showed different concentrations of samples from SSC 1,2 and 3; and the
LF protein, presented different results between the samples of SSC 1 and 5. We concluded
that high abundance whey proteins have their concentration decreased with the occurence of
the mastitis; Defense proteins such as Lactoferrin, Lactoperoxidase, 1gG and IgM have their
concentration increased when comparing milk samples from cows with subclinical mastitis
and milk samples from healthy cows; Lactoferrin and 1gG proteins are potential targets for
identifying cows with subclinical mastitis in milk samples and may be considered biomarkers.

Key-words: Protein, somatic cell cout, subclinical mastitis
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1. INTRODUCAO

Mastite é definida como a inflamagdo da glandula mamaria (inflamacéo intra-
mamaria — 1IM) 1. A infeccdo bacteriana da glandula mamaéria é considerada a principal
causa das 1IMs e a enfermidade infecciosa de vacas leiteiras de maior importancia em todo o
mundo 4, uma vez que é uma das doencas que mais onera os custos de producéo de fazendas
leiteiras e industrias de laticinios. Em adicdo ao impacto negativo na eficiéncia e na qualidade
da producdo, a mastite € um assunto importante na sanidade, bem-estar animal e umas das
principais fatores que comprometem a qualidade do leite >%.

Para que o controle das IIMs no rebanho seja bem-sucedido é necesséario o
diagnostico répido e com alta acurdcia. A deteccdo das 1IMs clinicas pela inspegdo visual,
palpacdo e observacdo das caracteristicas do leite secretado € relativamente facil. No entanto,
para o controle da enfermidade nos rebanhos, é importante que as mastites subclinicas
também sejam identificadas, uma vez que, por ndo apresentarem sinais clinicos locais ou
alteracdo nas caracteristicas morfoldgicas do leite, podem ndo ser corretamente identificadas e
o0s animais portadores permanecer sem tratamento *°. Neste caso, contribuem com o aumento
da Contagem de Células Somaticas (CCS) no leite do tanque e com a diminui¢do da producao
do rebanho %1,

A andlise de CCS em amostras de leite cru de vacas tem sido utilizada como
padrdo ouro para o diagndstico de mastite subclinica, sendo que um animal é considerado com
a enfermidade quando apresenta resultado de CCS acima de 200.000 cel/mL 26, No entanto,
a CCS nem sempre esta correlacionada com infeccGes do Ubere, ja que também pode ser
afetada por alguns fatores relacionados ao animal, como estagio de lactacdo, raca, estresse,
entre outros. >1718,

O leite € um fluido corporal complexo que contém uma grande variedade de
proteinas que podem refletir o status sanitario da glandula mamaéria da vaca e fornecer
informacgGes Uteis para o diagndstico de enfermidades 1°. Contém seis proteinas maiores
(osl- caseina, os2- caseina, - caseina, k- caseina, a-lactalbumina (a-LA) e p-lactoglobulina
(B-LG) e baixos niveis de proteinas derivadas do soro, como albumina (ALB), enzimas,
imunoglobulinas e proteinas do complemento, fatores de crescimento e lactoferrina (LF).
Proteinas e peptideos de menor abundancia associadas a inflamacéo podem ser detectados em
amostras de leite durante a infecgdo. Esses componentes possuem fungdes associadas a defesa

do hospedeiro e, alguns, propriedades antimicrobianas 2%22,
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O sistema imune inato da glandula maméaria possui um papel importante na
prevencdo da mastite e instalacio da infeccdo bacteriana 22. Peptideos antimicrobianos
(PAMs), como a proteina Lactoperoxidase (LPO), a LF, catelicidinas, entre outras, sao
associados ao epitélio mamario e leucdcitos secretados no leite. Os PAMs fazem parte do
sistema imune inato e fornecem protecdo imediata contra infecgdes microbianas pela rapida
inativacdo dos patogenos * %,

Avaliacdes das mudancas na expressao de proteinas do soro de leite proveniente
de vacas com mastite podem aumentar o entendimento dos efeitos da composi¢do na
producdo de derivados lacteos, na biologia mamaria, na fun¢do imune da glandula mamaria,
bem como identificar biomarcadores para deteccdo precoce desta enfermidade > 24 22,

Por definicdo, um biomarcador € uma caracteristica que pode ser mensurada e
avaliada como um indicador de processos biolégicos normais, patolégicos ou de respostas
farmacoldgicas para intervencdes terapéuticas 2°. Assim, o estudo de biomarcadores que
indiguem a ocorréncia de IIM em estagios iniciais da enfermidade é importante, visto que 0s
meios de diagndsticos convencionais detectam a mastite somente quando ja estdo presentes 0s
sinais clinicos ou a doenca encontra-se em estagio avancado 2’. Além disso, os biomarcadores
tém impacto também no bem-estar animal, quando usados na deteccdo precoce da
enfermidade 2°. A investigagio dos padrdes de expressdo de proteinas do soro de leite oriundo
de vacas com mastite clinica ou subclinica pode levar ao descobrimento de novos marcadores
para mastite, e levar a investigacdes futuras sobre os efeitos da doenca no proteoma do leite
bovino %,

Os testes para identificar indicadores de inflamagcdo podem ser utilizados para
rastrear a 1IM e selecionar vacas para analise bacteriologica subsequente 2°. Esses testes
podem ser Uteis como parametros de progndsticos, para indicar a intensidade da inflamacéo e
monitorar a recuperacdo da vaca 3°. A mudanca nos padrdes de peptideos do leite, relacionada
a animais com mastite e a animais livres da enfermidade, pode fornecer uma fonte de
biomarcadores para a doenga. Nesse sentido, o uso de tecnologias avancadas para deteccdo e
anlise de peptideos biomarcadores pode auxiliar no diagndstico de mastite .

Dessa forma, o estudo de novos indicadores de inflamagéo presentes no leite se
torna necessario visando auxiliar a identificagdo especifica e sensivel de animais infectados >
29 Infere-se, portanto, que os biomarcadores presentes no leite constituem uma ferramenta
importante na detecgéo de alteragdes relacionadas a diferentes condi¢des, como por exemplo,

distlrbios da glandula mamaria > *2.
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Objetivou-se com o presente estudo, no aspecto geral, investigar a influéncia do
aumento da CCS na expressdo das proteinas do soro de leite por meio da utilizacdo da técnica
de separacdo de proteinas por eletroforese microfluidica em microchip (lab-on-a-chip). Nos
aspectos especificos, avaliar as alteracdes dos niveis de proteinas em funcdo de diferentes
escores de células soméaticas em amostras de leite de vacas, contribuir com o conhecimento da
composic¢do proteica do leite e das alteracbes provocadas pela inflamacdo, além de identificar

potenciais biomarcadores para o diagnostico de mastites subclinicas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Estruturacéo do estudo

Com o objetivo especifico de avaliar a correlacdo entre escores de células
somaticas (ECS) e a expressdo de proteinas do soro de leite foram realizadas coletas de
amostras de leite cru de vacas em lactacdo em duas propriedades rurais no Estado de Goiés.

Na selecdo das duas propriedades foram avaliados o nimero de animais em
lactacdo, as benfeitorias existentes e a facilidade de acesso. Foram selecionadas duas
propriedades, sendo uma localizada no municipio de Goiania e outra no municipio de Goias.
As vacas utilizadas neste estudo eram principalmente das ragas Holandesa e vacas mesticas,
com média de cinco anos de idade e 19 litros de producdo média diéria. A coleta das amostras
foi realizada em vacas aparentemente sadias e que nao apresentavam sinais clinicos de
doencas, como a mastite. As duas propriedades possuiam sistema de ordenha mecénica
provido de medidor e tanque de refrigeracdo para armazenamento do leite ordenhado.

A propriedade localizada no municipio de Goiania possuia 52 vacas em lactacdo e
realizava duas ordenhas por dia em equipamento de circuito fechado. As vacas eram mesticas
oriundas de cruzamento entre as racas Holandesa e Jersey. Possuiam idade média de 5 anos e
producdo média diaria de 17 litros. A propriedade localizada no municipio de Goias possuia
181 vacas em lactacdo, todas da raca Holandesa, com média de idade de 4 anos e producédo
média de 23 litros. Destas 181 vacas, 52 eram ordenhadas trés vezes ao dia, e 129 eram
ordenhadas duas vezes ao dia. Para o presente estudo, foram coletadas amostras de leite das
52 vacas gque eram ordenhadas trés vezes ao dia. A coleta de amostras de apenas uma ordenha
pode ser realizada quando os intervalos entre as ordenhas s&o iguais. No presente estudo
foram coletadas amostras das 52 vacas, na segunda ordenha, visto que o intervalo era de oito
(8) horas.

2.2. Coleta de amostras
A coleta das amostras foi realizada entre os meses de janeiro e maio de 2015.
Foram coletadas duas unidades de amostras individuais de todas as vacas em lactacdo das
propriedades que participaram do experimento, sendo uma para analise da CCS e composi¢do
centesimal e a outra para analise de eletroforese para identificacdo das proteinas do soro de
leite.
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Para o teste de correlacdo entre o perfil de proteinas e a CCS, as amostras foram
estratificadas em cinco grupos, descritos no Quadro 1. Foram analisadas 10 amostras em cada
grupo. As que apresentaram resultado de até 100.000 cel/mL foram consideradas provenientes

de vacas sadias e consideradas como controle.

QUADRO 1: Grupos de diviséo das amostras de acordo com a CCS

Escore de Células | Faixa de CCS (x1.000 cels /mL) | Numero de amostras
Somaticas (ECS) analisadas em cada grupo

1 0-100 10

2 101 - 200 10

3 201 -500 10

4 501 - 1.000 10

5 +1.000 10

2.3. Amostra individual de leite para andlise

As amostras individuais de leite de cada vaca foram representativas de uma
ordenha completa de cada animal, em um periodo de 24 horas. A coleta do leite em
ordenhadeira mecénica de circuito fechado foi realizada com o auxilio de medidores. Apos a
ordenha completa, o leite foi agitado por meio da permissao de entrada de ar no medidor; a
valvula entdo foi aberta, sendo o volume de 40 mL de leite vertido nos frascos de coleta. A
coleta foi realizada em duplicata, sendo que um dos frascos continha uma pastilha de
Bronopol® (D&F Control Systems, Dublin) para a conservacdo do leite visando a anélise de
CCS e de composicdo centesimal e outra ndo continha conservante e destinava-se a anélise de
proteinas.

As amostras foram transportadas ao laboratdrio, logo apds a coleta, em caixas
isotérmicas contendo gelo reciclavel. Os frascos contendo o conservante foram encaminhados
ao Laboratério de Qualidade do Leite do Centro de Pesquisa em Alimentos da Escola de
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias (LQL/CPA/EVZ/UFG) para a
realizacdo das analises de CCS e composicdo centesimal. Ja os frascos que ndo continham
conservantes foram encaminhados para o Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
Multiusuario do Centro de Pesquisa em Alimentos da EVZ/UFG.

Antes do armazenamento, as amostras de leite cru sem conservantes foram
centrifugadas 2.500xG e desnatadas. Em seguida foram armazenadas em congeladores a

temperatura de -80°C para posterior realizacdo da analise de proteinograma.
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2.4. Contagem de Células Sométicas e Anélise de Composi¢ao Centesimal
A Contagem de Células Somaticas (CCS) foi realizada em equipamento
Fossomatic 500 Basic® (FOSS ELECTRIC A/S, HILLEROD, DINAMARCA, 2000), cujo
principio analitico baseia-se na citometria de fluxo, sendo o resultado expresso em células/mL
33.
A andlise de Composigdo Centesimal foi realizada em equipamento Milkoscan
4000® (FOSS ELECTRIC A/S, HILLEROD, DINAMARCA, 2000), cujo principio analitico

baseia-se na absorcéo diferencial de ondas infravermelhas pelos componentes do leite 2,

2.5. Anélise do proteinograma do leite

A andlise de separacdo das proteinas, denominada de proteinograma, das amostras
de leite foi realizada no equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer ® (Agilent Technologies,
Waldbronn, Alemanha) utilizando o Agilent Protein Kit 230, capaz de identificar e quantificar
proteinas com peso molecular entre 14 e 230 kDa. As analises foram realizadas no
Laboratdrio Multiusuario de Biotecnologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica
da Universidade Federal de Goias. O principio analitico do ensaio utilizado para a separacao
das proteinas do soro das amostras de leite de vacas foi a eletroforese microfluidica em
microchip (lab-on-a-chip).

Os reagentes que compunham o Kit para realizacdo das analises consistiam em
um gel matriz (Protein 230 Gel-Matrix), um corante concentrado (Protein 230 Dye
Concentrate), uma solucdo tampédo (Protein 230 Sample Buffer) e um marcador de peso
molecular para proteinas de 14 a 230 kDa (Ladder), além do chip no qual a eletroforese foi
realizada. Esses reagentes sdo substratos para o preparo das solucdes de gel-corante (Gel-Dye
Mix), solucdo de descoloracdo (Destaining Solution) e solucdo de desnaturacdo (Denaturing
Solution) (Quadro 2).
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Quadro 2: Modo de preparo e condigdes de armazenamento do Agilent Protein Kit 230

Solucéo Modo de Preparo Condig0es de armazenamento

Primeiro, deve-se adicionar 25uL da solugédo
Protein 230 dye concentrate em 650 pL da
solucdo Protein 230 gel matrix. Em seguida a

A solucéo deve ser identificada

e armazenada a 4°C. Possui

Gel-Dye validade de quatro semanas. O

) mistura deve ser homogeneizada em vortex por ] ]
Mix ] ] _ volume é compativel com
15 segundos. A mistura € transferida para um

microtubo de 2 mL com filtro e centrifugada a
) ) (100 amostras).
2.500 x g por 15 minutos. Esta pronta para uso.

a

utilizacdo em 10 microchips

Deve-se transferir 650 uL da solucdo Protein | A solucdo deve ser identificada

Destaining | 230 gel matrix para um microtubo de 20 mL | e armazenada a 4°C. Um frasco

Solution com filtro. Em seguida, a solucdo deve ser | preparado comporta
centrifugada a 2.500xg por 15 minutos. utilizacdo do Kit.

a

Deve ser adicionado 7uL de B-mercapto-etanol
Denaturing | em um frasco de 200 uL de Protein 230 Sample
Solution Buffer em seguida, proceder homogeneizacao

em vortex.
amostras)

A solucdo deve ser identificada
e armazenada a 4°C. O volume
é compativel com a utilizacao

em 10 microchips (100

As solugdes preparadas foram armazenadas a 4°C para evitar desvios de
resultados devido a decomposicdo dos reagentes. Os frascos contendo os reagentes também
foram protegidos com papel aluminizado, uma vez que o corante pode se decompor devido a
exposicado a luz.

O preparo das amostras foi realizado de acordo com o manual do equipamento, no
qual 4pL da amostra de leite foram adicionados a 2uL da Denaturing Solution. Essa nova
solucdo foi aquecida em placa aquecedora a 95°C por 5 minutos e em seguida a amostra foi
resfriada e homogeneizada por 15 segundos. Ao final, adicionou-se 84uL de dgua deionizada.
O preparo do ladder utilizado em cada chip ocorreu de forma similar, no qual 6 puL de ladder
foi aquecido em placa aquecedora a 95°C e homogeneizado por 15 segundos. Posteriormente,
adicionou-se 84 uL de agua deionizada.

Apbs o preparo dos reagentes, deu-se inicio as analises do proteinograma. As
amostras de leite foram descongeladas e distribuidas em tubos polipropileno de 1,5mL Em
seguida, foram congeladas novamente a temperatura de -20°C. No momento da analise, as

amostras foram descongeladas e mantidas a temperatura ambiente por 30 minutos antes do
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inicio das andlises propriamente ditas. As amostras foram analisadas em duplicata. Os
reagentes também foram mantidos por 30 minutos a temperatura ambiente antes do inicio do
preparo do microchip.

A distribuicdo dos reagentes e das amostras seguiu a indicacdo alfanumérica
apresentada nos microchips (Figura 1). Primeiro, o microchip foi colocado em um suporte
(Microchip Priming Station) que auxilia na aplicacdo de presséo para distribuicdo homogénea
do gel. Em seguida, foram adicionados 12uL do Gel-Dye-Mix no pogo G1 e aplicada pressédo
com auxilio de uma seringa de 1 mL. Apos 60 segundos foi adicionado em cada pogo G2, G3
e G4, 12pL do Gel-Dye-Mix. Posteriormente foram adicionados 12 pL do Destaining Solution
no poco DS.

Uma aliquota de 6uL de cada amostra foi dispensada nos pocos identificados

como S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9 e S10. O Ladder foi adicionado ao pogo L.

A
HJ

Protein Chip

On-Chip-Electrophoresis

LOT#:TM19BP10
EXP-19.DEC.2016
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FIGURA 1: (A) Chip utilizado para realizacdo da analise de eletroforese microfluidica
(Agilent 2100 Bioanalyzer ®). Capacidade para 10 amostras. (B) Representacao
grafica dos pocos e canais de um chip para eletroforese microfluidica. Os pogos
G1-G4 foram preenchidos com Gel-Dye Mix; DS foi preenchido com Destaining
Solution; S1-S10 preenchidos com amostras; e L preenchido com Ladder. A seta
de letra (A) indica os canais de separacdo, a letra (B) posi¢éo de descoloracéo; e a
letra (C) posicao da janela de deteccéo.

FONTE: (A) Arquivo Pessoal; (B) Adaptado de Anema (2009).

Uma vez preparado, o microchip foi inserido no equipamento Agilent 2100

Bioanalyzer e iniciada a eletroforese microfluidica. Cada corrida eletroforética durou

aproximadamente 30 minutos.
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As anélises de eletroforese microfluidica tiveram padrdes conhecidos por meio da
corrida de proteinas purificadas: albumina (ALB), o-lactalbumina bovina (a-LA), R-
lactoglobulina (3-LG), lactoferrina (LF) e imunoglobulina G (1gG) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA) (Figura 2).

A identificacdo das proteinas do soro presentes nas amostras de leite de vacas foi
determinada pela migracdo no gel, sendo observados os parametros de peso molecular e
tempo de corrida no gel e no Eletroferograma, produzidos através da fluorescéncia das
proteinas e dos marcadores de peso molecular. Os picos obtidos pela eletroforese foram
gerados automaticamente e captados pelo software. Apos o término da analise, 0 microchip
utilizado foi removido, descartado e os eletrodos higienizados por meio da adicdo de 350uL

de agua ultrapura no sistema eletrode cleaner.

# 1:a-lactoalbumina | @ 2: blactoghbuina # 4 abumina 5: lactoferrina ® 8:1gG
[FU] a-Bctoaburming
900
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—
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3 — ||
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Figura 2: Representacdo grafica dos picos de proteinas purificadas (a-lactalbumina, B-
lactoglobulina, albumina, lactoferrina e 1gG) e respectivo pelo molecular
(kDa).

Ao término da andlise, fez-se a leitura do eletroferograma do Ladder para
certificar a eficiéncia da analise e a robustez dos resultados (Figura 3). Na leitura foram
observados: a) os marcadores de menor e maior peso molecular (Lower Marker e Upper

Marker, respectivamente); b) os sete picos de proteinas, c) a base do eletroferograma que
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deve ser limpa, lisa e sem ruidos; sendo que cada pico deve ter pelo menos 20 unidades de
fluorescéncia (FU) maior que o registrado na base.

Lower Marker Upper Marker

Ladder

Y -
15 20 25 30 35 40 45 [s]

FIGURA 3: Eletroferograma do marcador de peso molecular Ladder, controle da reacéo.

A partir dos resultados da eletroforese microfluidica e da avaliacdo dos
eletroferogramas foi possivel identificar as proteinas do soro do leite. Para tanto, os picos de
proteinas identificados nas amostras foram comparados com resultados de analise de
eletroforese microfluidica de padrdes de proteinas purificada e com padrbes de proteinas

identificadas da literatura (Quadro 3).
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Quadro 3: Proteinas do soro e peso molecular correspondente

Proteina Padrao de Peso Molecular
a- lactalbumina (o-LA) 14 kDa*

B-lactoglobulina Pico 1 (B-LG pico 1) 16,5 kDa*
B-lactoglobulina Pico 2 (B-LG pico 1) 19,9 kDa*

IgG cadeia leve 30,8 kDa*

IgG cadeia pesada 60,8 kDa*

IgM 70kDa***

Albumina (ALB) 67,8 kDa*
Lactoperoxidase (LPO) 80kDa**

Lactoferrina (LF) 93 kDa*

Fonte: *Padrdes de peso molecular informados pelas proteinas purificadas (Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA); ** Che et al. *’; *** Hurley e Theil .

2.6. Anélise estatistica

Para andlise dos dados obtidos, os valores referentes a CCS foram transformados
em dados de logaritmo (logio), uma vez que a CCS néo possui distribuicdo normal.

Foi utilizado um delineamento inteiramente ao acaso com cinco tratamentos com
dez repeti¢des, no qual cada grupo de variagcdo da CCS foi considerado um tratamento. Os
dados foram analisados utilizando a estatistica descritiva e representacdes graficas. A analise
de variancia (ANOVA) com um fator fixo foi utilizada para avaliar as modificacbes das
proteinas do soro de leite em relacdo ao escore de células somaticas, seguida do teste post-hoc
Mann-Whtiney U (comparacdo 2 a 2) para a identificacdo das diferencas especificas nas
variaveis em questao, seguindo o critério de significancia estatistica estabelecido (p < 0,05).

Para avaliacdo dos dados de composicdo centesimal em funcdo da CCS foi
utilizado o Teste T de Student bicaudal.

Os programas utilizados para a realizacdo das analises estatisticas foram SPSS-
version 19.0 e software R (2009) 34,
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composicdo Centesimal e CCS

As amostras de leite cru foram separadas em cinco grupos de acordo com 0S
resultados de CCS obtidos nos ensaios analiticos. Os resultados de composicao centesimal de
cada escore de células somaticas (ECS) podem ser visualizados na Tabela 1. Segundo
Machado et al. 3, as principais alteracdes na composicio do leite em casos de mastite
subclinica sdo a diminuicdo nos teores de gordura, lactose e extrato seco e aumento nos teores
de proteina.

Ao se compararem os resultados de composigdo centesimal entre os ECS, um a
um, pelo teste estatistico T de Student, verificou-se um aumento significativo (p < 0,05) no
valor do componente Proteina, notadamente entre 0s ECS 1 e 3, 1 e 4 e 1 e 5. Resultados de
estudos concernentes a alteracdo dos niveis de proteinas do soro em amostras de leite sdo
controversos. Alguns autores afirmam que ha aumento da concentracéo do teor de proteina de
acordo com o aumento da CCS %2°, Qutros, entretanto, observaram diminuicdo dos niveis de
proteina em amostras de leite com altas contagens de CCS 3335, Ademais, ha autores que ndo
observaram variacao significativa da proteina total “°.

No presente estudo também foi possivel observar diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,05) nos resultados do componente Lactose quando se compararam os ECS
1e 4 e 3e 4 Tais resultados sdo corroborados por outros estudos, nos quais também foi
possivel observar reducdo dos niveis de lactose nas amostras de leite de vacas com mastite
subclinica 333541,

Os resultados obtidos para o teor de proteinas do soro de leite e para o teor de
lactose eram esperados, uma vez que a mastite, caracterizada como um processo inflamatério
e infeccioso, altera a composicédo do leite. A permeabilidade dos vasos sanguineos da glandula
mamaria ¢ alterada, bem como a habilidade de sintese do tecido excretor *. Vale ressaltar que
a comparacao realizada no presente estudo teve como base amostras controle, provenientes de
leite de vacas sadias, ou seja, amostras de leite com CCS de até 100.000 cel/ mL —ECS 1 e
amostras de leite de vacas com mastite subclinica, ou seja, amostras com CCS acima de
200.000 cel/ mL —ECS 3, ECS 4 e ECS 5.
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Tabela 1: Anélise descritiva da composicao centesimal e escore de célula somética, Goiania-

GO, 2017.

Variavel Escore N° de amostras Média (%) Desvio-Padrao
1 10 2,703 0,96
2 10 4,304 1,91
Gordura 3 10 4,351 1,25
4 10 3,996 1,01
5 10 4,243 1,42
1 10 2,942 0,32
2 10 3,115 0,61
Proteina 3 10 3,478 0,42
4 10 3,668 0,63
5 10 3,35 0,50
1 10 4,592 0,26
2 10 4,476 0,34
Lactose 3 10 4,53 0,21
4 10 4,114 0,21
5 10 4,089 0,44
1 10 11,278 1,01
2 10 12,968 1,96
Extrato Seco Total 3 10 13,377 1,32
4 10 12,67 1,45
5 10 12,639 1,69

Com a IIM ocorre diminuicéo da sintese celular e da sintese proteica. No entanto,

0 aumento da permeabilidade vascular do epitélio da glandula mamaria, ocasionado pelo

processo inflamatorio, permite a passagem direta de proteinas do sangue para o leite. O

aumento do teor de proteinas nas amostras de leite de vacas com mastite deve-se ao aumento

dos niveis de proteinas de defesa, relacionadas a imunidade da glandula mamaria, uma vez

que as proteinas proprias do leite, como a caseina, diminuem. Assim, a quantidade de proteina

nas amostras de leite de vacas com mastite pode aumentar, principalmente em funcdo das
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proteinas provenientes da corrente sanguinea que podem compensar as perdas provocadas
pelo decréscimo da sintese proteica da glandula mamaria 3.

De acordo com Gigante et al. 3, a alteragdo nos niveis de lactose também ocorrem
em amostras de leite com altas CCS devido a alteracdo do epitélio, que nesta condi¢do nao
regula as trocas entre o Ilimen alveolar e a circulacdo sanguinea, permitindo o livre transito da
lactose e sais. A elevacdo da concentragdo de sais, como sodio e cloro, desencadeia,
provavelmente, a elevacdo da pressdo osmética do leite, o que leva a reducao da concentracdo
da lactose. Outras causas da diminuicdo da concentracdo da lactose seriam resultado da
sintese diminuida deste carboidrato pela glandula mamaéria em funcdo da 1IMs; da utilizacéo
da lactose como fonte de energia pelos patégenos intramamarios; e da perda de lactose da
glandula para a corrente sanguinea, devido ao aumento da permeabilidade da membrana, que

separa o leite do sangue, levando & excre¢do da mesma na urina .

3.2. ldentificacdo das proteinas do soro de leite em funcdo dos Escores de Células
Somaticas (ECS)

A utilizacdo de métodos com capacidade para separacdo, identificacdo e
quantificacdo das proteinas fornecem informacgdes importantes sobre as propriedades fisico-
quimicas do leite que podem ser influenciadas por diferentes sistemas de producéo leiteiros 2.
Desta forma, a tecnologia de eletroforese microfluidica lab-on-a-chip vem sendo utilizada em
diversos estudos com o intuito de verificar a eficiéncia dessa técnica na avaliacdo da
distribuicio de diferentes fraces proteicas do leite 4246,

O método de eletroforese microfluidica tem sido relatado como uma boa
alternativa para o metodo tradicional de Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Os estudos de Anema “® e Costa et al., % tiveram como objetivo determinar a eficiéncia da
técnica de eletroforese microfluidica quando utilizada para separacdo e quantificacdo das
proteinas maiores/ alta abundancia do leite em comparacdo a técnica SDS-PAGE. Ambos o0s
autores concluiram que a técnica de eletroforese microfluidica lab-on-a-chip constitui uma
alternativa préatica e rapida para a separacdo simultanea das proteinas a grande abundancia do
soro do leite.

A eletroforese microfluidica também foi utilizada com sucesso em estudos para
identificagdo de fraudes em leite de cabra por leite de vacas ** * a partir da identificacdo das
fracOes proteicas da Kappa-Caseina no leite de vaca. Em outro estudo, foi possivel realizar a
caracterizagdo proteica do leite de vacas de racas regionais, raca Curraleiro Pé-Duro e raca

Pantaneira, do Centro-Oeste brasileiro 6.
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Tais estudos corroboram com os resultados aqui obtidos, uma vez que
demonstram a eficiéncia da metodologia empregada para separacdo, identificacdo e
quantificacdo das proteinas do soro do leite de vacas.

No presente estudo, a andlise de eletroforese microfluidica foi realizada em
amostras de leite fluido desnatado, sem o procedimento de coagulacdo das proteinas e
separagdo do soro, ao contrario dos procedimentos realizados pelos demais autores citados. A
identificacdo com eficiéncia das proteinas do soro de leite nas amostras utilizadas no presente
estudo indica uma alternativa para o preparo de amostras e a realizacdo de eletroforese

microfluidica, otimizando o tempo de analise.

3.3. Perfil de proteinas expressas nas amostras de leite de acordo com cada grupo de
Escore de Células Somaticas

Ao comparar a média da concentracdo das proteinas expressas nas amostras de
leite de cada grupo de ECS (Tabela 2), foi possivel observar que ndo ha evidéncia estatistica
(p > 0,05) de que a concentragdo total das proteinas expressas em um grupo de ECS seja
diferente da concentracdo das proteinas expressas em outro grupo de ECS. A apresentacao
gréafica da variacdo da concentracdo total de proteinas dos grupos de ECS pode ser visualizada
na Figura 4.

Apesar do valor total da concentracdo das proteinas dos ECS ndo apresentar
diferenca estatistica, foi possivel observar que, a partir da analise da varidvel Concentracao
(Tabela 2), a concentracgdo total das proteinas das amostras de leite provenientes de vacas com
mastite subclinica (ECS 3 — 5) revelou-se numericamente menor que a concentragdo das
proteinas das amostras dos ECS 1 e 2.

No entanto, foi possivel observar um aumento do numero de proteinas
identificadas nas amostras de leite provenientes de vacas com mastite subclinica, uma vez que
as amostras dos ECS 3, 4 e 5 apresentaram 122, 119 e 136 proteinas, respectivamente;
enquanto que nas amostras do ECS 1 foi possivel identificar 107 proteinas, e nas do ECS 2,
105 proteinas. Os eletroferogramas das amostras de cada ECS podem ser visualizados na
Figura 5.

Das analises dos resultados obtidos (Tabela 2) pode-se constatar que, por ocasiao
de uma IIM, ocorre o aumento do numero de proteinas na glandula mamaria e,
consequentemente, no leite, no entanto, tem-se a diminuicdo da concentracdo total das
proteinas presentes no leite. Isso pode ser devido ao aumento do ndmero das proteinas de

defesa, ou seja, durante uma IIM, uma grande quantidade de diferentes proteinas de defesa,
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como as proteinas de fase aguda (PFA), peptideos antimicrobianos (PAMs), imunoglobulinas,

entre outras, sao sintetizadas a fim de eliminar a infeccdo na glandula mamaria *°.

5.00

4.00

3.00

2,00

log(Concentragao)

1.00

.00+

Escore

Figura 4: Representacdo grafica da concentracédo total das proteinas expressas nos
grupos de ECS.
Tabela 2: Andlise descritiva da diferenca de concentracdo das proteinas totais expressas nas
amostras em funcdo dos Escores de Célula Somatica, Goiania-GO, 2017.

Log (concentracédo)

N° proteinas ) Desvio- ) i
Escore Média Média Desvio-
identificadas padréo 3
padréo
1 107 2486,44 7908,40 2,49 0,97
2 105 1267,17 1788,52 2,54 0,85
Concentracéo
3 122 1399,00 2435,86 2,52 0,88
(ng/uL)
4 119 1120,30 1423,50 2,58 0,78
5 136 946,63 1092,32
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Figura 5 - Eletroferogramas de amostras de leite de vacas com ECS de 1 a 5. Sendo Fu:

Unidade de Fluorescéncia e kDa: quilo Dalton.

Amostras de leite de vacas com mastite possuem maior diversidade de proteinas,
no entanto sdo proteinas de pequena abundancia, uma vez que sdo proteinas de defesa e com
atividades antimicrobianas e inflamatorias. Ja amostras de leite de vacas sem mastite (ECS 1 e
2) possuem grande quantidade de proteinas de alta abundancia, como a-LA e B-LG. Nesse

sentido, 0 aumento do numero de proteinas e a diminuigdo numérica da concentracéo total de
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proteinas podem estar relacionados ao estado sanitério e inflamatorio das glandulas mamaérias
das vacas que originaram as amostras.

Guerrero et al. *° obtiveram resultado semelhante ao presente estudo, ao verificar
um aumento na producdo de peptideos derivados de proteinas em amostras de leite de vacas
com mastite subclinica quando comparado com as amostras de leite de vacas com mastite
clinica. Em outro estudo, Mansor et al. 3! também obtiveram resultados semelhantes, ao
observar um aumento da concentracdo dos peptideos em amostras de leite de vacas com

mastite em relacdo as amostras de leite de vacas sadias.

3.4. Avaliacdo descritiva por Escore de Células Somaéticas e proteinas

Na avaliagdo descritiva da variavel “Concentracao” das proteinas do leite foi
possivel observar diferencas nos valores das concentra¢fes em funcdo do ECS (Tabela 3). Os
resultados da variavel “concentracdo” da proteina a-LA obtidos de amostras que apresentaram
ECS 1, 2 e 3 foram estatisticamente diferentes (p < 0,05) dos resultados obtidos das amostras
de ECS 5. Na avaliacao da proteina IgG foi possivel observar que as amostras de ECS 4 e 5
apresentaram concentracgOes estatisticamente diferentes (p < 0,05) das amostras dos ECS 1, 2
e 3. Para a proteina LF, foi possivel observar diferenca estatistica (p < 0,05) entre os

resultados obtidos das amostras de ECS 1 e 5 (Tabela 3).

Tabela 3: Analise descritiva da variavel concentracdo das proteinas identificadas nas amostras
de leite, Goiania-GO, 2017.

Proteina Variavel escore N  Meédiadaconcentragdo  Desvio-padrdo

a-LA Concentragdo 1 10 3298.69 1037.83 a
(ng/uL) 2 8 1460.19 1472.79 a
3 10 1169.92 1340.94 a

4 9 1048.06 876.71 a, ab

5 10 436.96 909.20 ab, b
ALB Concentragéo 1 7 2534.34 4931.58 a
(ng/uL) 2 8 1112.48 1446.05 a
3 9 767.49 1236.31 a
4 6 2306.43 859.98 a
5 10 1952.49 655.56 a
B-LG -  Concentragéo( 1 9 1470.44 2478.91 a
pico 1 ng/uL) 2 10 1089.41 1193.30 a
3 10 1574.81 1736.43 a
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4 10 1303.45 1138.07 a
5 10 379.90 393.11 a
B-LG -  Concentracdo( 1 10 734.57 1259.18 a
pico 2 ng/uL) 2 10 612.34 537.59 a
3 9 539.24 572.77 a
4 10 333.23 263.03 a
5 10 352.01 185.80 a
IgG Concentracéo 1 10 1379.36 693.31 a
cadeia (ng/uL) 2 10 1199.12 174.66 a
leve 3 10 3432.22 2492.01 a
4 10 3606.30 3770.01 b
5 10 4987.57 3329.29 b
19G Concentragdo 1 10 1265.75 928.28 a
cadeia (ng/uL) 2 9 2489.59 1754.24 a
pesada 3 10 2452.98 476.70 a
4 9 2588.91 1170.26 b
5 10 3394.80 3107.15 b
IgM Concentragdo 1 3 1921.93 859.24 a
(ng/uL) 2 3 1383.07 1154.64 a
3 2 1957.85 200.32 a
4 4 2027.03 580.19 a
5 9 1745.37 648.83 a

LF Concentragéo 1 10 83.83 200.76 a, ab
(ng/uL) 2 9 170.02 209.05 ab
3 10 268.55 287.15 ab
4 9 1009.96 1525.96 ab

5 10 709.83 1501.06 ab, b
LPO Concentragdo 1 4 75.45 40.95 a
(ng/uL) 2 5 960.78 2042.86 a
3 10 410.27 1112.54 a
4 8 1906.41 3574.70 a
5 6 3065.52 7361.42 a

Legenda: A diferenca estatistica entre as médias esta representada por letras diferentes. Letras

iguais ndo apresentam diferenca estatistica (valor p > 0,05).

Ao avaliar a proteina a-LA observa-se que ocorre diminui¢cdo na concentracao

desta proteina em fungdo do ECS, ou seja, a concentragdao da o-LA em amostras de leite de

vacas sadias no ECS 1, foi maior que a concentracdo desta mesma proteina em amostras de

leite de ECS 3, 4 e 5, oriundos de vacas com mastite subclinica. No presente estudo, a



32

concentragcdo da proteina a-LA apresentou resultados estatisticamente diferentes (valor p <
0,05) quando se comparou 0s ECS 1, 2 e 3 com ECS 5.

Relativamente a proteina B-LG, sabe-se que sua concentracdo diminui a medida
que se tem um quadro indicativo de 1IM. Em vacas sadias € a proteina do soro de leite de
maior concentragdo, sendo seguida pela a-LA. Devido as suas propriedades de ligagéo,
muitos estudos indicam sua funcdo como importante papel no transporte de retinol, acidos
graxos ou vitamina A 285193,

Os resultados obtidos para a-LA e B-LG eram esperados, uma vez que ambas séo
as proteinas do soro de leite de maior abundancia em leite de vacas sadias. Os resultados
obtidos no presente estudo para as duas proteinas sdo semelhantes aos obtidos por Hogarth et
al. &; Li et al. 8, Thomas et al. *. Esses autores também observaram diminuicio dos teores das
proteinas a-La e B-LG em amostras de leite de vacas com mastite.

Segundo Guerrero et al., *° a diminuigdo dos niveis das proteinas a-LA e B-LG
pode ser decorrente tanto do aumento da atividade de proteases no leite de vacas com
mastites, quanto da diminuicdo na sintese dessas proteinas durante as mastites, ou seja, do
aumento da sintese de proteinas de defesa.

Na avaliacdo da proteina ALB, apesar de ndo haver diferenca estatistica
significativa entre os resultados e concentracfes dessa proteina em funcdo dos ECS, foi
possivel observar uma diminuigdo numérica de concentragdo a medida em que o ECS
aumentou. Sadek et al. >*, também observaram diminuicdo na concentracio da ALB em
amostras de leite de vacas com mastite subclinica quando comparadas com amostras de leite
de vacas sadias.

De acordo com Tothova et al. >, a diminuicdo de concentracdo de ALB esta
relacionada com a resposta da fase aguda (RFA). Segundo esses autores, durante a RFA a
demanda por aminoacidos para sintese das proteinas de fase aguda (PFA) positivas é
aumentada, com isso, ocorre um rearranjo da sintese proteica hepética e priorizacdo da sintese
de PFA positivas. Como a ALB é uma proteina de fase aguda negativa, a sintese é diminuida
e 0s aminoéacidos sdo direcionados para a sintese de PFA positivas.

Na avaliagdo da proteina IgG foi possivel observar um aumento de suas
concentragdes em fungdo do aumento dos ECS. Musayeva et al. ® também observaram
aumento na concentracdo de IgG nas amostras de leite de vacas com mastite subclinica, ou
seja, em amostras de leite com CCS maior que 200.000cel/mL. O aumento da concentracgdo de

Imunoglobulinas pode ser em decorréncia do aumento da permeabilidade dos vasos
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sanguineos do Ubere por ocasido da infeccdo % °% 57, O aumento da concentracdo das
Imunoglobulinas indica atividade da resposta imune *°.

Quando se comparam 0s resultados obtidos para a concentracdo da proteina LF
em funcdo dos grupos de ECS, os dados do presente estudo sdo corroborados por diversos
outros estudos 4 16 22 28,54, 5862 Todos estes autores observaram aumento na concentragdo da
proteina LF de acordo com a ocorréncia de mastites, ou seja, vacas com IIMs apresentaram
concentracdo da LF no leite maior que em vacas sadias.

A proteina LF integra o sistema imune inato da glandula maméaria de vacas, sendo
classificada como um peptideo antimicrobiano. Sua principal fungdo antimicrobiana esta
relacionada a capacidade de ligacdo aos ions de ferro livre no ambiente. Assim, os ions ferros
sdo sequestrados, tornando-se indisponiveis para utilizacdo no metabolismo microbiano, o que
leva a inibicdo do desenvolvimento de bactérias, bolores e fungos. Outros mecanismos
bactericidas da LF estdo relacionados a possibilidade de aderéncia a parede bacteriana,

ocasionando injdria celular, levando & morte ou diminuigdo da resisténcia 22 23 63-65,

Os resultados de CCS vém sendo correlacionados positivamente com mastites
subclinicas e concentracdo de lactoferrina °3%°, De acordo com Chopra et al. ®°, diferentes
concentracdes de LF sdo encontradas quando se comparam resultados de amostras de leite de
vacas sadia com amostras de leite de vacas com mastite clinica e subclinica, sendo observado
uma maior expressdo genética do gene da LF em vacas com mastites. Devido ao importante
papel desempenhado pela LF na salde da glandula mamaria, essa proteina pode ser
considerada um biomarcador promissor para mastite e uma potencial candidata na selecdo
animal para resisténcia de mastites 6% ¢,

Relativamente & proteina 1gG, observou-se um aumento estatisticamente
significativo (p < 0,05) em sua concentragdo em amostras de leite de vacas com mastite
subclinica, pertencente aos ECS 4 e 5 (CCS acima de 500.000 cel/mL) quando comparadas
com amostras de leite de vacas sadias (CCS até 200.000 cel/mL) e com amostras de leite de
vacas com mastite subclinica de intensidade leve (CCS entre 200 e 500.000 cel/mL). A IgG é
um componente do sistema imune da glandula mamaria e auxilia na remocéao de substancias
ndo proprias aos organismos, além de exibir atividade antimicrobiana em leite de vacas contra
bactérias patogénicas ®’. Em casos de infecgbes pode-se observar um aumento na
concentragdo de 1gG em amostras de leite de vacas. Apesar do aumento da concentragdo ter

sido relacionado a transferéncia da imunoglobulina do sangue para a glandula mamaria, a
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alteracdo dos niveis da proteina IgG se da por estimulo a sintese proteica local devido a
presenca do patdgeno 48 68.69

A proteina IgG é conhecida por fazer parte da imunidade passiva, como proteina
de defesa, transferida do leite colostral ao bezerro. Auxilia, juntamente com a proteina LF, na
protecdo do neonato contra infeccdes, até que consiga desenvolver seu proprio sistema
imunoldgico “ ®. A elevacdo da concentragdo da IgG em amostras de leite de vacas com
mastite vem sendo observada em outros estudos % % . Apesar de a proteina LF ser
considerada, por outros autores, um biomarcador potencial para mastite, os resultados obtidos
no presente estudo demonstram que a proteina IgG pode ser também um excelente marcador.
No presente estudo verificou-se que a diferenca nos niveis de concentracdo da proteina 1gG
foi observada em amostras de leite de vacas com mastite subclinica com CCS acima de
500.000cel/mL, engquanto que a diferenca na concentracdo nos niveis da proteina LF foi
observada em amostras de leite de vacas com mastite subclinica com CCS acima de 1.000.000
cél/mL. Infere-se, portanto, que a IgG é um marcador mais sensivel que a proteina LF.

Na avaliacdo dos resultados da concentracdo da proteina LPO (Tabela 3), pode-se
observar um aumento numérico em sua concentracdo em funcao do aumento do ECS, ou seja,
as amostras de leite de vaca com mastite subclinica, com resultado de CCS acima de 500.000
cel/mL, apresentaram as maiores concentragdes de LPO. Os estudos de Kawai et al. 2
Zhang et al. *° corroboram os resultados obtidos neste estudo. Assim como a LF, a LPO
também € classificada como um peptideo antimicrobiano, tendo papel importante no Sistema
Imune Inato da glandula maméria.

Os dados do presente estudo revelam que, ao se comparar resultados de amostras
de leite de vacas sadias e resultados de amostras de leite de vacas com mastite subclinica, a
diferenca ndo esta na expressdo nem na producdo das proteinas, mas sim em suas
concentracdes em funcdo do status sanitario da glandula mamaria. Ou seja, € possivel
identificar a maioria das proteinas em todas as amostras de leite analisadas, no entanto, a
diferenca esta no resultado de suas concentra¢fes em fungédo dos ECS.
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CONCLUSAO

e Em amostras de leite com altas CCS, ndo foram observadas alteracdes significativas
na concentracao de proteinas.

e As proteinas de alta abundancia do soro de leite tém sua concentragdo diminuida em
funcdo da severidade da IIM (alta CCS);

e Proteinas de defesa, como Lactoferrina, Lactoperoxidase e 1gG e IgM tém aumento
numérico visual em suas concentracfes quando se comparam amostras de leite de
vacas com mastite subclinica (alta CCS) e amostras de leite de vacas sadias.

e As proteinas Lactoferrina e 1gG constituem alvos em potencial para identificar vacas
com mastite subclinica a partir de amostras de leite, podendo ser consideradas

biomarcadores.
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CAPITULO 3 — CORRELACAO ENTRE O PROTEINOGRAMA DO LEITE DE
VACAS E PRESENCA DE MICRORGANISMOS
RESUMO

A mastite é a enfermidade mais comum em rebanhos leiteiros e sua etiologia é vasta, podendo
ser causada por diversos microrganismos. O perfil de proteinas no leite pode alterar de acordo
com o status sanitario da vaca com 0s microrganismos patogénicos, sendo que o estudo
dessas proteinas pode levar a um melhor entendimento da relagdo hospedeiro-parasito.
Objetivou-se avaliar o proteinograma de amostras de leite de vacas em lactacdo e
correlacionar com a presenga ou auséncia de microrganismos isolados e identificados de
amostras de leite de vacas aparentemente sadias, bem como, com a auséncia de isolamento e
identificagcdo de microrganismos em amostras de leite de vacas que compuseram 0 Universo
amostral. Foram coletadas 101 amostras de leite de vacas provenientes de duas propriedades
leiteiras localizadas no estado de Goids, sendo realizadas analises microbioldgicas, de
contagem de células somaticas e de eletroforese microfluidica lab —on — a chip. Os resultados
foram avaliados utilizando a estatistica descritiva e representagdes gréficas. Os
microrganismos isolados e identificados que apresentaram crescimento nas amostras coletadas
foram bactérias coagulase negativas do género Staphylococcus spp. (SCN), Arcanobacterium
pyogenes, Streptococcus spp, Staphylococcus aureus, Bacillus spp e leveduras. Ndo héa
evidéncia estatistica de que a média da concentracdo das proteinas presentes nas amostras de
leite de vacas seja diferente entre os grupos avaliados. Na comparacgéo entre as concentracdes
de cada proteina expressa em cada grupo de amostras, verificou-se diferenca estatistica na
concentragdo da proteina a-lactalbumina entre as amostras do grupo de leveduras e amostras
sem crescimento bacteriano. Concluiu-se infeccdes intramamarias causadas por SCN,
Corynebacterium spp., Streptococcus spp. e Arcanobacterium pyogenes ndo provocaram
alteracdes estatisticamente significativa na concentracdo das proteinas no soro de leite de
vacas em lactacdo; amostras de leite com altas CCS podem apresentar resultado negativo para
cultura microbiolégica; os SCN apresentaram maior frequéncia de isolamento em amostras de
leite de vacas em lactacdo, revelando caracteristicas de oportunistas e saprofitas desse
microrganismo; a infec¢do da glandula mamaria causada por leveduras provoca aumento
significativo da proteina a-lactoalbumina; sdo necessarios novos estudos que relacionem
diferentes agentes patogénicos causadores de mastite e a concentracao proteica do leite, a fim
de melhorar o entendimento da fisiopatologia da mastite e evidenciar a presenca, ou ndo, de
marcadores proteicos especificos para cada microrganismo visando o diagndstico de mastite.

Palavras-chave: Mastite, Microrganismo, eletroforese microfluidica
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Abstract

Mastitis is the most common disease in dairy herds and it may be caused by several
microorganisms. The milk protein profile can be altered according to healthy status of the cow
and with the pathogenic microorganisms , and the study of these proteins can lead to a better
understanding of the host-parasite relationship. The objective was to evaluate the
proteinogram of milk samples from lactating cows and to correlate with the presence or
absence of isolated and identified microorganisms from milk samples from apparently healthy
cows, as well as the absence of isolation and identification of microorganisms in samples of
Milk from cows that made up the sample universe. A total of 101 milk samples were collected
from cows from two dairy farms located in the state of Goids. Microbiological analyzes,
somatic cell counts and microfluidic electrophoresis of the lab-on-chip were performed. The
results were evaluated using descriptive statistics and graphical representations. The isolated
and identified microorganisms that showed growth in the collected samples were
Staphylococcus spp. Negative Coagulase, Arcanobacterium pyogenes, Streptococcus spp,
Staphylococcus aureus, Bacillus spp and yeast. There is no statistical evidence that the mean
concentration of the proteins present in cow milk samples is different between the groups
evaluated. In the comparison between the concentrations of each expressed protein in each
group of samples, a statistical difference was observed in the o-lactalboumin protein
concentration between samples from the yeast group and samples without bacterial growth.
Intramammary infections caused by SCN, Corynebacterium spp., Streptococcus spp. And
Arcanobacterium pyogenes did not cause statistically significant changes in whey protein
concentration in lactating cows; Milk samples with high CCS may present negative results for
microbiological culture; The SCN presented higher frequency of isolation in milk samples
from lactating cows, revealing opportunistic and saprophytic characteristics of this
microorganism; Infection of the mammary gland caused by yeast causes a significant increase
of a-lactalbumin protein; New studies are needed that relate different mastitis-causing
pathogens and milk protein concentration in order to improve understanding of the
pathophysiology of mastitis and to evidence the presence or absence of specific protein
markers for each micro-organism for the diagnosis of mastitis.

Key-words: Mastitis, microrganisms, microfluidic eletrophoresis
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1. INTRODUCAO

A mastite é considerada a enfermidade mais comum em rebanhos leiteiros, com
relevantes impactos econdmicos negativos em toda cadeia produtiva *’. De acordo com a
EMBRAPA 8 os gastos relacionados a sanidade do rebanho leiteiro e & qualidade do leite
foram estimados em 36% do total dos custos da producgdo e estdo relacionados a reducdo da
producdo e qualidade do leite, aumento do volume descartado, aumento da ocorréncia de
doencas concomitantes, além de maiores custos veterinarios (diagnosticos e farmacoldgicos) e
aumento da taxa de reposicdo animal > %10,

A etiopatogenia da mastite em bovinos é baseada em trés fatores principais: a
exposicdo ao microrganismo, mecanismos de defesa do organismo e condigdes do ambiente *
6. Usualmente, a mastite ocorre em resposta a uma infeccdo bacteriana intra-mamaria, mas
pode também ocorrer por infecgdes fungicas e de algas. Traumas mecanicos, térmicos ou
produtos quimicos também predispdem a ocorréncia de InflamagGes Intramamarias (11Ms) 1.

A etiologia da mastite bovina é vasta, e uma grande variedade de agentes
infecciosos foram associados a essa enfermidade. Comumente é dividida de acordo com a
forma de infeccdo, em contagiosa e ambiental, podendo ainda ser considerada oportunista. Os
principais microrganismos causadores de mastite contagiosa sdo Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Mycoplasma bovis e Corynebacterium bovis, 0s quais s&o
disseminados entre quartos mamarios infectados e diretamente para outras vacas durante a
ordenha 1216,

A mastite oportunista é causada por bactérias coagulase negativas do género
Staphylococcus spp., considerados saprofitos e geralmente sdo encontrados na pele dos tetos.
Os patdgenos relacionados a mastite ambiental sdo Streptococcus uberis, Streptococcus
dysgalactaie e Escherichia coli, além de outros microrganismos do grupo coliformes e
membros do género Enterobacter. As bactérias alcancam o teto do animal a partir do
ambiente, principalmente nos periodos entre as ordenhas 1216,

As infecgdes fungicas também sdo consideradas oportunistas e se estabelecem
quando os mecanismos de imunidade inata estio reduzidos no organismo da vaca °. As
principais espécies associadas sdo Cryptococcus neoformans e Candida albicans. A
contaminacdo ambiental é a principal fonte de infeccdo da glandula mamaria, sendo
transmitida por ordenhadeiras mecanicas, maos do ordenhador e outros materiais, sobretudo,
guando se observa higiene inadequada. LesGes nos tetos também podem predispor a

ocorréncia da infeccdo 7 10,
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Outra classificacdo da mastite baseia-se na forma de apresentacdo, em clinica e
subclinica. A primeira forma apresenta sinais sistémicos de infecgdo e sinais clinicos locais,
como inchago, aumento de temperatura, rigidez e dor na glandula mamaria, além de
alteracBes na composicao e aparéncia do leite secretado, como a presenca de grumos e pus "
1721 34 na forma subclinica ndo sdo observadas alteragdes macroscopicas no leite ejetado,
mas sim alteracdes em sua composi¢do do leite, aumento da contagem de células somaticas
(CCS) e reducéo na quantidade de leite produzido 171821,

Para que o controle de mastite no rebanho seja bem-sucedido é necessario o
diagndstico répido e eficiente das vacas com a enfermidade. A detec¢do da mastite clinica
pela inspecdo visual, palpacdo e observacdo das caracteristicas do leite secretado é
relativamente facil e rotineira. No entanto, € importante que a mastite subclinica também seja
identificada. Por ndo apresentar sinais clinicos locais ou alteracdo nas caracteristicas
morfologicas do leite, vacas com mastite subclinica podem ndo ser corretamente
diagnosticadas e permanecerem sem tratamento 1 2% 22 contribuindo com o aumento da CCS
no leite produzido e a diminuicao da producéo de leite no rebanho * 22 23,

Um dos primeiros passos para a implantacdo de um programa de controle de
mastite consiste na determinacdo das frequéncias das IIMs clinica e subclinica 2% 24,
Informacdes sobre a prevaléncia e distribuicdo das bactérias contagiosas e ambientais junto
com a identificacio dos fatores de risco sdo decisivas no controle e prevencdo da doencga > ©
1625 Complementam o programa de controle de mastites, a realizacdo de analises
microbiol6gicas, uma vez que possibilitam o isolamento e a identificacdo do agente
etiologico®® 24,

Tradicionalmente, a anélise de CCS e a cultura bacteriana sdo métodos de
referéncia para detectar vacas com mastites subclinicas, mas a identificacdo de novos
marcadores pode auxiliar no diagnostico dessa enfermidade em diferentes estagios e por
diferentes agentes etioldgicos 25 27

O perfil de proteinas do soro no leite pode alterar de acordo com o status sanitario
da glandula mamaria da vaca e com 0s microrganismos patogénicos presentes, sendo que o
estudo dessas proteinas pode levar a um melhor entendimento da relagcdo hospedeiro-agente.
Isto posto, objetivou-se avaliar o proteinograma de amostras de leite de vacas em lactacéo e
correlacionar com a presenca ou auséncia de microrganismos isolados e identificados de
amostras de leite de vacas aparentemente sadias, bem como, com a auséncia de isolamento e
identificacdo de microrganismos em amostras de leite de vacas que compuseram 0O universo

amostral.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Selecéo das propriedades

Para o presente estudo foram selecionadas duas propriedades tendo como base o
namero de animais em lactacdo, as benfeitorias existentes e a facilidade de acesso. Uma das
propriedades encontra-se localizada no municipio de Goiénia e a outra no municipio de Goias.
As vacas utilizadas neste estudo eram principalmente das racas Holandesa e vacas mesticas,
com média de 5 anos de idade e 19 litros de producdo média diaria. A coleta das amostras foi
realizada em vacas aparentemente sadias que ndo apresentavam sinais clinicos de doencas,
como a mastite. As duas propriedades possuiam sistema de ordenha mecanica provido de
medidor e tanque de refrigeracdo para armazenamento do leite ordenhado.

A propriedade localizada no municipio de Goiania possuia 52 vacas em lactacao e
realizava duas ordenhas por dia em equipamento circuito fechado. Sdo animais mesticos
oriundos do cruzamento entre as ragas Jersey e Holandesa. As vacas possuiam idade média de
5 anos e producao média de 17 litros.

A propriedade localizada no municipio de Goias possuia 181 vacas em lactacao,
todas da raca Holandesa, com média de idade de 5 anos e producdo média de 23 litros. Destas
181 vacas, 52 eram ordenhadas trés vezes ao dia, e 129 eram ordenhadas duas vezes ao dia.
Para o presente estudo, foram coletadas amostras de leite das 52 vacas que eram ordenhadas
trés vezes ao dia. A coleta de amostras de apenas uma ordenha pode ser realizada quando 0s
intervalos entre as ordenhas sdo iguais. No presente estudo, foram coletadas amostras das 52

vacas, na ordenha do meio do dia, visto que o intervalo entre as ordenhas era de 8 horas.

2.2. Amostras de leite dos quartos mamarios

A coleta de amostras para analise microbioldgica foi realizada em conformidade
com as recomendagcdes do National Mastitis Counci (NMC) 2. No momento da ordenha, apds
a realizacdo do procedimento de pré-dipping e da ordenha dos primeiros jatos em caneca de
fundo preto, aliquotas de leite foram coletadas e armazenadas em frascos esterilizados. As
amostras compostas por leite dos quartos mamarios de cada vaca foram coletadas perfazendo
um volume de aproximadamente 10 mL. A fim de simular a rotina da ordenha, ndo foi
utilizado o alcool 70% para assepsia dos tetos como preconiza 0 NMC 28,

Para a analise de proteinograma do leite e CCS, amostras individuais de cada vaca
foram representativas de uma ordenha completa de cada animal, em um periodo de 24 horas.

A coleta do leite em ordenhadeira mecéanica de circuito fechado foi realizada com o auxilio de
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medidores, visando o preenchimento dos frascos. Apds a ordenha completa, foi realizada a
agitacdo do leite e o volume de 40 mL vertido nos frascos de coleta. A coleta foi realizada em
duplicata, sendo que um dos frascos continha uma pastilha de Bronopol® (D&F Control
Systems, Dublin) para a conservacdo do leite visando a analise de CCS, e outra ndo continha
conservante e destinava-se a analise de proteinas.

Todas as amostras foram identificadas (animal, data) e acondicionadas em caixas
isotérmicas, contendo gelo reciclavel. As amostras colhidas para analises de Proteinograma e
microbiologicas foram encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos
Multiusuério do Centro de Pesquisa em Alimentos, da Escola de Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Goias (CPA/EVZ/UFG), para armazenamento e posterior realizacdo
de analises. As amostras colhidas para analise de CCS foram encaminhadas ao Laboratorio de
Qualidade do Leite do CPA/EVZ/UFG.

2.3. Anélise microbiolégica
O processamento das amostras, bem como o isolamento e a identificacdo dos
microrganismos causadores de mastite, foi realizado de acordo com o NMC 2. Foram
inoculados 10uL das amostras de leite em placas de agar sangue desfibrinado de carneiro a
5% e incubadas a temperatura de 37°C por um periodo de 48 horas. Apos esse periodo, as
unidades formadoras de coldnias (UFCs) que apresentaram crescimento foram submetidas a
coloracdo de Gram, anélise de perfil de hemolise e morfologia. Apds o teste de Coloracdo de

Gram, foram realizados testes bioquimicos para diferenciar géneros e espécies (Figura 1).
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Figura 1: Etapas/Esquema da analise microbioldgica realizada
Fonte: Adaptado de National Mastitis Council (1987)

2.4. Contagem de Células Somaticas
As andlises de CCS foram realizadas no LQL/CPA/EVZ/UFG em equipamento
Fossomatic 500 Basic® (FOSS ELECTRIC A/S, HILLEROD, DENMARK, 2000), cujo

principio analitico baseia-se na citometria de fluxo, sendo o resultado expresso em células/mL
24

2.5. Anélise do proteinograma do leite

Apo6s a coleta, as amostras de leite cru foram encaminhadas ao Laboratério de
Microbiologia de Alimentos Multiusuario do CPA/EVZ/UFG, onde passaram por uma etapa
de centrifugacdo a 1.200 xg para separacdo e retirada da gordura e, em seguida, foram
congeladas e armazenadas em congeladores a temperatura de -80°C para posterior realizagdo
da analise de Proteinograma.

A analise de separacdo das proteinas, denominada de Proteinograma, foi realizada
no equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer ® (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha)
utilizando o Agilent Protein Kit 230, o qual é capaz de identificar e quantificar proteinas com

peso molecular entre 14 e 230 kDa. As analises foram realizadas no Laboratorio Multiusuario
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de Biotecnologia do Instituto de Patologia Tropical e Saide Publica da Universidade Federal
de Goids. O principio analitico do ensaio utilizado para a separacdo das proteinas das
amostras de leite foi a eletroforese microfluidica em microchip (lab-on-a-chip), de acordo
com o protocolo estabelecido pelo fabricante.

A eficiéncia da analise foi verificada a partir do resultado da corrida eletroforética
do Ladder (marcador de peso molecular) (Figura 2). O resultado da analise do ladder deve
apresentar dois picos de menor e maior peso molecular (Lower Marker e Upper Marker,
respectivamente); outros sete picos, a base do eletroferograma deve ser limpa, lisa e sem
ruidos, e cada pico deve ter pelo menos 20 unidades de fluorescéncia (FU) maior que o
registrado na base.

As analises de eletroforese microfluidica tiveram padrbes conhecidos por meio da
corrida de proteinas purificadas: albumina (ALB), a-lactalbumina bovina (a-LA), (-
lactoglobulina (3-LG), lactoferrina (LF) e imunoglobulina G (1gG) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA) (Figura 3).

Lower Marker Upper Marker

Ladder

Sete picos de proteinas

)

o
I S @9

T L] L2 L] 1
15 20 25 30 35 40 45 [s]

FIGURA 2: Eletroferograma do marcador de peso molecular Ladder
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Figura 3: Representacdo grafica dos picos de proteinas purificadas (a-lactalbumina, B-

lactoglobulina, albumina, lactoferrina e 1gG) e respectivo pelo molecular (kDa).

A partir dos resultados da eletroforese microfluidica e da avaliacdo dos
eletroferogramas foi possivel identificar e denominar as proteinas do soro do leite obtidas nos
eletroferogramas de acordo com o0 peso molecular expresso. Os picos de proteinas
identificados nas amostras foram comparados com resultados de analise de eletroforese
microfluidica de padrdes de proteinas purificada e com padrGes de proteinas identificadas da
literatura (Quadro 1).



Quadro 1: Proteinas do soro e peso molecular correspondente
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Proteina

Padrdo de Peso Molecular

a- lactalbumina (o-LA)

14 kDa*

B-lactoglobulina Pico 1 (B-LG pico 1) 16,5 kDa*
B-lactoglobulina Pico 2 (B-LG pico 1) 19,9 kDa*
IgG cadeia leve 30,8 kDa*
IgG cadeia pesada 60,8 kDa*
IgM 70kDa***
Albumina (ALB) 67,8 kDa*
Lactoperoxidase (LPO) 80kDa**

Lactoferrina (LF) 93 kDa*

Fonte: *Padrdes de peso molecular informado pelas proteinas purificadas (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA); ** Che et al. 8”; *** Hurley e Theil %,

2.6. Analise Estatistica

Foi utilizado um delineamento inteiramente ao acaso com oito tratamentos, no

qual cada grupo de microrganismo foi considerado um tratamento. Os dados foram analisados

utilizando a estatistica descritiva e representagdes graficas. A andlise de variancia (ANOVA)

com um fator fixo foi utilizada para avaliar as modifica¢cdes das proteinas do soro de leite em

relacdo ao Escore de Células Somaticas, seguida do teste post-hoc Mann-Whtiney U

(comparacédo 2 a 2) para a identificacdo das diferencas especificas nas variaveis em questao,

seguindo o critério de significancia estatistica estabelecido (p < 0,05).

Os programas utilizados para a realizacdo das analises estatisticas foram SPSS-

version 19.0 e software R 2°.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Andlise microbioldgica das amostras de leite de vacas

Foram coletadas 104 amostras e analisadas microbiologicamente um total de 101
amostras de leite de vacas, sendo que, 29 ndo apresentaram crescimento microbiano. Os
microrganismos isolados e identificados foram bactérias coagulase negativas do género
Staphylococcus spp.  (SCN); Corynebacterium spp.; Arcanobacterium pyogenes;
Streptococcus spp.; Staphylococcus aureus; Bacillus spp. e leveduras. Quatro amostras foram
coletadas de vacas em tratamento com antibiético (ATB) e ndo apresentaram crescimento
bacteriano (Figura 4).

Do total das amostras coletadas de leite de vacas, 54 (53%) indicavam presenca de
mastite subclinica com CCS maior que 200.000 cel/mL. O restante das amostras (47%)
apresentou CCS menor que 200.000 cel/mL, sendo que o menor valor obtido foi 15.000
cel/mL e o maior valor 4.234.000 cel/mL. Devido a importancia da enfermidade e de seu
diagnostico, a frequéncia da mastite subclinica vem sendo discutida em diferentes paises.
Estudo realizado em rebanhos leiteiros da Poldnia foi observada uma taxa de prevaléncia de
mastite subclinica de, aproximadamente, 36,7% 2L,

No tocante, a frequéncia de mastite bovina ao redor no mundo, a literatura cita
56% de infecgdo intramamarias no Quénia *°, 31% na Finlandia 3!, 86,2% na Uganda *?,
85,33% na Nigéria 3, 46% na India 34, 64,3% na Eti6pia %, 26,3% no Canada 6. No Uruguai,
a frequéncia de mastite subclinica observada foi 52,4% %’. Nos Estados Unidos da América,
entre 10 e 20% das propriedades leiteiras possuem média de CCS de amostras de leite de
tanque de refrigeracdo maior que o limite maximo permitido, 400.000 cel/mL, o que indica
gue mais de 80% das fazendas leiteiras americanas possuem um controle de mastite de
rebanho ineficiente %,

Estudos de prevaléncia de mastite subclinica em rebanhos brasileiros reportaram
percentual de 15,6% %; 65% 2°; 41,10% °; 15,4% *.. Portanto, o percentual encontrado no
presente estudo, 53%, encontra-se dentro da amplitude de variacdo citada na literatura, ou
seja, 15,4% a 65%.

No presente estudo, 25% (29/101) das amostras de leite de vacas ndo
apresentaram crescimento microbiano, e destas, 12 (41%) apresentaram resultado de CCS
superior a 200.000 cel/mL, indicando a ocorréncia de mastite subclinica. Apesar da cultura
bacteriana ser o0 método de referéncia para a identificacdo de microrganismos causadores de

mastite, a técnica possui algumas limitacbes, como nos casos nos quais 0 crescimento
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bacteriano ndo ocorre. Isso pode ser devido a varias causas, entre elas: baixa concentracéo do
patdgeno na amostra de leite, eliminacdo espontdnea da infeccdo pela glandula maméria,
localizagdo intracelular de determinados patdgenos e substancias enddgenas inibitorias que
estdo presentes no leite que diminuem a viabilidade do crescimento bacteriano, dentre elas a
Lactoferrina (LF), Lactoperoxidase (LPO), entre outras, tais como o0 ambiente de incubacdo, a
seletividade e disponibilidade de nutrientes no meio de cultura "%

Porcentagem de microrganismos
identificados

B Sem crescimento

B SCN

I Corynebacterium spp.
W Streptococcus spp.

B S. aureus

[ A. pyogenes

[ Leveduras

[ Bacillus spp.

COATB

Figura 4: Representacdo grafica da identificacdo dos microrganismos isolados das amostras de

leite de vacas em lactacéo coletadas.

Resultados semelhantes foram obtidos em outros estudos, nos quais em torno de
30% das amostras de leite provenientes de vacas com mastite clinica ou subclinica, quando
analisadas pelo método de bacteriologia convencional, ndo apresentaram crescimento
bacteriano 3% 414243,

Os microrganismos isolados com maior frequéncia no presente estudo foram do
grupo SCN, presentes em um terco das amostras de leite. Outros microrganismos, em ordem
crescente de frequéncia de ocorréncia, foram Corynebacterium spp.; Streptococcus spp.;
Leveduras; A. pyogenes, S. aureus e Bacillus spp. Outros estudos também observaram maior
frequéncia de isolamento por microrganismos do grupo SCN em amostras de leite de vacas.
Assim, Sztachanska et al. (2016) observaram que 31,6% dos animais apresentavam mastite

subclinica causada por SCN, seguido por Streptococcus spp. (15,6%); S. aureus (12,1%) e
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fungos (12,2%). Busato et al. *4, Piepers et al *° e Levison et al. *® também relataram o SCN
como principal microrganismo isolado de amostras de leite de vacas. No estudo de Busato et
al. *, realizado com amostras de leite de vacas provenientes de propriedades leiteiras da
Suica, 51% dos isolados de microrganismos de amostras de leite por microbiologia
convencional eram SCN, seguido de Corynebacterium bovis (35%), Streptococcus spp.
(17,5%), S. aureus (12%), Escherichia coli e Streptococcus agalactiae (menor que 1%).

De acordo com Saab et al. ** em 32,9% das amostras de leite de vacas da regifo de
Nova Tebas, Parana, foi possivel isolar microrganismos do grupo SCN, seguido de
Streptococcus spp., Corynebacterium bovis, Staphylococcus coagulase positivo, bacilo Gram
negativo, Corynebacterium spp. e Candida spp.

A maior prevaléncia dos microrganismos do grupo SCN pode ser explicada, em
partes, por suas caracteristicas ambiental, saprofita e oportunista ® % ou seja, sdo
microrganismos que estdo presentes tanto no ambiente dos animais quanto na pele dos tetos e
Uberes das vacas, causando a enfermidade em conjunto com outros microrganismos. No
presente trabalho, oito amostras de leite apresentaram crescimento para o grupo SCN
concomitantemente com outros microrganismos.

As bactérias do grupo SCN sédo consideradas mais comumente associadas a |1Ms,
denominadas frequentemente como “patégenos menores” *’°°. No entanto, a relevancia
clinica deste grupo é controversa %2, pois sdo associados tanto a casos de mastites
subclinicas e clinicas de intensidade leve, quanto a casos cronicos de mastites, com relatos de
producéo de fatores de viruléncia e aumento da CCS 13 39 50.53-55,

Em estudo realizado com amostras de leite coletadas de tanques de refrigeracéo de
propriedades leiteiras, De Visscher et al. % puderam observar que o grupo SCN é altamente
prevalente, podendo ser originario do ambiente da vaca e da pele do teto e do ubere. Alguns
autores afirmam que maior prevaléncia deste grupo de microrganismo em amostras de leite de
vacas com mastite subclinica pode estar associada a higiene inadequada nos locais de ordenha
e maos de manipuladores e & contaminacido ambiental *°.

No presente estudo, as amostras de leite de vacas que revelaram presenca do
grupo SCN apresentaram diferentes resultados para CCS, sendo que o menor valor encontrado
foi 26.000 cel/mL e o maior 3.274.000 cel/mL. Do total das amostras, 24 (67%) apresentaram
CCS maior que 200.000 cel/mL, indicando um quadro de mastite subclinica. A ocorréncia de
microrganismos do género SCN em amostras de leite de vacas com mastite subclinica tem

sido relatada em outros estudos, os quais reportam frequéncias variadas, tais como, 5,74% °7;
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18,60% °8; 74,60% “°; 27% % 32,3% *°. Em um estudo realizado com amostras de leite de
vacas de rebanhos localizados nos Agores, Portugal, foi observado que 100% das amostras de
leite de vacas revelaram a presenca do género SCN ®, confirmando a caracteristica de
patdgeno emergente relatado em outro estudo 2.

Todas as amostras de leite nas quais estava presente o agente A. pyogenes também
apresentaram crescimento concomitante com outros microrganismos, como Corynebacterium
spp., Streptococcus spp. e SCN. Esse fato pode estar relacionado a caracteristica oportunista
do microrganismo que pode ser, potencialmente, transferido do ambiente contaminado para a
glandula mamaria durante a ordenha 8.

A frequéncia de microrganismos do género Corynebacterium spp. foi de 27% (32
amostras). Destas, 14 (43,75%) amostras indicavam a ocorréncia de mastite subclinica em
funcdo do resultado de CCS apresentado (CCS > 200.000 cel/mL). A presenca de
Corynebacterium spp. em amostras de leite de vacas com mastite subclinica tem sido também
reportada em outros estudos. Martins et al. (2010), em estudo realizado em Cuiaba (MT);
evidenciaram Corynebacterium spp. como o principal causador de mastite subclinica em
vacas, com frequéncia de (34,4%). Oliveira et al. *° obtiveram frequéncia de 4,8%; Barbalho e
Mota, °8 encontraram frequéncia de 27,91% de Corynebacterium spp. isolados de amostras
de leite de vacas.

A alta ocorréncia observada de Corynebacterium spp. pode estar relacionada a
ineficiéncia da etapa de pds-dipping durante a ordenha, uma vez que a desinfeccdo do teto
apos a ordenha previne a contaminagdo cruzada dos microrganismos patogénicos contagiosos
entre vacas durante a ordenha 26,

A frequéncia de isolamento de Streptococcus spp. foi de 5% nas amostras de leite
e, deste percentual, metade (50%) foram provenientes de vacas com mastite subclinica, com
média de CCS de 291.000 cel/mL. Barbalho e Mota %8 reportaram frequéncia de
Streptococcus spp em amostras de leite de 4,65%. Por sua vez, Oliveira et al. * relataram uma
frequéncia de 4,8% de crescimento de Streptococcus spp. em amostras de leite provenientes
de vacas com mastite subclinica. Esses resultados corroboram os encontrados no presente
estudo.

Outro dado relevante obtido neste estudo foi a presenca de leveduras em amostras
de leite de vacas na frequéncia de 4%. Dentre as amostras, apenas uma nao indicava mastite
subclinica, as outras trés amostras de leite apresentaram resultado médio de CCS de 1.217.000
cel/mL. Um tema emergente em propriedades leiteiras é a mastite causada por leveduras.

Diferentes frequéncias de mastites por leveduras tém sido relatadas, como 9,6% 2, 7,07% %, e



56

12,2% %L, Frequéncias menores, as quais variam entre 4,5% e 1,25, também foram observadas
10.41,57.84 ' As infecgOes por leveduras sdo associadas, principalmente, as condicdes improprias
do ambiente e praticas inadequadas de higiene de ordenha. Tratamentos prolongados com
administracdo intramamarias de antibioticos também favorece a colonizacdo da glandula

mamaria por leveduras 0 216364

3.2. Andlise descritiva do Proteinograma de acordo com os microrganismos isolados
A analise de eletroforese microfluidica para determinacdo do Proteinograma foi
realizada em 73 amostras de leite de vacas, uma vez que 28 amostras foram consideradas

inaptas para a realizacdo do ensaio (Figura 5).

Analise de proteinograma - 73 amostras

e 20 amostras sem crescimento microbiano;

e 20 amostras com crescimento de bactérias do género SCN;

e 18 amostras com crescimento de bactérias do género Corynebacterium spp.;
e 6 amostras com crescimento de bactérias do género Streptococcus spp.;

e 4 amostras com crescimento de leveduras;

e 3 amostras com crescimento de bactérias A. pyogenes;

e 2 amostras com crescimento de bactérias S. aureus

Figura 5 — Representacdo esquematica do numero de amostras de leite de cada grupo de
microrganismos utilizadas para analise de proteinograma.

Os resultados do Proteinograma (Figura 6) de cada amostra de leite analisada pela
técnica de eletroforese microfluidica foram agrupados de acordo com o microrganismo
isolado e identificado. A partir da média do total da concentracdo das proteinas do soro de
leite obtidas em cada amostra, foi possivel realizar uma analise descritiva para avaliacdo da
diferenca entre a concentracdo total de proteinas expressas nas amostras de leite de vacas e o
microrganismo presente (Tabela 1) (Figura 7).

A analise de variancia (ANOVA), ao nivel de significancia de 5%, revelou que
ndo ha evidéncia estatistica significativa (p > 0,05) de que a média da concentragdo das
proteinas do soro presentes nas amostras de leite de vacas seja diferente entre 0s grupos
avaliados. No entanto, pode-se observar na Tabela 1 que as amostras de leite de vacas do
grupo “sem crescimento” apresentaram média numérica da concentracdo de proteinas
expressas maior que a média da concentragdo de proteinas das amostras de leite dos outros

grupos amostrais. Um fator que pode explicar, em parte, esse resultado é a diminuigdo da
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concentracdo das proteinas de alta abundéncia no soro do leite (a-LA e B-LG) na ocorréncia

de mastites 1 6% 66,
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Figura 6: Representacdo gréafica da concentracdo total das proteinas expressas de
acordo com o0 grupo de microrganismos presentes nas amostras de leite de

vacas. Goiania — GO, 2017.
Tabela 1: Analise descritiva da diferenca de concentracdo total das proteinas expressas nas

amostras por microrganismo identificado, Goiania-GO, 2017.

Desvio- Log (concentracéo)

Microrganismo N*  Media padrio Meédia Desvlo
-padrdo
Concentracdo  sem crescimento 224 1571,35 5408,32
(ng/ul) SCN 219 1219,28 1815,70 259 0,80
Corynebacterium 194 1389,35 2292,09 2,55 0,86
Streptococcus 62 857,40 1071,16 2,36 0,90
Leveduras 48 1230,45 1507,66 2,55 0,87
S. aureus 21 124559 1392,70 2,66 0,81
A. pyogenes 29 843,20 866,23 2,49 0,79

*N — nimero de proteinas identificadas.
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A comparacdo da concentragdo das proteinas do soro de leite entre as amostras

que analisadas pode ser visualizada na Tabela 2. Devido ao baixo numero de amostras

analisadas para a proteina IgM, nédo foi possivel a realizacdo de testes estatisticos. De igual

forma ndo foi possivel comparar a concentracdo das proteinas identificadas nas amostras de

leite contaminadas com S. aureus.

Tabela 2: Analise descritiva da variavel concentracdo das proteinas identificadas nas amostras

leite de acordo com o resultado da analise microbiologica, Goiania-GO, 2017.

) Variavel _ _ o _
Proteina Microrganismo N*  Média  Desvio-padrédo
(ng/uL)
sem crescimento 18 1281,22 1346,17 a, ab
SCN 16 1498,24 1593,57 a, ab
Corynebacterium 16 1243,84 1276,09 a, ab
a-LA  Concentracdo
Streptococcus 4 600,15 836,98 a, ab
Leveduras 4 4395,10 1171,22 b
A. pyogenes 2 723,95 990,02 a, ab
sem crescimento 10 70,41 61,03 a
SCN 10 1440,36 2898,39 a
Corynebacterium 12 425,20 1319,90 a
LPO Concentracdo
Streptococcus 6 32,03 36,98 a
Leveduras 2 1017,55 1386,14 a
A. pyogenes 2 25,40 11,03 a
sem crescimento 20 262,46 369,15 a
SCN 18 540,69 1149,40 a
_ Corynebacterium 16 409,86 639,09 a
LF  Concentragéo
Streptococcus 6 252,63 216,50 a
Leveduras 4 232,95 294,24 a
A. pyogenes 3 386,20 232,68 a
sem crescimento 19 618,35 485,12 a
B-LG SCN 19 123446 907,06 a
) Concentracéo )
pico 1 Corynebacterium 18 1304,11 1501,55 a
Streptococcus 6 889,65 559,31 a
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Leveduras 4 888,48 930,21 a
A. pyogenes 3 1028,40 92,43 a
sem crescimento 20 688,01 946,24 a
SCN 17 412,15 299,94 a
B-LG _ Corynebacterium 18 454,94 546,58 a
) Concentragéo
pico 2 Streptococcus 6 349,75 136,41 a
Leveduras 4 402,03 337,83 a
A. pyogenes 3 338,00 71,23 a
sem crescimento 16 2105,38 3291,45 a
SCN 15 1159,83 1017,82 a
Corynebacterium 14 901,96 1156,76 a
ALB Concentracéo
Streptococcus 4 909,58 1581,99 a
Leveduras 4 1387,50 1210,84 a
A. pyogenes 2 117,05 137,11 a
sem crescimento 19 1854,94 1232,41 a
G SCN 20 2466,93 1223,28 a
: ) Corynebacterium 17 2927,65 2642,87 a
cadeia Concentragéo
Streptococcus 6 1617,70 859,07 a
pesada
Leveduras 4 2657,30 690,91 a
A. pyogenes 3 1960,50 65,58 a
sem crescimento 20 2785,63 2746,57 a
G SCN 20 2304,40 1408,34 a
: ) Corynebacterium 18 3128,42 3469,95 a
cadeia Concentragéo
| Streptococcus 6 2160,88 1323,03 a
eve
Leveduras 4 194170 1219,42 a
A. pyogenes 3 2175,47 576,71 a

*N — nimero de proteinas identificadas

Legenda: A diferenca estatistica entre as médias esté representada por letras diferentes. Letras

iguais ndo apresentam diferenca estatistica (valor p > 0,05).

Ao avaliar estatisticamente as diferencas entre as concentragdes de cada proteina,

expressas em cada grupo de amostras, verificou-se que, houve diferenga estatistica (p < 0,05)

entre as amostras do grupo de Leveduras e do grupo sem crescimento na concentracdo da

proteina a-LA, que apresento um aumento de trés vezes na concentragdo da proteina a-LA nas
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amostras de leite de vacas contaminadas com leveduras quando comparadas com as amostras
de leite de vacas sem crescimento microbiano.

Em casos de mastite, a concentragdo da proteina a-LA no leite tende a diminuir,
sendo que, por outro lado, ocorre 0 aumento de outras proteinas com efeito antimicrobiano e
anti-inflamatdrio 1 %. O resultado obtido no presente estudo pode indicar uma caracteristica
das infeccBes intramamarias por leveduras. Suspeita-se que essas infec¢Ges possam provocar
alteracdo da concentracdo de proteinas, levando ao aumento da concentracao de a-LA, ao
contrario do que acontece nas infec¢des intramamarias bacterianas.

A concentracdo das proteinas do soro de leite relacionadas a defesa do hospedeiro
(LPO, LF, IgG) foram visualmente maiores nas amostras de leite de vacas com isolamento de
microrganismos quando comparada com as amostras de leite de vacas sem crescimento de
microrganismos. Para a proteina LPO 0s grupos com maiores concentracfes foram SCN,
Leveduras e Corynebacterium spp. Para a proteina LF, as maiores concentragdes ocorreram
nas amostras dos grupos SCN, Corynebacterium spp. e A. pyogenes. As concentracfes de
proteina 1gG foram maiores para os grupos Corynebacterium spp.; Leveduras; SCN e A.
pyogenes. No entanto, esse aumento nao foi diferente estatisticamente (p > 0,05).

Diversos estudos com amostras de leite oriundos de vacas com mastite apontam a
reducdo na concentracdo das proteinas maiores do leite e aumento na concentracdo das
proteinas com atividades imunomodulatérias e de defesa do organismo, como a LF, 1gG e
LPO * 8, Estudos prévios sobre o perfil de proteinas do leite de vacas e sua relagdo com a
presenca de diferentes microrganismos sao escassos. Em geral realizam comparacdes entre
apenas dois tipos diferentes de microrganismos e, até mesmo, entre diferentes cepas de
mesma espécie de microrganismos.

Esses estudos tém como objetivo comparar os perfis de proteinas entre amostras
de leite de vacas sadias e amostras de leite de vacas com mastite clinica ou subclinica, além
de comparar com perfis proteinas de amostras de leite de vacas com infec¢do por diferentes
microrganismos, sendo a maioria deles S. aureus, Escherichia coli e Streptococcus spp. 1% 6
69—71_

No presente estudo, ndo se observou aumento significativo (p > 0,05) da
concentracdo das proteinas de defesa nas amostras de leite sem crescimento microbiano.
Porém, outros estudos reportaram diferengas na expressdo e na concentracéo de proteinas de
defesa presentes em amostras de leite de vacas sadias quando comparadas com amostras de
leite contaminadas com microrganismos % . 872 Ajinda neste estudo, observou-se a

diminuicdo na concentracao das proteinas de grande abundancia do leite em amostras de leite
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de vacas com mastites, como a a-LA e B-LB. Esse resultado é corroborado por Thomas et
al.%.

A LF é uma proteina presente no leite que auxilia na defesa da glandula mamaria,
sendo que, durante as infec¢des, sua concentracdo pode aumentar significativamente. Possuli
atividades imunomodulatdrias com efeito bacteriostatico, sendo capaz de se ligar ao ferro
disponivel e competir com as bactérias invasoras 3. Outro mecanismo de defesa relatado s&o
as interacdes com a parede celular de bactérias Gram-positivas, como os Staphylococcus spp.
e 0s Streptococcus spp. 2. No presente estudo observou-se predominancia de bactérias Gram-
positivas, no entanto, apesar de observar um aumento da concentracdo de LF nas amostras de
leite de vacas com presenca de microrganismos, esse aumento ndo foi estatisticamente
significativo.

Neste estudo, ndo foi possivel observar alteracdo no nivel da proteina LF nas
amostras de leite com presenca de leveduras, mas sim o aumento da concentra¢do da proteina
a-LA.

A atividade antifungica da LF também foi descrita em alguns estudos realizados
in vitro "7, Os efeitos fungicidas estdo relacionados a capacidade de se ligar ao ferro, as
interacdes nas membranas celulares das leveduras que levam a alteragdes na permeabilidade
das células. A proteina LF é capaz de inibir o crescimento e matar diferentes espécies e
isolados clinicos de fungos "+77.

A proteina a-LA possui diferentes fungdes nas células mamarias secretoras,
participando da producdo da enzima lactose-sintetase, responsavel por catalisar a biossintese
da lactose na glandula mamaria. A a-LA possui também um forte sitio de ligacdo ao Célcio,
sendo utilizada frequentemente como um modelo de proteina ligadora ao Calcio 8.

Ambientes com altas concentracdes de calcio livre auxiliam na viabilidade e
sobrevivéncia de leveduras frente a situacdes de estresse. Na presenca de calcio, as leveduras
possuem uma maior atividade enzimética antioxidante, ocorre a diminui¢cdo do acimulo de
espécies de oxigénio reativas (ROS) nas células leveduriforme, as quais possuem efeito
microbicida e ainda auxiliam na reducdo da injdria oxidativa intracelular ™.

Pelligrini et al. 8 também observaram a producio de trés peptideos bactericidas
apos a digestdo proteolitica da a-LA por tripsina e quimiotripsina. Esses peptideos
demonstraram agdo contra microrganismos Gram-positivos, sugerindo uma funcéo
antimicrobiana da o-LA ap6s a digestdo desta por endopeptidases. O aumento da
concentragdo da a-LA em amostras de leite provenientes de vacas com infec¢do por

leveduras observado no presente estudo pode ser explicado, em parte, pela producdo de
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peptideos antimicrobianos, derivados de tal proteina, ¢ ainda pela capacidade da a-LA de se
ligar ao Calcio do ambiente mamario tornando-o indisponivel para a levedura, deixando esse
microrganismo mais suscetivel as defesas do hospedeiro. No entanto, sdo necessarios novos
estudos sobre essa relacdo a fim de definir e estabelecer as reais alteracbes no proteinograma
que ocorrem em amostras de leite de vacas com mastite causada por leveduras.

Sabe-se que a resposta imunoldgica de um organismo frente a IIM é variavel.
Além de fatores relacionados ao proprio animal, ela depende também do microrganismo
patogénico e do estagio da infeccdo. A mastite constitui uma das maiores causas de variacdo
na composicdo e qualidade do leite. Dessa forma, avaliagdes das mudangas nos perfis de
concentracdo de proteinas do soro de leite proveniente de vacas enfermas podem aumentar o
entendimento dos efeitos da composicdo na producdo de derivados lacteos, na biologia
mamaria, na funcdo imune da glandula mamaria, além de identificar potenciais biomarcadores

para deteccdo precoce dessa enfermidade 8182,
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CONCLUSAO

e InfecgBes Intramamarias causadas por SCN, Corynebacterium spp., Streptococcus
spp. e Arcanobacterium pyogenes ndo provocaram alteraches estatisticamente
significativa na concentracdo das proteinas do soro de leite de vacas em lactacao

e Amostras de leite com altas CCS podem apresentar resultado negativo para cultura
microbiologica;

e Os SCN apresentaram maior frequéncia de isolamento em amostras de leite de vacas
em lactacdo, revelando caracteristicas de oportunistas e sapréfitas desse
microrganismo;

e A infeccdo da glandula mamaria causada por leveduras provoca aumento significativo
da proteina a-lactoalbumina;

e Sd0 necessarios novos estudos que relacionem diferentes agentes patogénicos
causadores de mastite e a concentragdo proteica do leite, a fim de melhorar o
entendimento da fisiopatologia da mastite e evidenciar a presenca, ou nao, de
marcadores proteicos especificos para cada microrganismo visando o diagndstico de

mastite.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

O leite ¢ um dos alimentos mais completos e com maior riqueza de nutrientes
utilizados na dieta humana, além de constantemente relacionado entre as principais fontes de
calcio, proteina e vitaminas para o organismo. Os componentes quimicos do leite, proteina,
gordura e lactose, além dos minerais e vitaminas, sdo importantes na nutricdo humana, tanto
para criancas quanto para adultos e idosos. Dessa forma, sua obtencdo com qualidade
sanitaria, nutricional e sensorial é necessaria para a producdo de alimentos seguros, livres de
contaminacg6es e que ndo levem risco a saude do consumidor.

Para a obtencdo de leite de qualidade € necessario que as atividades sejam
baseadas nos principios de higiene de ordenha, sanidade e bem-estar animal. A
industrializacdo e o processamento de leite e derivados também devem ter como base as
praticas higiénicas, visto a importancia desse alimento e as consequéncias ocasionadas por
produtos com qualidade sanitéria inadequada.

Neste contexto, recomenda-se a utilizacdo de Boas praticas agropecuérias (BPA),
um conjunto de acdes auxiliam na obtencdo higiénica do leite, uma vez que praticas
higiénicas inadequadas durante a ordenha e no ambiente culminam com o aumento da
contaminagdo microbioldgica, o que resulta em alteracGes fisico-quimicas como o aumento da
acidez, diminuigéo da concentracdo de determinados componentes nutricionais, diminuicdo da
estabilidade térmica, entre outros.

As BPA também englobam a sanidade e o bem-estar animal, relacionado ao
cumprimento do calendario vacinal da propriedade, alimentagdo adequada de acordo com as
necessidades energéticas e de producdo da vaca, manejos ambiental e reprodutivo e o
monitoramento e controle das mastites clinica e subclinica nas vacas do rebanho.

A mastite, clinica ou subclinica, ainda é um problema nos rebanhos leiteiros de
todo o mundo, estando relacionada com a eficiéncia produtiva e econdmica das propriedades
leiteiras. O aumento dos custos de producdo em rebanhos com altas taxas de mastite €
frequente, sendo relacionados as despesas com diagnostico, por meio de realizacao de analises
de Contagem de Células Somaticas (CCS) e analises microbiolégicas para detec¢do do
patogeno causador da enfermidade, além daqueles inerentes a mdo-de-obra especializada e ao
tratamento medicamentoso. Associado ao aumento dos custos de producgdo tem-se, ainda, a
reducdo do volume da producéo de leite nas vacas enfermas, a perda da capacidade secretora
da glandula mamaria do quarto mamario infectado e o descarte de animais com enfermidade

cronica.
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O diagnostico de vacas com mastite subclinica é de suma importancia em um
sistema de produgcéo leiteira, visto que a enfermidade interfere negativamente na qualidade do
leite. Mundialmente vacas com valor de CCS maior que 200.000cel/ mL s&o consideradas
enfermas, com um quadro de mastite subclinica em pelo menos um dos quartos mamarios.
Outros testes de diagndsticos utilizados sdo o de California Mastitis Test e o Wisconsin
Mastitis Test, métodos de diagndsticos indiretos que utilizam a reagdo das células somaticas
aos reagentes dos testes para determinar o grau de mastite subclinica nas vacas.

Apesar da andlise de CCS ser o padrdo ouro para diagnostico de mastites
subclinicas, seu resultado pode ser influenciado por outros fatores, como idade da vaca,
namero de lactagcdes e estdgio de lactacdo, além de outros. Assim, novos indicadores de
mastite subclinica sdo necessarios para tornar o diagnostico mais eficiente e preciso. As
proteinas presentes no leite podem ser consideradas um novo caminho para o diagndstico
desta enfermidade, visto que a concentracdo de determinadas proteinas de defesa do soro de
leite podem aumentar na ocorréncia de mastite subclinica.

Existem varias técnicas para detec¢do, quantificacdo e identificacdo de proteinas
em amostras de material bioldgico. A técnica de eletroforese microfluidica lab-on-a-chip,
utilizada no presente estudo se mostrou eficiente na identificacdo, discriminacdo e
quantificacdo de proteinas do soro lacteo. A partir de nossos resultados foi possivel observar
diferentes expressdes proteicas em amostras de leite de vacas em diferentes condicGes de
salde.

No presente estudo, foi possivel observar diferencas na expressdo de proteinas
com atividades antimicrobianas em amostras de leite de vacas com mastite subclinica,
principalmente, em amostras de leite com CCS acima de 500.000 cel/ mL. As proteinas
Lactoferrina e Imunoglobulina G tém a concentracdo aumentada em amostras de leite de
vacas com a enfermidade. No entanto, quando se investigou a presenca do microrganismo
causador da enfermidade e a expressao das proteinas do soro de leite ndo foi possivel observar
diferencas no perfil de proteinas entre amostras de leite de vacas com isolamento bacteriano e
amostras de leite de vacas sem isolamento bacteriano.

A realizacdo de analises de identificacdo de proteinas para observacdo de
alteracdes do perfil de proteinas do soro de leite de vacas com altas CCS pode auxiliar na
compreensdo das mudancas na composicdo proteica do leite de vacas com mastites, além de
melhorar o entendimento sobre os efeitos da composicdo no processamento de derivados

lacteos, na fungdo bioldgica mamaria, na funcdo imune da glandula maméaria, bem como na
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identificacdo de biomarcadores para deteccdo precoce dessa doenga de grande impacto
econdmico.

A utilizacdo de biomarcadores proteicos para deteccdo e monitoramento de
diferentes enfermidades humanas e animais vem sendo estudada. Para mastite bovina, a
identificacdo de biomarcadores proteicos que auxiliem no diagnostico, e que provém
informagdes sobre o prognostico da enfermidade e sobre a resposta imunolégica frente a
infeccdo pode ser um grande avanco para a pecuaria leiteira. Tais biomarcadores podem ser
utilizados para o desenvolvimento de testes rapidos de diagnéstico que podem ser utilizados
na fazenda, facilitando a interpretacdo da deteccdo da enfermidade, a decisdo do uso de
antibioticos e ainda a recuperacdo da saude do animal.

Portanto, os dados obtidos no presente estudo confirmam a existéncia de proteinas
do soro de leite de vacas como alvos em potencial para biomarcadores a serem empregados no
diagndstico de mastite e fornece subsidio para os estudos da aplicacdo destas proteinas e de
sua viabilidade na pratica rotineira das propriedades leiteiras.



