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LEUCOGRAMA E PERFIL BIOQUIMICO SERICO DE CABRAS COM MASTITE
EXPERIMENTAL CAUSADA POR Staphylococcus aureus E Streptococcus

agalactiae

RESUMO - Proteinas de fase aguda (PFA) sdo indicadores sensiveis e
precoces de focos inflamatorios. No entanto, as informacdes disponiveis na literatura
em relacdo a espécie caprina sdo escassas. Assim, 0 objetivo deste estudo foi
determinar o leucograma e o perfil bioquimico sérico, em especial de PFA, de cabras
com mastite induzida por Staphylococcus aureus (Grupo |) e Streptococcus
agalactiae (Grupo II), a fim de verificar sua importancia como biomarcadores
precoces da infeccdo mamaria nesta espécie. O Gl foi composto por cinco cabras da
raca Saanen, inoculadas por via intramamaria com cerca de 9,5 x 10° unidades
formadoras de colénia (UFC) de S. aureus e o Gll composto por cinco cabras da
raca Alpina Francesa inoculadas com aproximadamente 4,4 x 10" UFC de S.
agalactiae. O momento experimental imediatamente anterior a inoculacdo foi
denominado MO e os seguintes identificados como M1, M2, M3, M4, M5, M6 e M7,
nos quais eram realizadas colheitas de sangue e leite. Com as amostras de sangue
foram obtidos o leucograma, mensuracdo da concentracdo plasmatica de
fibrinogénio, determinacdo do teor sérico de aspartato aminotransferase, fosfatase
alcalina, gamaglutamiltransferase e creatina quinase, além das concentracoes
séricas de proteina total, albumina, ureia, creatinina, calcio total, fésforo, magnésio e
ferro, utilizando-se kits comerciais. As concentracdes séricas de transferrina,
ceruloplasmina, haptoglobina e a;-glicoproteina acida foram obtidas por meio da
técnica de eletroforese SDS-Page. Com as amostras de leite foi realizado
acompanhamento da evolucdo da mastite por meio dos testes da caneca de fundo
escuro, California Mastitis Test (CMT) e analises microbiologicas. Os dados foram
submetidos a analise de varidncia e as médias ao teste de Dunnet, considerando-se
95% de significancia (p<0,05). Notou-se que o modelo de infeccdo experimental
desenvolvido para a inducédo de mastite clinica em cabras foi efetivo, em ambos os
grupos. O leucograma e o perfil bioquimico sérico, com excec¢do das PFA, ndo foram
exames laboratoriais confiaveis no auxilio ao diagnostico ou no acompanhamento de
mastite experimental em cabras, seja ela induzida por S. aureus ou S. agalactiae. A
haptoglobina foi um marcador precoce e confiavel na deteccdo e monitoramento de
mastite experimental em cabras, apresentando percentual de elevacéo sérico de até
444% no Gl e 2.500% no GIl. A concentracdo sérica de aj-glicoproteina acida
apresentou importancia limitada nos grupos Gl e Gll, tendo sido no Gl melhor
marcador de cronicidade do que do processo agudo na mastite induzida por S.
aureus. Fibrinogénio plasmatico e ceruloplasmina foram marcadores de importancia
moderada, com percentuais de elevacdo de até 67% e 254%, respectivamente no Gl
e de 129% e 112%, respectivamente no GlI.

Palavras-chave: biomarcadores, caprinos, inflamacdo, proteinas de fase aguda,

infecgéo induzida, processo agudo
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LEUKOGRAM AND SERUM BIOHCEMICAL PROFILE IN GOATS WITH INDUCED

MASTITIS BY Staphylococcus aureus E Streptococcus agalactiae

ABSTRACT - Acute phase proteins (APP) are sensitive and early
indicators of inflammation. However, information regarding goats APP are scarce in
the literature. So the aim of this study was to determine the leukocyte count and
serum biochemical profile, in particular APP, in goats with induced Staphylococcus
aureus (Group 1) and Streptococcus agalactiae (Group IlI) mastitis in order to verify
its importance as early biomarkers of mammary infection in these species. Gl was
composed of five Saanen goats inoculated through the teat canal with about 9.5 x
10° colony forming units (CFU) of S. aureus and Gll consisted of five French Alpine
goats inoculated with approximately 4.4 x 10 CFU of S. agalactiae. The
experimental moment immediately prior to inoculation was designated MO and the
following identified as M1, M2, M3, M4, M5, M6 and M7 when blood and milk
samples were obtained. Leucocyte count and measurement of plasma fibrinogen
concentration, serum levels of aspartate aminotransferase, alkaline phosphatase,
gamma glutamyl transferase, creatine kinase, total protein, albumin, urea, creatinine,
total calcium, phosphorus, magnesium and iron, were determined with blood
samples, using commercial kits. Serum transferrin, ceruloplasmin, haptoglobin and
aj-acid glycoprotein were obtained by the SDS-Page Electrophoresis technique. Milk
samples were used to monitor the development of clinical mastitis through the strip
cup test, California Mastitis Test (CMT) and microbiological analyzes. Data were
subjected to analysis of variance and the means to Dunnet test, considering a 95%
significance level (p < 0.05). It was noted that the experimental infection model
developed for the induction of clinical mastitis in goats was effective in both groups.
Leucocyte count and serum biochemical profile, with the exception of APP, were
unreliable laboratory tests to aid in the diagnosis or monitoring of experimental
mastitis in goats, whether induced by S. aureus or S. agalactiae. Haptoglobin was an
early and reliable marker in the detection and monitoring of experimental mastitis,
showing percentages of serum elevation of 444% in Gl and 2,500% in GII. Serum a;-
acid glycoprotein showed limited significance, being a better marker of chronic rather
than the acute process in S. aureus induced mastitis (Gl). Plasma fibrinogen and
ceruloplasmin were moderate markers with a percentage increase of up to 67% and
254%, respectively in Gl and 129% and 112%, respectively in GlI.

Key-words: acute phase proteins, biomarkers, caprine, inflammation, induced
infection, acute process
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor de leite de cabra do continente americano. O
mercado de produtos lacteos de leite caprino tem grande potencial de crescimento
em funcdo da melhor digestibilidade, alcalinidade e capacidade de tamponamento
guando comparado ao leite de outras espécies (PARK et al., 2007; SILANIKOVE et
al., 2010). No entanto, um fator limitante a producao leiteira é a presenca da mastite
gue tem como principal agente etiolégico bacteriano o Staphylococcus aureus
(AIRES de SOUSA et al.,, 2007). Os estreptococos sédo considerados o segundo
grupo em importancia na etiologia da mastite, dentre eles Streptococcus agalactiae,
embora menos prevalentes em caprinos que em bovinos (CONTRERAS et al., 2001,
SANTOS et al., 2007). Infeccdes da glandula mamaria devem ser detectadas no
estagio inicial, com base em técnicas de diagnéstico confiaveis, as quais ainda ndo

estdo bem estabelecidos para o leite de cabra (STUHR et al., 2013).

Varios estudos ao longo das Ultimas décadas identificaram e vém explorando
o potencial diagndstico e de fator progndstico de um grupo de proteinas, conhecidas
como proteinas de fase aguda (PFA). Essas proteinas tém demonstrado ser
indicadores altamente precoces e sensiveis de focos inflamatorios e/ou infecciosos
(CRAY, 2012; THULASIRAMAN et al., 2013). No entanto, ha significativa variacao
na responsividade de diferentes PFA entre espécies e ainda é necesséaria a
padronizacdo dos ensaios para mensuracao dessas proteinas antes que possam ser
aplicados na rotina da clinica médica veterinaria, seja para monitoramento de
rebanhos ou de individuos (JAIN et al., 2011).

Apesar do valor clinico que as PFA podem ter na clinica médica de caprinos,
h& pouca informac&o disponivel na literatura cientifica (GONZALEZ et al., 2008). O
desenvolvimento de uma infeccdo intramamaria experimental em cabras pode
auxiliar no estudo da cinética, responsividade e potencial das proteinas de fase
aguda nesta espécie. Portanto, o objetivo deste estudo foi elaborar um protocolo de
infeccdo experimental para mastite clinica em cabras, com as bactérias
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae e avaliar o leucograma e o perfil

bioquimico sérico, em especial a cinética de proteinas de fase aguda, de cabras da



raga Saanen e Alpina Francesa com mastite experimental causada por estes
microrganismos. Determinar ainda, a viabilidade das proteinas de fase aguda
ceruloplasmina, haptoglobina, a;-glicoproteina acida e fibrinogénio plasméatico como
biomarcadores para diagnostico precoce e acompanhamento da mastite clinica

aguda nesta espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA

Dentre os ruminantes a cabra é a terceira espécie produtora de leite, em volume.
Estima-se que em 2006 foram produzidos 13,8 mil toneladas de litros de leite de
cabra no mundo, o que corresponde a 2,0% da producdo mundial (ZOCCAL, 2007).
Segundo dados de 2007 da Organizacdo das NacOes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO) existem no Brasil cerca de 13 milhdes de caprinos, enquadrando
o rebanho brasileiro como o décimo do mundo em numero de animais. Todavia, a
producdo de leite de cabra contribui apenas com 1,3%, aproximadamente 141 mil
toneladas por ano, contrastando com paises como a Franca, com uma producéo de
500 mil toneladas de leite de cabra por ano e onde o queijo caprino é tido como uma
iguaria, sendo vendido pelos precos mais altos do mercado (SILANIKOVE et al.,
2010).

A maior producédo de leite de cabra no continente americano € obtida no Brasil.
Novos mercados e utilidades para o leite caprino estdo sendo perseguidos, uma vez
gue ele difere do leite bovino e do humano por apresentar melhor digestibilidade,
alcalinidade e capacidade de tamponamento, o que o qualifica como alimento
portador de valor terapéutico para a nutricdo humana (PARK et al., 2007;
SILANIKOVE et al., 2010).

Um fator limitante ao processo produtivo, e em decorréncia a agroindustria
leiteira € a presenca de enfermidades, em especial de mastite, pois a qualidade do
leite é forte e negativamente afetada (BAZAN et al., 2009). Varios estudos sobre
mastite bovina tém sido desenvolvidos, visando compreender melhor o mecanismo
de instalacdo dos principais patdgenos no tecido mamario e consequentemente
investigar meios de inviabilizar o estabelecimento destes microrganismos. Embora
as consequéncias deletérias qualitativas e quantitativas da mastite no leite tenham
sido reportadas como mais significativas em pequenos ruminantes que em bovinos
(LEITNER et al., 2004), comparativamente, poucos estudos tém sido realizados na
espécie caprina (LASAGNO et al, 2012).

O termo mastite refere-se a um processo inflamatério da glandula mamaria que
usualmente € causado por uma infec¢do bacteriana, embora possa ter como agente

etiolégico varios outros tipos de microrganismos ou mesmo ter aspecto multifatorial.
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Mastite € a enfermidade mais economicamente custosa a industria leiteira em
funcdo da reducdo na producdo e qualidade do leite, custos com tratamento dos
animais afetados e honoréarios veterinarios e custos com reposicdo de animais
(BERGONIER et al., 2003; AITKEN et al., 2011). Embora vérias bactérias sejam
capazes de causar mastite, Staphylococcus aureus € o mais importante agente
etiolégico da infeccdo maméria na maioria dos ruminantes domeésticos (AIRES de
SOUSA et al., 2007).

Segundo Pizoni et al. (2010), S. aureus € importante agente causador da mastite
caprina. Mork et al. (2010) verificaram que S. aureus esta frequentemente presente
nas membranas mucosas das narinas e da vagina de cabras leiteiras e que a
presenca deste patdgeno em outros locais do corpo, além da glandula mamaria,
pode contribuir para a disseminacdao da bactéria no rebanho. Esta bactéria secreta
varias toxinas que contribuem para a lesao tecidual e também tém importante papel
em doencas de origem alimentar, mesmo quando do uso de leite pasteurizado,
devido as enterotoxinas termoestaveis que produzem (CONTRERAS et al., 2007). A
importancia do S. aureus sob o ponto de vista de saude publica tem sido
evidenciada por levantamentos epidemioldgicos relacionando-o a ocorréncia de
toxinfeccbes alimentares. Pesquisas no Brasil indicam o microrganismo como um
dos principais contaminantes de leite cru (ALVES et al., 2006).

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, com formato esférico,
imovel, ndo esporulada, anaerébia facultativa, com aproximadamente 1 pum de
diametro e que tende a formar grupamentos em arranjos semelhantes a cachos de
uva (QUINN et al., 2005). A causa da intoxicacdo ndo € o microrganismo em si, mas
a enterotoxina produzida e liberada no alimento. A enterotoxina é termorresistente,
ou seja, ndo € destruida a exposicdo em temperatura de 100,0 °C durante 30
minutos (ALVES et al., 2006). A intoxicacdo das pessoas por espécies de
Staphylococcus spp € um dos tipos mais comuns de doenca transmissivel por
alimento, sendo S. aureus o agente mais envolvido (RAPINI et al., 2005).

Os estreptococos sdo considerados o0 segundo grupo de microrganismos em
importancia na etiologia da mastite dos ruminantes, embora sejam moderadamente
menos prevalentes em caprinos do que em bovinos. Quatro espécies sao

geralmente detectadas na maioria dos rebanhos: Streptococcus agalactiae, S.



dysgalactiae, S. bovis e S. uberis (CONTRERAS et al., 2001; SANTOS et al., 2007).
Na maioria das vezes causam mastite clinica e varios estudos epidemiolégicos
apontam a sua auséncia nos casos inaparentes ou subclinicos. A ocorréncia de
mastite ocasionada por estreptococos em cabras leiteiras muitas vezes esta
associada a contaminacao fecal, em especial ma condicdo do material utilizado na
cama (CONTRERAS et al., 2001).

Os estreptococos sdo bactérias Gram-positivas, quase sempre imoveis, nao
formam esporos, possuem forma esférica e suas dimensdes variam entre 0,6 a 1,0
pm. Quando em meios sélidos formam cadeias curtas ou pares; em meios liquidos
as cadeias podem ser longas ou agrupadas. S&o aerbébios ou anaerdbios
facultativos, catalase e oxidase negativa e fermentam acucares. Estdo distribuidos
na natureza como comensais e causam uma serie de doengas as pessoas e aos
animais, sendo importantes saprofitos de leite e produtos lacteos (GOMES, 2008).

S. agalactiae € causa comum de mastite bovina, com distribuicdo mundial,
podendo causar também mastite em cabras e ovelhas. Em algumas amostras o0s
microrganismos sdo numerosos e facilmente encontrados; em outras, 0 niumero de
bactérias € escasso e detectado com grande dificuldade, mesmo no leite
aparentemente normal. O habitat de S. agalactiae é a glandula mamaria de cabras,
ovelhas e vacas. As bactérias sdo transmitidas pelas méos do ordenhador e pelo
equipamento de ordenha; as vezes, a boca da cria pode servir como via de
transferéncia para a glandula mamaria de fémeas sadias. O microrganismo penetra
pelo esfincter do teto e coloniza a mama, o que favorece a adesédo ao epitélio do
teto, causando inflamacédo lenta e progressiva com fibrosamento das areas
circunvizinhas. A doenca ocorre de forma gradual e os animais mais velhos sdo mais
frequentemente acometidos. A involugdo do parénquima secretor provoca perda de
produtividade, causada pelo bloqueio do fluxo do leite e pela inflamacdo (GOMES,
2008).

A demanda por marcadores de qualidade para produtos de origem animal
como o leite € cada vez maior em fungcdo da possibilidade de classificar estes
produtos em uma escala de qualidade, viabilizando o fornecimento de matéria prima
de exceléncia a industria. Esses marcadores sdo uUteis no monitoramento e

otimizacdo de processos industriais, maximizando o ganho da inddstria alimenticia



(BENDIXEN et al., 2011). Neste contexto, as proteinas de fase aguda (PFA) séo
indicadores altamente sensiveis de inflamacdo, porém ndo apresentam na mesma
medida especificidade, havendo marcante diferenca na resposta dessas PFA entre
diferentes espécies. Numerosos estudos demonstram que distintas PFA comportam-
se de modo diferente diante de cada processo inflamatorio em curso (ECKERSALL,;
BELL, 2010; JAIN et al, 2011; CRAY, 2012; THULASIRAMAN et al., 2013).

Estas proteinas foram ainda consideradas indicadores potenciais de doenca e
bem estar em animais, individualmente, bem como de saude do rebanho (MURATA
et al., 2004; PETERSEN et al., 2004; CRAY, 2012). Em nivel de rebanho, as PFA
podem ser Uteis em determinar o ponto de partida do foco inflamatdrio/infeccioso,
fornecendo informacBes acerca da prevaléncia de infec¢des clinicas e subclinicas
em curso, a partir das elevacdes nas concentracfes séricas de determinadas PFA.
Estas serviriam ainda como ferramenta para o estabelecimento de prognésticos, a
partir da observacdo da magnitude e duracdo da elevacdo das PFA, refletindo a
gravidade da infeccdo. No entanto, uma padronizacdo internacional dos ensaios
para mensuracdo de PFA é necessariaantes que estes testes possam ser
aplicados no monitoramento sistematico de higidez de rebanhos em medicina
veterinaria (JAIN et al., 2011).

Em ruminantes, concentracdes aumentadas de PFA, como o fibrinogénio e a
haptoglobina, podem ser indicadores mais sensiveis de inflamag¢do aguda do que
alteracbes na contagem leucocitaria. A concentracdo circulante destas proteinas
esta relacionada a severidade da condi¢cdo organica e, portanto, sua quantificacao
propicia prontamente um meio de avaliar a presenca e a extensdo da inflamacéao
(ECKERSALL, 2000; TAYLOR, 2000; O'MAHONY et al., 2006). Vale salientar que
doencas inflamatérias inaparentes também podem induzir aumento nas
concentracdes de PFA (GRONLUND et al., 2005), fato ressaltado por Ceciliani et al.
(2012) que apontaram a mensuracdo dessas PFA como uma de suas principais
aplicagbes na medicina veterinaria buiatra, detectando e monitorando a mastite
subclinica.

Apesar do valor clinico que as determinagcdes de PFA poderiam ter na clinica
meédica veterinaria de caprinos, ha pouca informacédo disponivel na literatura

cientifica (GONZALEZ et al., 2008). A resposta de fase aguda tem sido estudada em



bovinos e ovinos, sendo a haptoglobina e a amildide sérica-A consideradas o0s
indicadores inflamatérios de maior importancia (BENDIXEN et al., 2011; CECILIANI
et al., 2012). Comumente o conhecimento adquirido em pesquisas com bovinos é
traduzido como verdade para outras espécies ruminantes, como caprinos e ovinos.
No entanto, sabe-se da existéncia de diferencas entre espécies, as quais devem ser
sempre levadas em conta (CHIARADIA et al.,, 2012). Neste contexto Stuhr et al.
(2013) ressaltam a falta de critérios adequados para o0 monitoramento da saude da
glandula mamaria de cabras, especialmente sob condicbes de campo. Gonzalez et
al. (2008), também chamaram a atencdo para a necessidade de estudos mais

expressivos na espécie caprina.



3. MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
FCAV — Unesp — Campus de Jaboticabal (protocolo n® 011878/11).

3.1. Animais

Foram avaliadas 20 glandulas (metades) mamarias de 10 cabras das racas
Saanen e Alpina Francesa, de 22 ordem de parto, selecionadas apds exame clinico
geral dos animais e das glandulas mamarias (PUGH, 2005) e constatacdo de
resultado negativo nos testes da caneca de fundo escuro, no California Mastitis Test
e em exames microbiolégicos do leite bem como em provas soroldgicas para o virus
da artrite encefalite caprina (CAEV). Estas ultimas foram realizadas no Laboratério
Biovetech, empresa de biotecnologia vinculada a Universidade Federal de
Pernambuco, em Recife, PE.

As cabras foram submetidas a adaptacao alimentar e ambiental durante um
periodo minimo de sete dias, recebendo racdo concentrada, feno de coast cross,
agua e sal mineral a vontade e mantidos em gaiolas individuais, no Laboratério de
Apoio a Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria (DCCV) da
Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias (FCAV) — UNESP - Campus de
Jaboticabal.

Foram constituidos dois grupos experimentais: Gl, com cinco cabras da raca
Saanen (CAP1, CAP2, CAP3, CAP4 e CAP5) que receberam indculo intramamario
contendo cerca de 9,5 x 10° UFC de Staphylococcus aureus; e Gll, com cinco
cabras da raca Alpina Francesa (CAP’1, CAP’2, CAP’3, CAP'4 e CAP’5), que
receberam pela mesma via aproximadamente 4,4 x 10* UFC de Streptococcus
agalactiae. Os animais tiveram o teto direito inoculado e o teto esquerdo mantido
como controle, sem inoculacdo. Assim, entre o 12° e 15° dias pods-parto, todas as
cabras foram submetidas a inoculacao intramamaria de 1mL do inOculo acrescido de

2mL de agua peptonada como veiculo, no teto direito (Figura 1).



Figura 1. Cabra do grupo GIl. Antissepsia do teto com alcool
70%, a esquerda, e inoculagdo intramamaria com
9,5 x 10° UFC de Staphylococcus aureus, a direita.

Uma vez iniciado o periodo experimental, as cabras foram submetidas ao exame
fisico geral e da glandula mamaria (PUGH, 2005) e a colheitas diarias de sangue e
de leite durante nove dias, sendo a primeira amostra obtida no dia da inoculacéo,
porém imediatamente antes do procedimento por via intramamaria (M0) e 24h (M1),
48h (M2), 72h (M3), 96h (M4), 120h (M5), 144h (M6) e 168h (M7) apds a inoculacéo
(PI). Ao término deste periodo foi realizado tratamento antimicrobiano tépico, com
base nos resultados do antibiograma de amostras de secrecéo lactea. Nas cabras
do grupo GI foi aplicada uma bisnaga de gentamicina (Mastifin®), por via
intramamaria, apos esgotamento da mama, diariamente, durante 5 dias. Logo apdés
a aplicacdo eram feitas massagens em sentido ascendente para melhor distribuicéo
do medicamento na glandula. Naqueles animais que apresentavam sinais de
desidratacéo, dor, hipertermia e apatia foram aplicadas uma ou duas doses de 2,2
mg/Kg do anti-inflamatério ndo esteroide flunixina meglumina (Banamine®) a cada
24h, por via intramuscular e hidratacdo intravenosa lenta com 1L de solucéo
glicofisiolégica 5%. Ainda, nas cabras que desenvolveram anorexia ou significativa
diminuicéo do apetite foi realizada também transfaunacao de fluido rumenal por meio
de sonda orogastrica, uma vez ao dia, até que o animal voltasse a se alimentar por

conta prépria.
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Nas cabras pertencentes ao grupo Gll foi aplicada, por via intramamaria e
durante 5 dias consecutivos, uma bisnaga antibiética de ciprofloxacina (Ciprolac®)
de aplicacdo intramamaria. Logo apds a aplicacdo também eram feitas massagens
em sentido ascendente para melhor distribuicAo do medicamento na mama. Neste

grupo, nédo houve necessidade de tratamento sistémico de qualquer natureza.

3.2. Confecc¢éo dos indculos

Foram utilizadas cepas de campo de Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae, gentilmente cedidas pela Prof. Dra. Ana Maria Centola Vidal-Martins, da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA) da Universidade de Sao
Paulo, Campus de Pirassununga. Ambas cepas foram recuperadas de casos
clinicos de mastite caprina aguda de ocorréncia natural.

Para obtencao da cultura padréo, S. aureus ou S. agalactiae foi inoculado em
caldo de infusdo cérebro e coracdo (BHI) e incubado a 37°C por 24 horas.
Posteriormente, 1mL deste indculo foi transferido para tubo de ensaio contendo 9mL
de &gua peptonada 0,1% e assim sucessivamente até a diluicdo seriada 103, Ap6s
a realizacdo das diluicdes, 0,1mL de cada diluicdo foi transferida para placas de
Petri contendo agar sangue, com 5% de sangue ovino desfibrinado, em duplicata,
para a contagem de unidades formadoras de colbnia por mililitro (UFC/mL) (POSTLE
et al., 1978) (Figuras 2 e 3). Todo o procedimento foi realizado em temperatura
ambiente. Ao final, apés realizacdo de projetos piloto para padronizacdo da dose e
do protocolo da técnica de confeccéo e infeccdo, no grupo Gl foi utilizado inéculo
contendo aproximadamente 9,5 x 10° UFC da S. aureus e para o grupo Gll o inéculo

continha cerca de 4,4 x 10'* UFC de S. agalactiae.



Figura 2. Semeadura das diluicbes 10" a 10™ da cultura de
Staphylococcus aureus em agar sangue para, apos
24 horas de incubacdo a 37°C, proceder a
contagem de unidades formadoras de colonia.

Figura 3. Semeadura das diluicdes 102 a 10 da cultura de
Streptococcus agalactiae em agar sangue para,
apos 24 horas de incubacdo a 37°C, proceder a
contagem de unidades formadoras de colonia.
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3.3 Colheita e avaliacdo das amostras de secrecao lactea
O exame da glandula mamaria e avaliacdo da secrecdo lactea seguiram a
mesma sequéncia, horario e rigor de execucdo em ambos os grupos Gl e GllI, como

€ descrito a seguir e pode ser visualizado nas Figuras 4 e 5.

A mama controle era a primeira a ser inspecionada e examinada por meio de
palpacdo do parénguima mamario e teto correspondente. Em seguida, procedia-se
com uma primeira limpeza do teto com alcool 70% e realizacdo dos testes da
caneca de fundo escuro (Figura 4A) e California Mastitis Test (CMT) (Figuras 4B e
4C). Na sequéncia, o teto era hovamente desinfetado com alcool 70% para colheita
das amostras de secrecao lactea para andlise microbiologica do leite (Figura 4D). Ao
final, era realizado o esgotamento da mama. Terminados o0s procedimentos na
mama controle, a mesma sequéncia era realizada na mama inoculada. Ressalte-se
que todo o material, de ambos os grupos, foi identificado e separado objetivando

minimizar as chances de contaminacao cruzada (Figura 5A e 5B).

3.3.1 Colheita da secrecdo lactea

Para obtencdo asséptica da secrecao lactea de cada metade mamaria foram
obtidos cerca de 10 mL de leite, em tubo estéril (Figura 4E), segundo
recomendacdes de Carter e Wise (2004). ApO0s o acondicionamento em caixas
isotérmicas contendo gelo reciclavel, as amostras foram transportadas para andlise
microbiolégica no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos da Universidade de S&o Paulo — FZEA - USP,

Pirassununga-SP.

3.3.2 Teste da caneca de fundo escuro
O teste foi realizado antes do CMT (Figuras 4B e 4C) e da ordenha (Figura 4A
e 4B), apos desprezar os trés primeiros jatos de leite, a fim de avaliar o aspecto da

secrecao lactea e identificar ou excluir a presenca de mastite clinica (Figura 4A).
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3.3.3 California Mastitis Test (CMT)

Para realizacdo do CMT (Figuras 4B e 4C), foi utilizado reagente anidnico
neutro (CMT-FATEC S.A.; Sdo Paulo, Brasil) e o resultado foi avaliado em fungéo do
grau de gelatinizagdo ou viscosidade da mistura de partes iguais de leite e reagente,

segundo recomendacdes de Philpot e Nickerson (1991).

Figura 4. A. Realizagéo da prova da caneca de fundo escuro; B e C. Realizacao
do California Mastitis Test; D. Antissepsia do teto com alcool 70%; E.
Colheita de secrecao lactea para posterior processamento laboratorial;
G. Material utilizado nas avaliacdes de rotina da secrecéo lactea.
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Figura 5. Recipientes de coleta individuais para os tetos controle (A) e tetos
infectados (B).

3.3.4 Exames microbioldgicos

Para a andlise microbiolégica da secrecdo lactea foram obtidas,
assepticamente, amostras de leite de cada glandula nos momentos MO a M7. Apds o
cultivo em placa de agar-sangue 5,0% por 24 a 48h, as colbnias suspeitas foram
isoladas e identificadas de acordo com as recomendacodes de Kloos e Lambe (1991)
e Varnam e Evans (1991), utilizando-se coloracédo de Gram, atividade da coagulase,
producdo de pigmento, hemdlise, prova da catalase, fermentacdo da glicose e
manitol em aerobiose e anaerobiose, respectivamente, producdo de acetoina pela
prova de Voges-Proskauer e teste de CAMP (MacFADIN, 1976).

3.4 Colheita das amostras de sangue

Para realizagcdo do leucograma e mensuracdo do teor plasmatico de
fibrinogénio, foram obtidas amostras de 4mL de sangue, colhidas mediante
venopunc¢ao jugular, com agulha 25x8 mm propria para tubos a vacuo, em tubo

contendo o anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (K,-EDTA).

Para determinacdo do perfil bioquimico sérico, foram obtidos 10mL de
sangue, também colhidos mediante venopuncdo jugular, em tubos sem
anticoagulante. Estes tubos eram deixados em repouso por cerca de 10 minutos

para retracdo do coagulo e, em seguida, centrifugados a 3000rpm. Em seguida, as
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aliquotas de soro sanguineo eram extraidas e acondicionadas em freezer a —80°C,

para posterior andlise laboratorial.

3.5 Analises laboratoriais
As analises laboratoriais das amostras de sangue foram realizadas no
Laboratério de Apoio a Pesquisa do DCCV - FCAV - Unesp, Campus de

Jaboticabal.

3.5.1 Leucograma

A contagem total de leucdcitos foi obtida em contador semiautomatico (pocH-
100 iV, Diff). A contagem diferencial de leucocitos foi realizada em esfregaco
sanguineo usando-se a coloracdo de Wright-Giemsa, segundo recomendacdes de

Jain (1993), contando-se o total de 100 células.

3.5.2 Teor plasmaético de fibrinogénio

A determinacdo da concentracédo plasmatica de fibrinogénio foi realizada em
espectofotdmetro portatil (Modelo T2-NE Clinical, ATAGO co, Ltda) segundo técnica

da precipitacao pelo calor, descrita por Jain (1993).

3.5.3 Perfil bioquimico sérico

As atividades séricas das enzimas gamaglutamiltransferase (método de
Szasz modificado), aspartato aminotransferase (método cinético UV-IFCC), creatina
quinase (método IFCC) e fosfatase alcalina (método de Bowers e McComb
modificado), bem como as concentrac6es de proteina total (método do biureto),
albumina (método do verde de bromocresol), ureia (método enzimatico UV),
creatinina (método Labtest), calcio total (método de CPC), fosforo (método de Daly e
Ertinghausen modificado), magnésio (método Labtest), e ferro (método de Goodwin

modificado) foram obtidas empregando-se reagentes comerciais (Labtest



16

Diagnostica, Belo Horizonte/MG, Brasil). As leituras das amostras foram realizadas
em espectrofotbmetro semiautomatico (Labquest, Labtest, Belo Horizonte/MG,

Brasil), com luz de comprimento de onda apropriado para cada teste.

3.5.4 Eletroforese SDS-Page

A separacgao das fracbes proteicas foi realizada por meio de eletroforese em
gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-Page), conforme
técnica descrita por Laemmli (1970). ApGs fracionamento o gel foi corado durante 10
minutos em solucdo de azul de coomassie, constituida por metanol (50%), agua
(40%), acido acético glacial (9,75%) e azul de coomassie (0,25%). Em seguida, o gel
foi colocado em solucdo de acido acético 7% para remocdo do excesso de corante,
até que fracdes proteicas se apresentassem nitidas. As concentracdes das proteinas
foram determinadas em densitdmetro computadorizado (CS-9301 PC, Shimadzu).
Como referéncia foi utilizada solugdo marcadora (Sigma) com pesos moleculares
29.000, 45.000, 66.000, 97.400, 116.000 e 205.000 daltons (D), além das proteinas

purificadas transferrina, haptoglobina, ceruloplasmina, a;-antitripsina e 1gG.

3.6 Andlise Estatistica

A andlise de variancia (teste “F” ANOVA) de medidas repetidas foi o método
estatistico usado para as variaveis referentes ao leucograma, concentracdes séricas
de minerais, enzimas hepaticas, ureia, creatinina, proteina total, albumina,
globulinas, imunoglobulina G e transferrina. As comparacdes dois a dois das médias
foram obtidas usando o teste de Dunnet, sendo valores de P<0,05 considerados
significativos. Toda a analise estatistica foi auxiliada pelo programa SAS (Statistical
Analysis System).

As concentracbes séricas das proteinas de fase aguda positivas
ceruloplasmina, haptoglobina e glicoproteina acida sdo apresentadas no formato
‘média + desvio padrdo”, com exposi¢cao de valores referentes aos limites inferior e

superior obtidos para cada proteina. Os dados que se referem ao exame fisico da
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glandula maméria e secrecdo lactea estdo dispostos de forma descritiva, em
apéndices ao final do documento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Exame fisico geral e da glandula mamaéria

4.1.1 Grupo inoculado com Staphylococcus aureus (GI)

Todos os animais pertencentes ao Grupo GIl, com exceg¢do da CAP4,
apresentaram sinais clinicos locais, e as vezes sistémicos, de mastite. Na CAP4,
embora ndo tenha sido observada sintomatologia clinica de mastite, em todos os
momentos experimentais houve recuperacdo da bactéria no teto inoculado e

positividade do leite obtido desse teto ao teste do CMT.

Os resultados das avaliagdes das glandulas mamarias das cinco cabras do
Grupo GI, quanto ao aspecto, a textura do parénquima e a temperatura local estéo
compilados no Apéndice Ill. Embora ndo haja nenhuma intencdo de comparar 0s
resultados obtidos nos Grupos | e Il, vale ressaltar a marcante resposta clinica nos
animais inoculados com S. aureus (Gl) comparativamente aquela notada em cabras
inoculadas com S. agalactiae (Gll). Em uma cabra do Gl foi possivel observar, além
de sinais locais de mastite aguda, presenca de sinais sistémicos da enfermidade,

como febre, apatia, diminuicdo acentuada do apetite e sepse (Figura 6).

Com frequéncia, nos tetos inoculados com S. aureus foi possivel observar
nodulagdes (Figura 7), provavelmente por ser este microrganismo um invasor
tecidual; e pequenas vesiculas epidérmicas superficiais. Marogna et al. (2010), citam
como “resultados interessantes” esses achados e relatam que o isolamento de S.
aureus de casos naturais de mastite ovina mostrou correlacdo significativa com
varios sinais clinicos, dentre eles a presenca de nédulos e vesiculas epidérmicas.
Deinhofer e Pernthaner (1995) consideraram a glandula mamaria de cabras como
“mastitica” quando havia graus variaveis de achados patologicos, inclusive macro ou
micronodulagbes. Ainda, o isolamento de S. aureus também foi significativamente
correlacionado a presenca de nodulos e vesiculas em cabras com mastite de
ocorréncia natural (MAROGNA et al., 2012).



Figura 6. Cabra CAP5, no M2, com sinais locais e sistémicos de mastite
aguda provocada pela inoculacdo intramamaria de 9,5 x 10°
UFC de Staphylococcus aureus (Gl). A. Mama inoculada
arroxeada e edemaciada; B. Enoftalmia; C. Apatia; D.
Sensibilidade exacerbada ao toque nha mama infectada.
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Figura 7. Nodulacdo caracteristica de mastite
estafilocécica, no teto infectado de cabra
do grupo Gl.

Com excecgdo da cabra CAP4, em todas as fémeas do grupo Gl notou-se
alteracdo no aspecto da secrecdo lactea entre 24h (M1) e 48h (M2) apols a
inoculacdo (PI). Nestes quatro animais, CAP1, CAP2, CAP3 e CAPS5, foi possivel
constatar aspecto “aguado” do leite em dois ou mais momentos experimentais. O
aspecto “denso” foi verificado no leite das cabras CAP2 e CAP3 em M2 e M1 a M4,
respectivamente. Alteragbes no aspecto fisico do leite foram analisadas
anteriormente quanto a correlacdo com culturas bacteriolégicas positivas, mostrando
em estudo com ovelhas com mastite uma correlacéo positiva de 154% (MAROGNA
et al., 2010). Ja em relagdo a mudanca de coloracdo da secrecéo lactea, notou-se
coloragédo “amarelada” do leite em todas as fémeas ap6s a inoculagéo, sendo essa

alteracao em geral observada as 48h Pl (M2).
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Quanto a presenca de grumos, o leite de todos os tetos inoculados,
excetuando-se da cabra CAP4, apresentaram grumos no leite ja no M1. Nas cabras
CAP1 e CAP3 cessaram os grumos no M2 e nas cabras CAP2 e CAP5 foram vistos

grumos na secrecao lactea até o penultimo momento do estudo (M6).

A cabra CAP5 apresentou forte reacdo a inoculacdo intramamaéaria, evoluindo
para uma mastite gangrenosa, quadro agudo classico causado por S. aureus em
funcdo de seu elevado potencial patogénico e em geral acompanhado por altas
taxas de morbidade e de mortalidade (CONTRERAS et al., 2007). Essa cabra
apresentou mastite clinica, ou seja, resultado positivo ao teste da caneca de fundo
escuro, as 24h PI (M1), quando foram detectados pequenos grumos no leite. A partir
dai observou-se aumento progressivo da quantidade de grumos, até que a secrecao
perdesse as caracteristicas de leite, assumindo aspecto sero-sanguinolento (Figura
8).

Na Figura 9, é possivel notar a progressdo da mastite na glandula mamaria
inoculada da CAP5. As 48h Pl (M2) esta mama apresentou-se edemaciada,
sensibilidade exacerbada a palpacédo e com aumento de temperatura local, tornando
dificil a colheita de amostras e a ordenha. No dia seguinte (M3) foi possivel observar
locais arroxeados tipicos de focos necréticos, no epitélio mamario. No M4 toda a
mama apresentava coloracdo escura, fria e com hipoestesia ao toque. No M5 a
cabra ja ndo apresentava sensibilidade quando manuseada e a glandula estava
totalmente fria a palpacdo. Em M6 e M7 a linha de delimitacdo da area necrosada
era evidente e o tecido mamario encontrava-se desvitalizado. Quadro clinico
semelhante foi detalhadamente descrito por Tarig et al. (2014), em cabra com
mastite gangrenosa causada por S. aureus. O relato assemelha-se muito ao
observado nesta cabra, com a Unica diferenca de, no relato destes autores, tratar-se

de uma infec¢do de ocorréncia natural.
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Figura 8. Aspecto da secrecao lactea no teste da caneca de fundo
escuro da cabra CAP5 inoculada com 9,5 x 10° UFC de S.

aureus (Gl), as 24h (M1), 48h (M2), 72h (M3) e 96h (M4)
apos a inoculagéo.

Figura 9. Asg)ecto da mama da cabra CAP5, inoculada com 9,5 x
10° UFC de S. aureus (Gl), as 48h (M2), 72h (M3), 96h

(M4), 120h (M5), 144h (M6) e 168h (M7) apoOs a
inoculacao.
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Os outros animais submetidos & inoculacéo intramamaria com 9,5 x 10° UFC
de S. aureus, CAP1, CAP2, CAP3 e CAP4, embora tenham desenvolvido quadro de
mastite clinica, tiveram o0s sinais clinicos restritos a glandula mamaria, nao
apresentando alteracéo relevante do quadro clinico geral em nenhum dos momentos
experimentais. Nestes animais, em situacdo a campo, provavelmente a doenca
evoluiria para o quadro cronico causado por S. aureus, bastante relatado na
literatura e caracterizado por infec¢cdes subclinicas recorrentes com presenca de
nodulacdes e abcessos no parénquima mamario. Ressalte-se a alta associacdo com
relatos de intoxicacdo de origem alimentar em relacdo ao leite e aos produtos
lacteos oriundos de propriedades com alta prevaléncia de mastite inaparente
(CONTRERAS et al., 2007; AITKEN et al., 2011; MAROGNA et al., 2012).

O teste CMT, usado ao longo do estudo para avaliar a presenga ou auséncia
de mastite subclinica concordou com os resultados obtidos nas anélises
microbiolégicas na maioria dos casos. No entanto, também foi constatada reacéo
positiva ao CMT com correspondente resultado negativo na cultura microbiolégica
de uma mesma amostra de secrecdo lactea, como pode ser observado nos
resultados das amostras oriundas dos tetos controle das cabras CAP3 e CAP4
submetidas a esta prova (Apéndice 1). Em concordancia com estes achados,
Contreras et al. (2013) estudando mastites causadas por micoplasmas em cabras
concluiram que o CMT é de uso limitado nesta espécie quando comparado ao uso
em vacas e ovelhas, ressaltando que o resultado do teste deve ser interpretado em
associacao a contagem de células somaticas e culturas bacteriologicas no leite. Em
discordancia, Persson e Olofsson (2011) afirmaram que o uso do CMT associado a
um contador portétil de células somaticas em cabras foi confidvel como preditor da
presenca de infeccdo intramamaria nesta espécie. E provavel que o CMT seja um
teste com maior confiabilidade quando trata-se de indicar a auséncia de infec¢éo
intramamaria do que a indicacdo da presenca desta, como observado na maioria
das amostras de secrecao lactea testadas neste estudo e como sugeriram Perrin et
al. (1997), Petzer et al. (2008) e Shivairo et al. (2013) em estudos com cabras.

Um aspecto que deve ser mencionado e levado em conta quando se trata de

experimentacdo com seres vivos € a influéncia da variabilidade individual nos
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resultados obtidos, como foi observado nas cabras CAP4, que apresentou discreta
resposta a inoculacéo intramamaria e CAP5, que evidenciou intensa resposta local e
sistémica a inoculacédo intramamaria no Grupo GI. Aitken et al. (2011) discorreram
sobre esse aspecto postulando que a eficiéncia na resposta do sistema imune
inespecifico ndo apenas determina se ocorrerdo infecgbes intramamaérias futuras,
mas também influencia a gravidade e a duracéo do quadro de mastite por influenciar

a natureza da resposta imune adaptativa de cada individuo.

Terminado o periodo experimental, amostras de secrecao lactea de todos os
tetos inoculados foram colhidas e delas foi obtido a antibiograma para determinar o
melhor procedimento terapéutico. Em todas as amostras, o antibidtico ao qual a
cepa de S. aureus utilizada mostrou maior sensibilidade foi a gentamicina,
concordando com o relato de estudos prévios na espécie caprina (NATHAWAT et
al., 2013; ISLAM et al., 2012; PEIXOTO et al., 2010). A constatacao do sucesso do

tratamento foi obtida por meio de culturas microbiol6gicas negativas seriadas.

4.1.2 Grupo inoculado com Streptococcus agalactiae (GlI)

Todas as cabras do grupo Gl (CAP1’, CAP2’, CAP3’, CAP4’ e CAPYS)
apresentaram mastite clinica em resposta a inoculagéo intramamaria de 4,4 x 10™
UFC de Streptococcus agalactiae. No entanto, os sinais clinicos mantiveram-se, em
geral, restritos a glandula mamaria. Na espécie caprina, apenas um relato de
inducdo de mastite com S. agalactiae foi encontrado (LI et al., 2004), no qual os
autores avaliaram a inducao de mastite subclinica. Neste estudo foi utilizada dose de
indculo relativamente alta em relacdo aquela mencionada na literatura. No entanto,
isso deve-se ao objetivo de provocar mastite clinica aguda nos animais e nao
apenas subclinica.

Em estudo sobre a correlacdo entre diferentes sinais clinicos na mama de
ovinos com mastite e a positividade a cultura microbiologica, Marogna et al. (2010)
constataram que 0S animais que apresentavam areas de endurecimento no
parénquima maméario tinham 115% mais probabilidade de serem positivos nas
provas de cultivo bacteriolégico das amostras de leite. Em concordancia com essa
relacdo, quatro das cinco cabras do Grupo Gll, CAP1’, CAP3’, CAP4’ e CAPYS,
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apresentaram areas de endurecimento evidentes espalhadas por diferentes regides
do parénquima mamario. Em geral essas areas, caracteristicas de mastite causada
por S. agalactiae, foram detectadas as 72h Pl (M3) e persistiram até o M7. A
fisiopatogenia da instalagdo do microrganismo na glandula mamaéaria explica este
achado. Sabe-se que S. agalactiae adentra a mama pelo canal do teto e a
colonizacdo da glandula é facilitada pela adesdo na superficie epitelial dos seios
glandulares. A multiplicacdo bacteriana local resulta em inflamacdo progressiva e
fibrose. A liberacdo de substancias quimiotaticas atrai leucécitos polimorfonucleares
(PMNSs) que fagocitam muitas bactérias invasoras. Outra importante parte de PMN é
destruida, com liberacdo de enzimas lisossomais que causam lesao tecidual e
inflamacédo, com formacdo de fibrina, que obstrui os pequenos ductos, levando a
involucéo do tecido secretor, fibrose e agalaxia (CONTRERAS; RODRIGUEZ, 2011).

Quanto a presenca de grumos, estes foram constatados na secrecdo lactea
de todos os tetos inoculados com S. agalactiae j& no M1 gquando o microrganismo
também foi recuperado em culturas microbiolégicas dessas amostras de leite. Com
excecdo da cabra CAP2’, que cessou a liberacdo de grumos as 48h Pl (M2), em
duas cabras, CAP3’ e CAP4’, foi possivel observar esta alteracéo no leite até o M6.
Nas outras duas cabras restantes, CAP1’ e CAP7’, a presenca de grumos manteve-
se até o final do experimento (M7). Estes resultados corroboram os achados de
Marogna et al. (2010), que relataram uma correlacdo positiva de 317% entre a
presenca de grumos no leite de ovelhas acometidas por mastite e resultados
positivos na cultura bacteriologica.

Das cinco cabras que compuseram este grupo, duas, CAP2’ e CAP5’, nédo
apresentaram alteracdo de comportamento ou sinal clinico sistémico evidente; as
outras trés manifestaram sinais clinicos discretos, como inapeténcia e apatia
transitorias. Lasagno et al. (2012) ao provocar mastite em cabras com a inoculagéao
de Streptococcus uberis relatam que em quatro, de seis animais nao foram
observados sinais clinicos sistémicos ou locais de mastite. Os autores atribuiram a
escassez de sintomas a dose infectante utilizada, de 1,7 x 108 UFC de S. uberis,
inferior & dose empregada neste estudo o que justificaria um quadro clinico um

pouco mais evidente nas cabras do grupo GII.
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Assim como as cabras CAP2' e CAPY%’, muitas vezes 0s sinais clinicos
apresentados por animais com mastite foram discretos, sendo necessaria uma
avaliacdo exploratdria atenta das cabras. Raramente isso € feito de forma correta na
rotina pratica de uma propriedade leiteira, fazendo com que casos subclinicos
tornem-se cronicos e levem a disfuncdo da glandula mamaria em longo prazo. Além
da diminuicdo da vida util produtiva da fémea este descuido ocasiona baixa
produtividade dessa cabra enquanto em lactacdo (TARIQ et al., 2014). Portanto, o
exame da glandula mamaria das cabras, bem como a avaliacdo qualitativa do leite,
por meio de testes diarios da caneca de fundo escuro e avaliagdes mensais do CMT,
devem ser realizados rotineiramente e de forma minuciosa em cabras leiteiras. Vale
salientar mais uma vez a cautela ao se interpretar o CMT na espécie caprina, como
pode ser observado nos Apéndices | e Il, onde ha resultados positivos a este teste,
mesmo em amostras lacteas oriundas dos tetos controle, 0os quais apresentaram-se
negativos em todas as avaliacdes bacteriologias as quais foram submetidos.

Das cabras do grupo Gll, a que apresentou sinais clinicos sistémicos de
mastite aguda, como apatia, inapeténcia e hipertermia, foi a cabra CAP1’. A fémea,
embora tenha sempre mantido o apetite, alimentando-se e ruminando bem, as 48h
pos-inoculacao (M2) apresentou apatia (Figura 10) e temperatura retal de 40,7°C. A
partir desse momento manteve temperatura ao redor de 40,1°C até o final do estudo

(M7), sem necessidade de intervencéo terapéutica ao longo do experimento.
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Figura 10. Cabra CAP1’ submetida a inoculacdo intramamaria com 4,4 x
10™ UFC de Streptococcus agalactiae (Gll), apatica as 48h (M2)
apos a inoculacgéao.

Embora apresentando sinais sistémicos mais evidentes, assim como as
outras fémeas do Grupo GIl a cabra CAP1’ desenvolveu mastite clinica as 24h PI
(M1), com presenca de alguns grumos no leite. A mastite manteve-se até o final do
estudo. O teto controle permaneceu sadio, como foi constatado diariamente por
meio do CMT e de culturas microbiolégicas realizadas nas amostras de leite. Nas
Figuras 11 e 12 é possivel visualizar a progressdo da infeccdo maméaria neste

animal com base nos testes da caneca de fundo escuro e do CMT.



Figura 11 SequenC|a de testes da caneca de fundo escuro na secrecao
lactea da cabra CAP1’ (Gll), inoculada com 4,4 x 10* UFC de
Streptococcus agalactiae no dia da inoculacdo (MO) e 24h (M1),
48h (M2), 72h (M3), 144h (M6) e 168h (M7) apds a inoculacao.

Figura 12. Sequéncia de California Mastitis Test na secrecdo lactea da
cabra CAP1’ (Gll), apresentando reacdo negativa em ambos 0s
tetos antes da inoculacédo (MO) e positiva no teto direito (TD) as
24h (M1), 48h (M2), 120h (M5), 144h (M6) e 168h (M7) apos a
inoculacgao.
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As cabras CAP3’ e CAP4’ apresentaram discreta apatia em M1 e M2,
respectivamente, embora, assim como a CAP1’, essas cabras tenham mantido o
apetite ao longo do estudo, alimentando-se e ruminando bem. Logo depois, em M4 e
M3 respectivamente, as cabras CAP 3’ e CAP 4’ reassumiram a vivacidade tipica da
espécie. A cabra CAP 3’ apresentou temperatura retal de 40,3°C as 24h Pl (M1) e
manteve uma média de 39,5°C do M2 ao M7. Esta média também foi constatada por
Lasagno et al. (2012) nas primeiras 24h apos a inoculacdo em duas de seis cabras
com mastite induzida por Streptococcus uberis, que apresentavam sinais clinicos.
Os autores relataram que os dois animais manifestaram apenas sintomas locais
discretos de mastite, como leve sensibilidade e discreto edema a palpagdo, em
concordancia com os resultados obtidos nas cabras do Grupo Gll neste estudo.

Ao final do periodo experimental, obteve-se o antibiograma em amostras de
secrecao lactea dos tetos, a fim de instituir a terapia intramaméria apropriada. Para
todas as amostras, o antibiético ao qual a cepa de S. agalactiae mostrou maior
sensibilidade foi a ciprofloxacina, corroborando relatos prévios de sensibilidade
deste microrganismo a este antimicrobiano (BHATTACHARIA, 2002; KUMAR et al.,
2010; 2013). A constatacdo da eficAcia da terapia antimicrobiana intramamaria

realizada foi obtida por meio de culturas microbiologicas negativas seriadas.

4.2 Andlise laboratorial das amostras de secrecéo lactea
4.2.1 Exames microbioldgicos

Os resultados dos exames microbiolégicos realizados com o intuito de
verificar diariamente o sucesso da inoculacdo intramamaria, foram satisfatorios ao
longo de todo o estudo. As amostras de secrecdo lactea, oriundas dos tetos
inoculados das cabras de ambos os grupos, apresentaram multiplicacdo bacteriana
em placas de agar sangue ovino desfibrinado 5% todos os dias, a partir da primeira
avaliacdo, ou seja, 24h apo6s a inoculacdo (M1). Nao houve contaminacdo cruzada
com outros microrganismos, sendo isolado apenas S. aureus nas cabras do Grupo
Gl (Figura 12), e S. agalactiae no grupo Gll. Os tetos controles (teto esquerdo, TE)

nao apresentaram multiplicacdo bacteriana em nenhum momento do experimento.



Figura 13. Exemplo de sequéncia de acompanhamento microbiolégico
em cabra do grupo GI. A. MO (prévio a inoculagdo) sem
multiplicacdo bacteriana; B, C e D. Multiplicagdo bacteriana
com halo hemolitico caracteristico de Staphylococcus aureus
apos inoculacdo no teto direito (metade direita da placa de
Petri) e auséncia de multiplicacdo bacteriana no teto esquerdo
controle (metade esquerda da placa de Petri).
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As colbnias de S. aureus recuperadas eram caracteristicas — convexas, de
coloracdo branco-porcelana e apresentando halo de beta-hemdlise. J& as coldnias
de S. agalactiae eram pequenas, puntiformes, brancas e também com halos de
hemolise. A partir dessa identificacdo na placa de &gar sangue, as colonias
suspeitas eram isoladas e submetidas a coloracdo de Gram e aos testes
bioquimicos. A coloracdo de Gram revelou, como esperado, que as coldnias
suspeitas de S. aureus eram cocos Gram + em formacao de “cachos” de cocos e as
colonias suspeitas de S. agalactiae apresentavam-se, quando coradas, como cOcoS
Gram + agrupados em fileiras. A diferenciacdo entdo seguiu sequéncia com a prova
da catalase, pois os estafilococos sao catalase positivos e 0s estreptococos
negativos.

Uma vez confirmados os géneros dos microrganismos, realizou-se a seguinte
bateria de provas bioquimicas para os estafilococos: prova da coagulase, manitol,
Voges-Proskauer e fermentacao anaerébia. Todas as amostras de secrecdo lactea
analisadas foram positivas a estes testes, confirmando a presenca exclusiva de S.
aureus nos tetos inoculados. Ja para o grupo GlI, foi realizado o teste de CAMP, ao
gual S. agalactiae € positivo. Todas as amostras obtidas nas colheitas diarias dos

tetos inoculados das cabras do grupo Gl foram positivas a esse teste.

4.3 Analise laboratorial das amostras de sangue

4.3.1 Leucograma

A contagem total de leucécitos em cabras do Grupo Gl, mostrou-se desde o
inicio do estudo um pouco mais elevada que os valores fisioldgicos para a espécie
caprina (WEISS e WARDROP, 2010) (Tabela 1). E possivel observar em ruminantes
um quadro de leucocitose fisiolégica transitoria, conhecido como leucograma de
estresse, causado pela liberacdo de epinefrina frente a um estimulo estressante,
como o parto (SAUT; BIRGEL JUNIOR, 2006). Em ovinos, ja foi postulado que
alteracbes observadas no leucograma de estresse pré-parto somente retornam a
normalidade por volta do 14° dia apés o parto (ANOSA; OGBOGU, 1979). Como as

cabras do grupo GI foram inoculadas entre 0 12° e o 15° dias pds-parto, € possivel
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gue a elevacéo fisiolégica da contagem total de leucécitos ndo tenha completado

seu retorno aos valores de referéncia para a espécie.

A excecdo da diminuigdo significativa na contagem de linfdcitos, observada as
24h P1 (M1) no Grupo Gl, ndo se constatou alteracéo significativa nas contagens de
nenhuma das células que compdem o leucograma (Tabela 1). Embora a avaliacao
da série branca seja considerada a parte mais util do hemograma quando se trata do
monitoramento de doengas infecciosas em ruminantes os valores do leucograma
podem apresentar pouca ou nenhuma alteragcdo, mesmo na infeccdo grave
(BASTOS et al., 2011; COLE et al., 1997). Vale salientar que a contagem diferencial
de leucdcitos € mais importante que a contagem total, pois aumento ou diminuicédo
de tipos celulares podem ocorrer simultaneamente, fazendo com que a contagem
total permaneca inalterada (JONES; ALLISON, 2007).

Apesar de ndo significativa e dentro do limite de referéncia para a espécie
(WEISS e WARDROP, 2010), observou-se diminuicdo biolégica da contagem total
de leucdcitos das cabras do Grupo Gl no M1 e M2, oscilando a partir dai em torno
do valor observado inicialmente (Tabela 1). Esses resultados sé&o diferentes
daqueles relatados por Ajuwape et al. (2005), que avaliaram cabras com mastite de
ocorréncia natural de diferentes etiologias e constataram contagem total de
leucdcitos mais elevada no grupo enfermo quando comparado ao grupo saudavel. A
inflamacdo induzida na glandula mamaria das cabras do grupo GI, apesar de
clinicamente evidente, parece nao ter sido suficiente para induzir leucocitose, quadro
leucocitario esperado em doencas infecciosas (AJUWAPE et al.,, 2005; WEISS e
WARDROP, 2010).

Ajuwape et al. (2005), constataram ainda diminuicdo do niamero de neutrofilos
segmentados em animais enfermos em relagdo aos saudaveis, enquanto que neste
estudo a contagem de segmentados manteve-se inalterada. A contagem de
linfécitos mostrou diminuicdo significativa apenas no M1. Quanto a contagem
absoluta de mondcitos em ambos os estudos ndo foi constatada diferenca
significativa (Tabela 1). A média das contagens de neutrofilos bastonetes foi maior
em M1 e M2, de 439 e 409 células/uL, respectivamente. Em seguida, regularizou-se,

voltando a ser rara a visualizacdo destas células. Este achado condiz com o
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leucograma tipico de ruminante durante a resposta de fase aguda, sendo comum a
liberacdo de neutrdfilos imaturos na circulacdo sanguinea para suprir a demanda de
neutréfilos no sitio de injaria (JONES; ALLISON, 2007). A visualizacdo de basofilos

e/ou eosindfilos foi esporadica.

Quanto ao Grupo GIl, em geral a contagem total de leucocitos também
manteve-se um pouco maior do que aquela preconizada para caprinos (Tabela 2).
Isso pode ser decorrente do fato de as fémeas terem sido inoculadas entre 0 12° e o
15° dia apés o parto, ndo havendo tempo hébil para que a leucocitose transitoria,
comumente observada em leucogramas de estresse devido ao parto, retornasse aos
valores normais para a espécie caprina (ANOSA; OGBOGU, 1979; SAUT; BIRGEL
JUNIOR, 2006; WEISS e WARDROP, 2010). Este raciocinio também embasaria o
achado de diminuicdo significativa da média das contagens totais de leucdcitos, de
15,8 x 10°/puL no MO para 10,0 x 10%puL no M1, indicando o retorno das contagens
aos limites de referéncia fisiologica. A partir de M1 as contagens oscilaram ao longo

do estudo.

Como ja mencionado anteriormente, Bastos et al. (2011), relataram que o
leucograma em ruminantes pode apresentar discretas alteracdes frente a processos
infecciosos. Em concordancia com essa afirmacdo, alteragcbes sutis foram
observadas nas contagens diferenciais do grupo Gll, embora algumas tenham sido
significativas (Tabela 2). Foi constatada diminuicdo significativa das contagens de
neutréfilos segmentados as 72h Pl (M2) e 96h Pl (M4), em comparacdo com 0O
momento controle (MO), embora dentro do limite de referéncia para a espécie
(WEISS e WARDROP, 2010). Nos demais momentos houve apenas oscilacdes
irrelevantes. A contagem de linfocitos diminuiu significativamente no M1. A patrtir dai,
reassumiram valores observados inicialmente, oscilando ao longo do estudo (Tabela

2). Ocasionalmente foram observados basofilos, eosindéfilos e neutréfilos bastonetes.
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4.3.2 Perfil bioquimico sérico

4.3.2.1 Grupo inoculado com Staphylococcus aureus (Gl)

No grupo Gl nédo houve alteracdo significativa na concentracdo seérica de
proteina total (PT), corroborando os achados de Patelli et al. (2008), que nao
observaram alteracdo na concentracéo sérica de PT em caprinos experimentalmente
infectados com Trypanossoma evansi. Também ndo foi verificada alteracao
significativa no teor sérico de albumina, globulinas, imunoglobulina G e transferrina
(Tabela 3). Entretanto, embora discreto e estatisticamente n&o significativo, ressalta-
se a tendéncia ao decréscimo do teor de albumina, em especial a partir do M5 até o
M7. Além de a albumina ser uma proteina de fase aguda (PFA) negativa, que
decresce sua concentracao durante a resposta de fase aguda, este comportamento
pode ser explicado pela mobilizacdo de fluidos e proteinas para a glandula mamaria,
em funcdo da inflamacdo induzida pela inoculacdo intramamaria de S. aureus
(FONTEQUE et al., 2010; CECILIANI et al., 2012; CRAY, 2012).

O teor sérico de globulinas apresentou discreta tendéncia a elevacdo, sem
significancia estatistica, no M2 e M3, quando as cabras apresentaram sinais clinicos
mais evidentes de mastite. Essa fracdo proteica contém, dentre outras, as PFA,
cujos teores comumente se elevam durante a inflamacdo (KANEKO et al., 2008).
Talvez em fungéo desse equilibrio entre a diminuicdo de uma fracdo e elevagéo de
outra, ndo tenha sido possivel detectar diferenca na concentracado sérica de PT,
como relatado por Braun et al. (2010).

O teor plasmatico de fibrinogénio (FP) elevou-se progressivamente a partir do
M1, quando ja foi observada a presenca de grumos no leite da maioria das cabras, e
com elevacado significativa em relacdo ao MO no M4 e M5, sendo o valor sérico
maximo de 800 mg/dL obtido no M4. Essa proteina € a mais empregada para
avaliacdo da reacdo de fase aguda em ruminantes, devido a facilidade de
mensuracao e rapidez na obtencdo dos resultados, embora seja considerada uma
PFA de resposta moderada em ruminantes (KANEKO et al., 2008). Em ovinos foi
relatada como menos sensivel (BRAUN et al., 2010) e em caprinos como sendo de
baixa resposta a reacéo inflamatoria (GONZALEZ et al. 2008). As cabras do grupo

Gl também apresentaram resposta discreta no teor de FP, sendo o maior percentual
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de elevagdo detectado em M4, de 67% (Figura 14), ou seja, menos de 2x em
relacdo ao MO. Esse resultado concorda ainda com a classificagdo sugerida por
Eckersall e Bell (2010), na qual uma PFA de baixa resposta a inflamacdo se eleva
gradualmente, em 50 a 100% em relacdo ao valor basal. Entretanto, embora mais
discreto em relagdo a outras PFA avaliadas neste estudo, como sera observado,
ressalta-se o aumento significativo do fibrinogénio plasmético e a manutencdo dos
teores séricos elevados até o final do estudo, condizendo com o quadro de mastite

clinica observado nas cabras até o M7.
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Figura 14. Percentual de elevacdo nas concentracdes plasmaticas de
fibrinogénio em cabras inoculadas com 9,5 x 10° UFC de
Staphylococcus aureus, grupo Gl, as 24h (M1), 48h (M2), 72h
(M3), 96h (M4), 120h (M5), 144h (M6) e 168h (M7) apos a
inoculacao.

Os valores obtidos para aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina
(ALP), gama glutamilatransferase (GGT), creatina quinase (CK), ureia, creatinina,
célcio (Ca), fésforo (P), magnésio (Mg) e ferro (Fe), ndo apresentaram diferenca
significativa em relagdo ao momento basal (Tabela 4). Ainda que sem significancia
estatistica, as atividades séricas de AST, ALP e CK apresentaram tendéncia a
elevacao a partir de M4, M6 e M3, respectivamente, mantendo essa tendéncia até o
M7. Em ruminantes € comum que se faca a associacao entre AST, ALP e GGT para
confirmar lesdo hepatica, enquanto que as mensuracdes de AST e CK sao indicadas
para avaliacdo de lesdo muscular (KANEKO et al., 2008; BRAUN et al, 2010). Nas
cabras do grupo GI, notaram-se graus variaveis de lesdo no tecido mamario. Na
cabra CAP5 ocorreu destruicdo do tecido mamario com posterior perda da mama, e

nas outras fémeas, embora nédo tenha sido um parametro quantificado, foi observado
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0 desenvolvimento de nodulagbes de tamanhos e localizagdes diversas no

parénguima mamario. Isso pode justificar as elevacdes de AST, ALP e CK.

A funcéo renal dos animais do Grupo Gl mostrou-se discretamente alterada
em M4 e M5, com base nas concentracfes séricas de ureia e creatinina (Tabela 4).
Embora sem alteracao significativa em relacdo ao MO, ha de se ter em conta a
elevacgéo bioldgica observada no teor sérico de ureia do M5 ao M7 e no teor sérico
de creatinina em M4 e M5, além da faixa de normalidade estabelecida para a
espécie caprina (KANEKO et al., 2008). Insuficiéncia renal ndo é uma ocorréncia
comum em ruminantes e provavelmente por essa razdo a taxa de filtracao
glomerular ndo tenha sido estudada em maiores detalhes nestes animais (BRAUN et
al., 2010). Literatura correlata acerca da fungao renal de vacas, ovelhas e, em
especial de cabras, acometidas por mastite é praticamente inexistente, ndo tendo
sido encontrado nenhum estudo acerca do assunto. No entanto, € possivel que as
concentracfes séricas destes dois parametros de funcao renal tenham sido afetados
pela moderada desidratacéo que se desenvolveu nas cabras CAP3 e CAP5, ja que a
partir do M2, foi observada apatia, inapeténcia e diminuicdo da ingestdo de agua.

Nas cabras do grupo GI, ndo se constatou alteracéo significativa nos teores
séricos de calcio, fésforo, magnésio e ferro ao longo do estudo (Tabela 4),
corroborando os achados de Ibtisam EI Zubeir et al. (2005), que avaliaram a
influéncia da mastite na concentracdo sérica de minerais em vacas sem
constatacdo de alteracdes significativas. Como relatado por Wegner e Stull (1978),
isso pode ser decorréncia dos mecanismos homeostaticos suficientemente
dindmicos para responder a transferéncia de minerais do sangue para a glandula
mamaria como pode acontecer na mastite. Outra possibilidade é que a quantidade
de minerais que extravasa para a secrecao lactea da mama doente € tdo baixa que
é irrelevante em relagdo ao conteudo total no sangue, uma vez que ha redugédo na
producdo de leite na glandula mamaéria infectada. Similarmente, Erskine e Bartlett
(1993), avaliando as concentracfes séricas de minerais em vacas com mastite
induzida por via intramamaria com Escherichia coli, concluiram que as altera¢des
no perfil de oligoelementos provavelmente ocorrem em um estagio mais tardio da

infeccdo. Ainda em relagcdo ao teor de minerais em cabras do grupo Gl, vale



40

ressaltar a tendéncia a diminuicdo do teor sérico de Fe, ainda que seja
estatisticamente ndo significativa. Tendo-se em mente que S. aureus é um
microrganismo com alta afinidade pelo Fe, o sistema imune, como uma forma de
impedir a colonizacdo e multiplicacdo da bactéria, tende a indisponibilizar o mineral,
ligando-o a proteinas, como a ferritina (DIARRA et al, 2002; TIZARD, 2002). Esse
fato poderia justificar a tendéncia ao decréscimo observada no teor de Fe no grupo
Gl, das 24h (M1) as 96h Pl (M4) em relacdo ao MO.
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4.3.2.2 Grupo inoculado com Streptococcus agalactiae (Gll)

Ndo se constatou alteracdo significativa nas concentracdes séricas de
proteina total e de globulinas. O teor sérico albumina diminuiu significativamente a
partir de M5 (Tabela 5), ainda que sem importancia clinica e que em nenhum
momento tenha se apresentado abaixo do limite de referéncia para caprinos
(KANEKO et al., 2008).

As concentragBes séricas de imunoglobulina G (IgG) e de transferrina néo
apresentaram alteracfes significativas, ao contrario da concentracdo plasmética de
fibrinogénio (FP) que elevou-se significativamente em todos os momentos apés a
inoculacao (Tabela 5). O teor maximo de fibrinogénio foi constatado as 120h Pl (M5).
Resultado semelhante foi obtido por Costa et al. (2010) em ovelhas com mastite
induzida por S. aureus, nas quais o pico de concentracdo foi observado as 132h PI.
Esse valor maximo de fibrinogénio nas cabras do grupo GlI correspondeu a aumento
de 2,3 vezes em relacdo ao valor basal, ou seja, um percentual de elevacédo de
129% em relacdo ao MO (Figura 15). Essa proteina € considerada uma PFA de
resposta discreta a moderada em bovinos, com elevacdo de 2 a 3 vezes em
resposta a inflamacao/infeccdo (PETERSEN et al., 2004; DANSCHER et al., 2011),

como se verificou nas cabras do Grupo GlI.

Os resultados obtidos também corroboram os relatos de Cole et al. (1997), os
guais afirmaram que a concentracdo de fibrinogénio tende a se manter elevada
durante a doenca ativa e até que a demanda nao exceda a capacidade de producéo
hepatica. Em geral, o teor de fibrinogénio retorna a normalidade dentro de alguns
dias, apés a cessacgédo da destruicdo tissular ativa, seguido de continua elevacao nas
concentracbes de gamaglobulinas, caracterizando assim o processo crénico. A 1gG
corresponde a cerca de 85% do total de gamaglobulinas e como a mastite induzida
foi avaliada na fase aguda da enfermidade, a auséncia de alterag&o significativa na
concentragdo de IgG é compativel com os relatos na literatura.

Os valores obtidos para transferrina, uma PFA negativa (GONZALEZ et al.,
2008; CECILIANI et al., 2012; CRAY, 2012), embora ndo tenham mostrado alteracéo
significativa, apresentaram discreta diminuicdo em relacdo ao MO a partir do M4.

Depois disso, essa tendéncia de decréscimo persistiu até o M7.
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Figura 15. Percentual de elevacdo nas concentracdes plasmaticas de
fibrinogénio em cabras inoculadas com 4,4 x 10 UFC de
Streptococcus agalactiae, grupo GlI, as 24h (M1), 48h (M2),
72h (M3), 96h (M4), 120h (M5), 144h (M6) e 168h (M7) apds
a inoculacéo.

Nos animais do grupo Gll ndo foram constatadas altera¢des significativas nas
atividades de GGT e CK. A enzima AST tendeu a decréscimo progressivo apés a
inoculacdo, até o M4, quando foi constatada diminuicdo significativa, que persistiu
nos momentos subsequentes, até M7. A enzima ALP apresentou comportamento
semelhante, porém o decréscimo significativo de sua atividade sérica sO foi
constatado no pendltimo dia do estudo, M6 (Tabela 6). Apesar da diferenca
significativa em relacdo ao MO, ressalta-se que todos os valores obtidos para AST e
ALP ao longo do periodo experimental foram abaixo dos valores considerados como
referéncia para a espécie caprina (KANEKO et al., 2008). Isso ressalta, mais uma
vez, observacOes feitas em trabalhos prévios sobre a necessidade se ter em conta
fatores diversos, inclusive ambientais, os quais podem influenciar os resultados e
assim, reforca a vantagem de se usar o préprio animal como controle de si mesmo
(BRAUN et al., 2010; POLIZOPOULOU, 2010).

Constatou-se que a concentracdo seérica de creatinina foi significativamente

menor em M3, M4 e M6, em relacdo ao MO, embora este achado n&o tenha
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mostrado relevancia clinica. Da mesma forma, ndo houve alteracdo significativa na
concentracdo sérica de ureia (Tabela 6). Em nenhum momento as cabras do Grupo

Gll apresentaram qualquer sinal clinico que indicasse alteracdo da funcao renal.

N&o se verificou alteracdo significativa nos teores de calcio, fosforo e
magnésio, apena oscilagdes ao longo do estudo (Tabela 6). Ao contrario disso, em
estudo com mastite em cabras induzida por doses infectantes variadas de S. aureus,
Ma et al. (2007), observaram elevacao significativa do teor plasmatico de Mg em
todos os grupos doentes. No entanto, também notaram que quanto maior a dose do

in6culo de S. aureus menos expressivo foi 0 aumento no teor de Mg.

Nas cabras do Grupo Gll, o teor de ferro diminuiu progressivamente apos a
inoculacéo, atingindo decréscimo significativo em relacdo ao momento basal as 96h
Pl, M4 (Tabela 6). Embora ap6s o M4 tenha havido tendéncia a elevagéo, até o final
do estudo o teor deste mineral ainda ndo havia retornado ao valor observado em
MO. A capacidade de aquisicao de ferro por microrganismos foi relacionada a sua
habilidade em produzir e utilizar sidero6foros, e isso tem sido frequentemente ligado a
viruléncia de certas bactérias patogénicas (DIARRA et al., 2002). WEINBERG (1978)
ressalta que na competicdo entre o estabelecimento da infeccdo bacteriana e a
supressao bem sucedida da doenca por parte do hospedeiro, o ferro é o mineral que

parece ser 0 mais importante.
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4.3.3 Eletroforese SDS-PAGE

4.3.3.1 Grupo inoculado com Staphylococcus aureus (Gl)

O proteinograma sérico obtido por meio da eletroforese bidimensional em gel
de acrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) revelou em média 22
proteinas com pesos moleculares de 23 a 217 kDa. Destas, no estudo sao
abordadas trés proteinas de fase aguda (PFA), ou seja, ceruloplasmina,
haptoglobina e aj-glicoproteina acida, em funcdo de sua importancia clinica em
ruminantes. Como afirmaram Ceciliani et al. (2012), um dos principais potenciais de
aplicacdo da mensuracdo de PFA, embora sejam marcadores inespecificos, é na
deteccdo e monitoramento de mastite. Apesar dos varios estudos em andamento
com esse grupo de proteinas, especialmente na espécie bovina, pouca informacao
concreta foi obtida em relagdo a sua exata atuacdo na mastite, particularmente na
espécie caprina (THULASIRAMAN et al., 2013).

Ceruloplasmina

A utilizacdo da ceruloplasmina como marcador de inflamag¢do ndo é téo
comum quanto o uso de outras PFA, como a haptoglobina (MURATA et al., 2004;
COSTA et al.,, 2010). Na literatura consultada, foram encontrados apenas dois
trabalhos que avaliaram a ceruloplasmina em enfermidades na espécie caprina
(COSTA et al., 2010; SIMPLICIO, 2011).

Costa et al. (2010), ao estudarem ovelhas com mastite induzida por S.
aureus, observaram que 0S maiores teores séricos de ceruloplasmina coincidiram
com a maior gravidade do quadro clinico de mastite, concordando com o constatado
nas cabras do grupo Gl, entre o M2 e M3. Ao contrario de Fonteque et al. (2010),
gue nado observaram, apoOs inoculagdo intramamaria com S. aureus em cabras,
elevacao significativa da fracdo a-globulina, que contém, dentre outras PFA a
ceruloplasmina, no grupo Gl foi observado percentual de aumento de até 254% (M3)
no teor sérico dessa proteina (Tabelas 7 e 8 e Figura 16). Isso pode decorrer de os
autores terem usado uma dose infectante bem inferior, de 500 UFC de S. aureus, a

utilizada neste estudo.
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Pfeffer et al. (1993), estudando ovinos com pneumonia induzida constataram
gue a ceruloplasmina, dentre as trés PFA avaliadas, ceruloplasmina, fibrinogénio e
haptoglobina, mostrou ser o melhor biomarcador da reacdo inflamatdria nesta
espécie. Esse resultado ndo concorda com o observado nas cabras do grupo Gl
(Tabela 7 e Figura 16). No entanto, apesar de nao ter sido a PFA mais responsiva
dentre as avaliadas no grupo Gl, foi identificado aumento consideravel da
concentracdo de ceruloplasmina em relacdo ao M0O. Ressalta-se mais uma vez o
percentual de elevacdo de 254% constatado no M3. Da mesma forma, Fagliari et al.
(2003) relataram elevacdo nas concentracdes dessa proteina em bezerros com
pneumonia experimentalmente induzida por Mannheimia haemolytica, Ulutas e
Ozpinar (2006) verificou 0 mesmo em ovinos com pasteurelose induzida e Fagliari et

al. (2007) em casos naturais de fotossensibilizacao.

Haptoglobina

A elevacédo da concentracdo sérica de haptoglobina foi precoce (Tabela 8) e
0s percentuais de elevacdo foram consideraveis (Tabela 7 e Figura 16),
corroborando relatos prévios sobre a alta sensibilidade dessa proteina na deteccéo
de doencas inflamatérios e/ou infecciosas em ruminantes, chegando a 100 vezes
mais do que seu valor normal (MURATA et al., 2004; GONZALEZ et al., 2008;
DJEBABRI, 2010; ECKERSALL; BELL, 2010; BENDIXEN et al., 2011; CECILIANI et
al., 2012; THULASIRAMAN et al., 2013). Skinner e Roberts (1994), num estudo com
ovelhas, confirmaram que a haptoglobina foi um melhor indicador de infeccéo
bacteriana que o leucograma. Gonzalez et al. (2008) verificaram teor sérico maximo
de haptoglobina em cabras com processo inflamatorio induzido pela injecéo
subcutédnea de terebintina as 72h PIl. Nas cabras do grupo Gl o aumento da
concentracao de haptoglobina foi precoce e evidente logo as 24h PI (M1), com valor
maximo as 48h Pl (M2), quando foi constatado percentual de aumento de 444%
(Tabela 7 e Figura 16). Esses dados estdo em concordancia com os relatados por
Cole et al. (1997) e Gonzalez et al. (2007), que ressaltaram, inclusive, a
possibilidade de deteccdo de animais infectados antes que manifestem sinais

clinicos.
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Aumentos relevantes nos teores de haptoglobina foram também registrados
por Ohtsuka et al. (2001), ao estudar a resposta de fase aguda em vacas
acometidas por mastite de ocorréncia natural, e por Colla et al. (2009) ao
pesquisarem o valor diagndéstico da haptoglobina em casos de mastite subclinica em
vacas leiteiras. Ambos os trabalhos ressaltaram a correlagdo positiva entre a
gravidade da lesdo e os teores séricos da proteina, assim como Singh e Pachauri
(2002) que descreveram a relacdo direta entre a concentracdo plasmatica de
haptoglobina e a extensdo da lesdo no tecido mamario. No grupo GI, a maior
gravidade dos sinais clinicos de mastite foi constatada as 48h e 72h PI, ou seja, em
M2 e M3, coincidindo com os teores séricos mais elevados de haptoglobina durante
0 estudo. Esses achados concordam com os relatos de varios autores que ja
demonstraram uma correlacdo positiva entre a severidade dos sinais clinicos de
mastite e a concentracdo sérica de haptoglobina (SPOONER; MILLER, 1971;
CONNER et al., 1988; HEEGAARD et al., 2000).

Dentre as PFA positivas avaliadas no grupo GI, a haptoglobina foi a que
mostrou melhor resposta a reacao inflamatéria e precocidade, concordando com os
achados de Gonzalez et al. (2008), em estudo com inducdo de inflamacdo em
cabras submetidas a administragdo subcutanea de terebintina e Simplicio (2011),
que avaliou o teor de haptoglobina em cabras com mastite estafilocécica de
ocorréncia natural. No entanto, os resultados discordam dos relatos de Fonteque et
al. (2010), pois enquanto nas cabras do grupo Gl se constatou percentual de
aumento de até 440% no teor sérico de haptoglobina, aqueles autores néo
observaram, apoés inoculacdo intramamaria de S. aureus em cabras, elevacédo da
fracdo a-globulina, a qual contém, dentre outras PFA, a haptoglobina. Isso pode ser
decorréncia da dose infectante utilizada, de 500 UFC de S. aureus, bem inferior a
utilizada no grupo Gl, de 9,5 x 10° UFC de S. aureus. Nielsen et al. (2004) também
verificaram concentracdes aumentadas de haptoglobina em vacas com mastite
clinica e citaram esta proteina como uma das principais PFA na espécie bovina.
Suojala et al. (2008), em estudo com infeccédo experimental por E. coli, observaram
valor maximo de haptoglobina entre 60h e 68h apds a inoculacdo, enquanto no

presente estudo este pico foi verificado em cabras do grupo Gl as 48h PI.
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Apesar do potencial da haptoglobina como biomarcador inespecifico na
espécie caprina, ainda sdo escassos os trabalhos a ela relacionados. A maior parte
das informacdes obtidas na literatura € baseada em estudos com mastite em vacas;
nesta espécie animal, a haptoglobina é considerada 6timo indicador de inflamacéo
(DJEBABRI, 2010; ECKERSALL; BELL, 2010; CRAY, 2012). Ainda, Gonzalez et al.
(2008) ressaltaram que apesar da relevancia clinica que as PFA possam ter na
caprinocultura, até o momento sdo escassas as pesquisas acerca do tema na

espécie caprina.

a;-Glicoproteina acida

Quanto a aj-glicoproteina acida nado foi observada resposta precoce a
inflamacdo nas cabras do grupo GIl, embora tenha sido constatada tendéncia a
elevacdo em sua concentracao, particularmente a partir das 144h Pl (M6) (Tabela 8).
O teor sérico maximo foi detectado no Uultimo momento do estudo (M7),
correspondendo a um percentual de elevacéo de 83% (Tabela 7 e Figura 16). Essa
resposta retardada da a;-glicoproteina acida, quando comparada as outras PFA
avaliadas, aponta que talvez essa PFA seja mais indicativa de processos cronicos
em vez de agudos. Essa caracterizacao de cronicidade pela a;-glicoproteina acida ja
foi sugerida em estudo com ovelha com linfadenite caseosa experimental, com
cabras submetidas a administracado subcutanea de terebintina e com bovinos ao se
comparar reacOes inflamatorias agudas e cronicas (ALSEMGEEST et al., 1995;
ECKERSALL et al., 2007; GONZALEZ et al., 2008).

Ainda, o aumento da concentracdo sérica de as-glicoproteina acida nas
cabras do grupo GI, além de tardio foi mais discreto, concordando com relatos
prévios envolvendo essa proteina em estudos com bovinos portadores de
inflamacdo experimental, em vacas com mastite clinica aguda ou com leucose
bovina ou naquelas submetidas a cirurgia, em cabras apds a injecéo de terebintina e
em ovelhas com mastite induzida por S. aureus (CONNER et al., 1988; NAGAHATA
et al., 1989; GONZALEZ et al., 2008; COSTA et al., 2010). Ademais, varios autores,

ressaltam o fato de que a concentragdo sérica desta proteina se mantém elevada
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por longo tempo (ECKERSALL et al., 2001; FAGLIARI et al., 2003). Regassa et al.
(2002), estudando ovelhas com metrite induzida, verificaram teores elevados de a;-

glicoproteina &acida por até duas semanas apoés a infeccao.

Tabela 7. Percentual de elevagdo sérica, em %, de ceruloplasmina, haptoglobina e
as-glicoproteina &cida (Glic. Ac.) em cabras inoculadas com 9,5 x10° UFC
de Staphylococcus aureus, grupo Gl, as 24h (M1), 48h (M2), 72h (M3),
96h (M4), 120h (M5), 144h (M6) e 168h (M7) ap6s a inoculacéo.

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7

Ceruloplasmina 50,10 1445 253,8 185,2 210,7 205,8 113,8
Haptoglobina 143,7 443,96 225,3 205,6 147,8 91,10 70,30

Glic. Ac. 12,70 35,43 4290 45,63 30,06 72,70 83,77
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Figura 16. Percentual de elevacdo das concentracbes séricas de
ceruloplasmina, haptoglobina e a;-glicoproteina acida (Glic.
Ac.) em cabras inoculadas com 9,5 x 10° UFC de
Staphylococcus aureus, grupo Gl, as 24h (M1), 48h (M2),
72h (M3), 96h (M4), 120h (M5), 144h (M6) e 168h (M7)
apos a inoculagéo.
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4.3.3.2 Grupo inoculado com Streptococcus agalactiae (Gll)

O proteinograma sérico obtido pela técnica de eletroforese SDS-PAGE,
revelou em média 23 proteinas nas cabras do grupo Gll, com pesos moleculares de
22 a 225 kDa. Destas, sdo abordadas trés proteinas de fase aguda (PFA),
ceruloplasmina, haptoglobina e a;-glicoproteina acida, em fung¢éo de sua importancia

clinica.

Ceruloplasmina

Como mencionado anteriormente, a literatura consultada revelou apenas dois
trabalhos envolvendo o estudo de ceruloplasmina em enfermidades na espécie
caprina, reforcando os relatos de Eckersall (2006) e Murata et al. (2004) de que ha
poucos estudos com PFA em ruminantes que ndo sejam da espécie bovina e que a

utilizacdo de ceruloplasmina como marcador de inflamagdo € menos comum em

comparacado a outras PFA.

Nas cabras do grupo GIl, notou-se aumento progressivo do teor sérico de
ceruloplasmina apos a inoculacdo intramamaria com S. agalactiae (Tabela 10). O
valor maximo foi detectado as 120h Pl (M5), com percentual de elevacdo de 112%
em relagdo ao momento basal (Tabela 9 e Figura 17). No entanto, este teor maximo
observado foi inferior ao relatado em cabras acometidas por mastite estafilocécica
de ocorréncia natural, ou em ovelhas com mastite estafilococica experimental
(COSTA et al., 2010; SIMPLICIO, 2011), aumentos estes de 9 e 6 vezes
respectivamente, contra 3,5 vezes, observado nas cabras do grupo GlIl. Esse fato
pode ser decorrente da diferenca de estimulo antigénico pelas diferentes bactérias.
Em geral, Staphylococcus aureus, por seu carater mais invasivo, tende a promover
respostas sistémicas mais evidentes. Por outro lado, S. agalactiae, que geralmente
invade as células da superficie epitelial, promove respostas mais localizadas a
mama. Ainda, com base na classificacdo proposta por Eckersall e Bell (2010),

ceruloplasmina seria uma PFA de menor importancia na avaliacdo de mastite
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bY

estreptocdcica em cabras, por responder gradualmente a infeccdo e apresentar
elevacgéo entre 50% e 100% em relagdo ao nivel basal.

Haptoglobina

Costa et al. (2010), estudando ovelhas com mastite induzida com S. aureus,
constataram elevagdo no teor sérico de haptoglobina nas primeiras 24h Pl, com
valor maximo de 175,74 mg/dL as 180h PIl, um aumento de 14 vezes em relacdo ao
momento controle. Estes resultados assemelham-se ao observado nas cabras do
grupo GIl (Tabela 9 e Figura 17), no qual também foi constatada elevacao
consideravel as 24h Pl (M1), sendo o valor maximo de concentragdo verificado as
168h PI (M7), equivalendo a um aumento de 27 vezes, ou seja, um percentual de
elevacéo de 2.500% (Figura 14).

Com base no sistema de classificacdo de importancia clinica das PFA
estabelecido por Eckersall e Bell (2010), a haptoglobina foi uma PFA de 6tima
resposta a mastite estreptococica experimental na espécie caprina, elevando-se,
como ja mencionado, em 2.500% em relacdo ao MO. Gonzalez et al. (2008), ao
avaliarem a resposta de fase aguda em cabras com processo inflamatorio induzido
pela injecdo subcutdnea de terebintina, observaram que a haptoglobina foi a PFA
com maior percentual de elevacdo dentre as PFA avaliadas, concordando com os

resultados obtidos no grupo GlI.

a;-Glicoproteina acida

A concentracdo sérica de a;-glicoproteina acida ndo apresentou alteracdes
relevantes ao longo do estudo nas cabras do grupo GlI (Figura 14), corroborando os
achados de Costa et al. (2010) que também n&o constataram alteracbes no teor
sérico dessa proteina em ovelhas acometidas por mastite induzida. Na verdade,

observou-se tendéncia ao decréscimo na concentracdo sérica de a;-glicoproteina
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acida nas cabras do grupo Gl nos ultimos momentos experimentais (Tabelas 9 e 10
e Figura 17).

Tabela 9. Percentual de elevacdo sérica, em %, de ceruloplasmina, haptoglobina e
as-glicoproteina acida (Glic. Ac.) em cabras inoculadas com 4,4 x10*
UFC de Streptococcus agalactiae, grupo Gll, as 24h (M1), 48h (M2), 72h
(M3), 96h (M4), 120h (M5), 144h (M6) e 168h (M7) apds a inoculacao.

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7

Ceruloplasmina 32,82 71,82 1028 68,09 111,7 106,0 85,46
Haptoglobina 627,8 1564 2.047 1912 2337 2336 2516

Glic. Ac. 3,61 6,55 16,02 0,00 13,82 577 2,31

2500
o 2000
t
()]
£
& 1500 m Ceruloplasmina
[
‘:; H Haptoglobina
>
£ 1000 Glic. Ac.
S
K I

500

O .
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
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Figura 17. Percentual de elevacdo das concentracbes seéricas de
ceruloplasmina, haptoglobina e glicoproteina acida em cabras
inoculadas com 4,4 x 10* UFC de Streptococcus agalactiae,
grupo Gll, as 24h (M1), 48h (M2), 72h (M3), 96h (M4), 120h
(M5), 144h (M6) e 168h (M7) apos a inoculacgéo.
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5. CONCLUSAO

= Haptoglobina foi um biomarcador precoce e confiAvel na deteccdo e
monitoramento da mastite experimental em cabras, seja ela induzida por
Staphylococcus aureus ou por Streptococcus agalactiae;

= Ceruloplasmina foi um marcador confiavel no monitoramento da mastite
experimental em cabras, seja ela induzida por Staphylococcus aureus ou por
Streptococcus agalactiae;

» Fibrinogénio plasmatico foi um bom indicador no monitoramento de mastite
caprina induzida por Staphylococcus aureus ou por Streptococcus agalactiae;

» qj-glicoproteina acida ndo apresentou importancia no diagndstico da mastite
caprina induzida por Staphylococcus aureus ou por Streptococcus agalactiae,
sendo melhor indicador de cronicidade do que da reacédo inflamatéria aguda na
mastite induzida por S. aureus;

= O leucograma e perfil bioquimico sérico, com exce¢do das PFA, nao se
mostraram exames laboratoriais confiaveis como auxilio ao diagnéstico da
mastite experimental em cabras, seja ela induzida por Staphylococcus aureus ou
Streptococcus agalactiae;

* O modelo de infeccdo experimental utilizado para indugdo de mastite clinica em
cabras foi efetivo, tanto com o inéculo de 9,5 x 10° UFC de Staphylococcus

aureus quanto com 4,4 x 10 UFC de Streptococcus agalactiae.
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