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“PERFIL BIOQUIMICO DOS SOROS LACTEO E SANGUINEO DE CABRAS COM
MASTITE DE OCORRENCIA NATURAL”

RESUMO - O estudo teve como objetivo avaliar as alteragbes da secregao
lactea de cabras com mastite mediante o uso do teste da caneca de fundo escuro,
California Mastitis Test (CMT), contagem de células somaticas (CCS) e perfil
microbiolégico, bem como determinar o perfil bioquimico, em especial de proteinas
de fase aguda, do soro sanguineo e soro lacteo de cabras com mastite clinica ou
subclinica, de ocorréncia natural. Foram constituidos trés grupos experimentais
compostos de 30 metades mamarias de cabras sadias, com secrecado lactea
negativa na prova da caneca de fundo escuro, CMT e no exame microbioldgico
(grupo controle - G1), 30 metades mamarias com secrec¢ado lactea negativa ao teste
da caneca de fundo escuro, reacdo moderada (2+) ou intensa (3+) no CMT e
positividade no exame microbioldgico (Grupo mastite subclinica - G2) e 12 metades
mamarias com secrec¢ao lactea positiva na prova da caneca de fundo escuro e no
exame microbiolégico (grupo mastite clinica — G3). Apds antissepsia dos tetos foram
colhidas amostras de leite para CCS, cultura microbiologica e determinagao do perfil
bioquimico do soro lacteo, inclusive o proteinograma mediante fracionamento em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE), e amostras de sangue venoso para determinagao do
perfil bioquimico sérico. A contagem automatica de células somaticas (CCS) e por
contagem microscopia direta foi maior nas amostras de secrec¢ao lactea das cabras
com mastite subclinica (G2: 4.500.000 células/mL e 20.830.000 células/mL,
respectivamente) e com mastite clinica (G3: 7.500.000 células/mL e 39.100.000
células/mL, respectivamente). Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase
negativa (SCN), Staphylococcus coagulase positiva (SCP), Corynebacterium spp. e
Streptococcus spp. foram os microrganismos isolados nas amostras de leite das
cabras do G2 e G3. As amostras de soro lacteo das cabras do G2 e G3
apresentaram maiores atividades das enzimas fosfatase alcalina (G2: 122 U/L e G3:
207 U/L) e gamaglutamiltransferase (G2: 483 U/L e G3: 571 U/L) e maiores
concentragdes de albumina (G2: 0,18 g/dL e G3: 0,29 g/dL), proteina total (G2: 1,50
g/dL e G3: 1,67 g/dL), cloretos (G2: 190 mEqg/L e G3: 202 mEq/L), ferro (G2: 13,4
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pg/dL e G3: 19,6 ug/dL), sodio (G2: 152 mMol/L e G3: 181 mMol/L), IgA (G2: 3,26
mg/dL e G3: 3,65 mg/dL), lactoferrina (G2: 111 mg/dL e G3: 127 mg/dL), IgG de
cadeia pesada — IgG-CP (G2: 94,9 mg/dL e G3: 144 mg/dL), IgG de cadeia leve —
IgG-CL (G2: 73,0 mg/dL e G3: 98,4 mg/dL), B-caseina (G2: 2,13 mg/dL e G3: 3,89
mg/dL) e B-lactoglobulina (G2: 693 mg/dL). As amostras de soro sanguineo das
cabras do G2 e do G3 apresentaram menores concentragdes séricas de ureia (G2:
56,2 mg/dL e G3: 44,2 mg/dL) e de cloretos (G2: 110 mEq/L e G3: 109 mEq/L), e
maiores concentragdes de IgA (G3: 49,4 mg/dL), ceruloplasmina (G2: 30,1 mg/dL e
G3: 46,9 mg/dL), transferrina (G2: 497 mg/dL), 1gG-CP (G2: 1.307 mg/dL e Ga3:
1,152 mg/dL), IgG-CL (G2: 805 mg/dL e G3: 723 mg/dL), haptoglobina (G2: 52,5
mg/dL e G3: 40,2 mg/dL) e a4-glicoproteina acida (G2: 37,7 mg/dL). Conclui-se que
a utilizacdo de ferramentas diagnosticas como o uso da caneca de fundo escuro,
CMT e a CCS devem ser usadas em conjunto para a avaliagdo adequada da
secrecao lactea caprina e sempre que possivel junto com o exame microbioldgico. O
S. aureus é o0 microorganismo mais isolado neste estudo sendo o 63,3% na
secrecao lactea das cabras do G2 e 75% do G3, predominando assim os agentes
infecciosos contagiosos nas cabras avaliadas. O perfil bioquimico em especial de
proteinas de fase aguda (PFA) do soro lacteo se mostrou melhor indicador clinico
nos quadros de mastites clinica € subclinica que o perfil quimico sanguineo.
Finalizando, ressalta-se que as proteinas de peso molecular 39.000 Da e 19.000 Da,
foram identificadas somente no soro lacteo de cabras do G3, podendo ser

considerado como um marcador de mastite clinica.

Palavras-chave: Capra hircus, glandula mamaria, inflamacgao, proteinograma, SDS-
PAGE
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"BIOCHEMICAL PROFILE OF BLOOD SERUM AND MILK WHEY FROM GOATS
UNDERGOING NATURALLY OCURRING MASTITIS"

ABSTRACT - The study aimed to evaluate the changes in milk from goats with
mastitis by using the strip cup test, California Mastitis Test (CMT), somatic cell count
(SCC) and microbiological profile as well as to determine the biochemical profile,
especially acute phase proteins, in blood serum and whey from goats with naturally
occurring clinical or subclinical mastitis. Three experimental groups were formed by
30 mammary glands from healthy goats with milk samples negative to strip cup test,
CMT and microbiological examination (control group — G1); 30 mammary glands with
milk samples negative to strip cup test but with moderate (2+) or intense (3+) reaction
in CMT and microbiological examination (group with subclinical mastitis — G2), and
12 mammary glands with positive results to strip cup test and microbiological
examination (group with clinical mastitis — G3). After asepsis of the teats milk
samples were collected for SCC, microbiological culture, and to determine the
biochemical profile in whey, including proteinogram by fractionation in poliacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE). At the same time, blood samples were obtained to
determine the serum biochemical profile. Automatic and microscopic methods were
higher in milk samples from goats with subclinical mastits (G2: 4,500.000 cells/mL e
20,830,000 cells/mL, respectively) e with clinical mastitis (G3: 7,500,000 células/mL e
39,100,000 cells/mL, respectively). Staphylococcus aureus, Coagulase-negative
Staphylococcus (CNS), Coagulase-positive Staphylococcus (CPS), Corynebaterium
spp. and Streptococcus spp. were the microorganisms isolated in milk samples from
goats of G2 and G3. Whey samples from goats of G2 and G3 showed higher activity
of alkaline phosphatase (G2: 122 U/L and G3: 207 U/L) and gamma-
glutamyltransferase (G2: 483 U/L and G3: 571 U / L), and higher concentrations of
albumin (G2: 0.18 g/dL and G3: 0.29 g/dL), total protein (G2: 1.50 g/dL and G3: 1.67
g/dL), chlorides (G2 190 mEq/L and G3: 202 mEqg/L), iron (G2: 13.4 mg/dL and G3:
19.6 mg/dL), sodium (G2: 152 mMol/L and G3: 181 mMol/L), IgA (G2: 3.26 mg/dL
and G3: 3.65 mg/dL), lactoferrin (G2: 111 mg/dL and G3: 127 mg/dL), IgG heavy
chain IgG - IgG-HC (G2 : 94.9 mg/dL and G3: 144 mg/dL), IgG light chain - IgG-LC
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(G2: 73.0 mg/dL and G3: 98.4 mg/dL), B-casein (G2: 2.13 mg/dL and G3: 3.89
mg/dL) and B-lactoglobulin (G2: 693 mg/ dL). Blood samples from goats of G2 and
G3 had lower serum concentrations of urea (G2: 56.2 mg/dL and G3: 44.2 mg/dL)
and chlorides (G2: 110 mEg/L and G3: 109 mEgq/L), and higher concentrations of IgA
(G3: 49.4 mg/dL), ceruloplasmin (G2: 30.1 mg/dL and G3: 46.9 mg/dL), transferrin
(G2: 497 mg/dL), IgG-HC (G2: 1,307 mg/dL and G3: 1,152 mg / dL), IgG-LC (G2: 805
mg/dL and G3: 723 mg/dL), haptoglobin (G2: 52.5 mg/dL and G3: 40.2 mg/dL) and
acid a1-glycoprotein (G2: 37.7 mg/dL). In conclusion, The use of diagnostic tools
such as the strip cup test, CMT and SCC should be used together for proper
evaluation of goat milk secretion and whenever possible with the microbiological
exam to aid the diagnostic . S. aureus was the most isolated microorganism in this
study being 63.3 % and 75 % respectively from milk secretions from goats from G2
and G3 , being the predominating infectious contagious agents. The biochemical
profile, in particular of acute phase proteins (APP ) of whey serum is a best clinical
indicator of clinical and subclinical mastitis than the blood chemical profile . Finally, it
is noteworthy that the proteins of molecular weight of 39,000 Da and 19,000 Da,
were only identified in whey serum from G3 goats and can be considered as a

marker of clinical mastitis .

Keywords: Capra hircus, mammary gland, inflammation, proteinogram, SDS-PAGE
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1. INTRODUCAO

A caprinocultura é uma atividade econdmica explorada em todos os
continentes, sendo exercida em distintos ecossistemas e com os mais diferentes
tipos de clima, solo, topografia e vegetacdo. O crescimento vertiginoso da
exploracdo de pequenos ruminantes esta transformando o cenario dos sistemas
produtivos. Ao longo das Uultimas décadas a caprinocultura tem sofrido
transformacdes técnicas nos diversos elos de suas cadeias produtivas.

Segundo a FAO (2015), o rebanho mundial de caprinos em 2014 era de
1.025.000 cabecgas. A China tem o maior rebanho mundial, com 185 milhdes de
cabecas, representando 18 % do efetivo mundial, seguida de india com 134.000.000
e Nigéria com 70.699.219. O Brasil ocupa a 20® posi¢gdo, com um rebanho de
8.851.879 caprinos, o que corresponde a cerca de 0,87 % do rebanho mundial.

Nas ultimas trés décadas houve um significativo aumento na criacdo de
pequenos ruminantes no Brasil. Essa atividade agropecuaria que antes se restringia
praticamente a regido Nordeste, hoje se encontra em processo de expansao em
outras regides do pais (SIMPLICIO; SIMPLICIO, 2006).

A qualidade do leite é diretamente influenciada pelo manejo nutricional e
sanitario dos animais, além da manutencéo e limpeza adequada dos equipamentos
e utensilios utilizados desde a ordenha ao transporte até a industria. O leite caprino
€ importante para a alimentagdo humana e considerado um substituto do leite bovino
nos casos de intolerancia lactea. Apesar de sua importancia como alimento, pode
veicular uma série de microrganismos patogénicos aos seres humanos (LANGONI et
al., 2012).

No entanto, um fator limitante a producéo leiteira € a presenga da mastite que
tem como principal agente etioldgico bacteriano o Staphylococcus aureus (AIRES de
SOUSA et al., 2007). Para a prevencgao da mastite, os estudos epidemioldgicos séo
relevantes, sendo o ponto de partida para a ado¢cdao de medidas sanitarias na
propriedade. Dentre os principais fatores condicionantes da mastite estio:
resisténcia natural da glandula mamaria, fase da lactacao, hereditariedade, idade do
animal, estado nutricional, espécie, potencial patogénico do agente etioldgico,
manejo e fatores ambientais. O manejo geral e da ordenha, principalmente no que



se refere as atividades de higiene do local, do animal e do ordenhador, merecem
atencao especial em funcéo da capacidade de disseminagado dos microrganismos no
rebanho. Outro fator determinante inclui o estado fisioldgico, ja que no periodo de
lactacdo ha maior suscetibilidade do animal a mastite contagiosa, enquanto no
periodo seco ha maior frequéncia de mastite ambiental (PRESTES; FILAPPI;
CECIM, 2002).

A mensuragao das proteinas de fase aguda (PFA) em programas de vigilancia
sanitaria dos rebanhos tem sido sugerida ndo sé para a identificagcdo de animais com
doencas clinicas, mas também como um meio de detectar animais com doencas
subclinicas. O recente reconhecimento da importancia da mensuragao das PFA nos
rebanhos acometidos por mastite bacteriana de modo a diagnosticar precocemente
esta doenca é de grande importancia econémica na industria leiteira, especialmente
nos sistemas de ordenha automatica (ECKERSALL, 2004). No entanto, Gonzalez et
al. (2008) ressaltam a necessidade de estudos adicionais na espécie caprina,
inclusive a obtencao de valores de referéncia fisioldgicos para os diversos tipos de

rebanho e de sistemas de manejo.



2. REVISAO DE LITERATURA

O leite caprino possui caracteristicas nutricionais importantes, como facil
digestibilidade, alcalinidade e capacidade de tamponamento, condi¢des que o
qualifica como alimento de valor terapéutico na nutricdo humana. Tem sido utilizado
como base para alimentos medicinais e para a alimentagdo de criangas
(SILANIKOVE et al., 2010). Sua composigao varia de acordo com raga, condigdes
ambientais, fase de lactagao, tipo de alimentagcdo, manejo, ciclo estral, estado de
higidez, idade, quantidade de leite produzido e fisiologia individual da cabra (ALVES;
PINHEIRO, 2004).

Um fator limitante na industria caprina € a ocorréncia de doencgas. Dentre
elas, a que causa grandes perdas econdmicas na cadeia produtiva do leite é a
mastite. Esta enfermidade caracteriza-se por alteragdes fisicas, quimicas e
comumente bacteriolégicas no leite, bem como alteragdes patologicas no tecido
mamario. A detecgcao e o tratamento precoces sao importantes para limitar a lesdo
ao tecido mamario e reduzir as perdas na produgéo do leite (SHEARER; HARRIS Jr,
2003).

Sao reconhecidos dois tipos de mastite, a clinica e a subclinica ou inaparente.
A primeira caracteriza-se por anormalidades visiveis no ubere e no leite, tais como
coagulos, flocos ou modificagdo da cor da secregdo. Na mastite clinica aguda
verifica-se dor, hipertermia, hiperemia do ubere, além de alteracdes na secregao
lactea (SHEARER; HARRIS Jr, 2003). Com frequéncia, nota-se aumento das
concentracdes de proteinas, soédio e cloreto e diminuicdo nos teores de gordura,
sélidos totais, caseina, lactose, calcio, fosforo e potassio (HAENLEIN, 2004).

A mastite subclinica, pode ser detectada por meio da contagem de células
somaticas no leite (CCS), ou seja, células de descamagao do epitélio glandular
secretor e leucdcitos de origem sanguinea. Quando ha leséo ou infecgao do tecido
mamario ocorre aumento significativo da CCS (SHEARER; HARRIS, 2003).

A mastite pode ser também classificada, em funcdo do agente etioldgico, em
contagiosa e ambiental. Na mastite contagiosa, os agentes causadores necessitam
do animal para sua sobrevivéncia, pois se multiplicam na glandula mamaria, no

canal do teto ou na pele. A transmissédo ocorre de um animal infectado para outro



sadio, principalmente durante a ordenha; ¢é causada principalmente por
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Corynebacterium bovis,
Mycoplasma spp. E coliformes (PRESTES; FILAPPI; CECIM, 2002; CORRALES ET
AL., 1997). Ja a mastite ambiental € causada por microrganismos que vivem
preferencialmente no habitat do animal, em locais onde ha fezes, urina, lama e
matéria organica em geral (FREITAS et al., 2005). Os patégenos mais comumente
envolvidos sdo coliformes (Escherichia coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp.) e
estreptococos ambientais (Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae)
(FONSECA; SANTOS, 2001). Bergonier et al. (2003) verificam maior prevaléncia de
S. aureus nas mastites, de cabras e ovelhas, além de, em ordem decrescente de
frequéncia,  Staphylococcus  coagulase  negativa, Streptococcus  spp.,
enterobactérias, Arcanobacterium pyogenes, Corynebacteria, Pasteurella e
Pseudomonas spp. Segundo Contreras et al. (2001) e Santos et al. (2007), na
maioria dos rebanhos sao detectadas quatro principais espécies de estreptococos:
S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. bovis e S. uberis, geralmente causadores de
mastite clinica.

Langoni et al. (2012) relataram que S. aureus foi o patdégeno de maior
ocorréncia (34,6%), seguido de S. epidermidis (26%), S. caprae (25%), S.
dysgalactiae (6,7%), Corynebacterium bovis (2,9%), Streptococcus uberis (1,9%),
Escherichia coli (1,9%) e Micrococcus spp. (1%). Além da multipla etiologia,
caracteristica das mastites, os pesquisadores notaram diferentes percentuais dos
patdgenos isolados nas propriedades estudadas, aspecto relevante na
epidemiologia desta infecgao.

As perdas econOmicas resultantes das mastites sdo extremamente elevadas
nos rebanhos leiteiros de pequenos ruminantes. A diminuicdo da producéao e a baixa
qualidade de leite, os gastos com assisténcia veterinaria e o descarte de leite sao
fatores relacionados a perda econémica. Os riscos ao consumidor nao se limitam a
presencga de patdégenos no leite, os quais podem ser destruidos mediante tratamento
térmico adequado, mas resultam também das toxinas termoestaveis, que persistem
nos produtos lacteos, mesmo apos pasteurizagao e esterilizagdo (CONTRERAS et
al., 2001).



Algumas cepas de S. aureus sdo responsaveis pela ocorréncia de mastite
subclinica; este patégeno é, também, uma das principais causas de mastite clinica
em cabras, com taxa de prevaléncia de 5,6% a 17,0%, semelhante a relatada em
vacas (AIRES DE SOUSA et al., 2007; KIFARO; MOSHI; MINGA, 2009); pode
causar mastite aguda gangrenosa grave. Este tipo de mastite pode levar o animal a
Obito e, caso nao seja instituido tratamento efetivo imediato, ha sério risco de perda
da glandula infectada em razdo da necrose tecidual. A alta prevaléncia de mastite
causada por S. aureus esta relacionada a capacidade da bactéria em produzir
exopolissacarideos que contribuem para a lesdo tecidual e formam uma barreira
protetora que limita a eficacia tanto da resposta imune quanto da terapia
antimicrobiana. Portanto, em alguns casos, recomenda-se o descarte do animal, pois
sua permanéncia no rebanho pode representar risco sanitario tanto para os
consumidores de leite quanto para o restante dos animais (CONTRERAS et al.,
1995). Além disso, as enterotoxinas produzidas pelas cepas de S. aureus sao
termoestaveis e tém papel importante na ocorréncia de doengas de origem
alimentar, mesmo se o leite consumido é pasteurizado (CONTRERAS et al., 2007).

Outra doencga que gera perdas econdmicas na producao de leite € a sindrome
artrite encefalite caprina (CAE) que é uma doenca infecciosa, geralmente
progressiva crénica degenerativa, de alta prevaléncia nos rebanhos caprinos
nacionais (ANDRIOLI et al., 2007). A doenga apresenta ampla distribuicdo mundial e
estd inclusa na lista de doengas de notificagcdo obrigatéria estabelecida pela
Organizagdo Mundial de Saude Animal (World Organisation for Animal Health — OIE,
2012).

O agente etiolégico € um virus RNA do género Lentivirus familia Retroviridae
e subfamilia Lentivirinae. Os animais infectados séo a fonte de infeccdo. A
transmissao do virus entre os caprinos ocorre mais comumente pela ingestdao de
colostro e leite contaminados, além do contato com secregcdes ou excregdes ricas
em células do sistema monocitico-fagocitario, como secregdes respiratoria e
urogenital, fezes, saliva e leite contaminado (OIE, 2012).

A infeccao pelo virus da CAE geralmente é subclinica e persistente, podendo
causar doenga multissistémica, geralmente crdnica, com agravamento progressivo

das lesbes, perda de peso, debilidade e, at¢é mesmo morte do animal. As



manifestacdes clinicas descritas compreendem a forma mamaria, respiratoria,
artritica e nervosa (OIE, 2012).

Para o controle da mastite caprina é importante que exista um programa
voltado para o diagndstico e constante monitoramento do rebanho e da propriedade
(CHAPAVAL; PIEKARSKI, 2000). O diagnéstico da inflamagéao da glandula mamaria
inicia com a inspecgao e palpacado do ubere, para detectar anormalidades, como
nodulos localizados ou difusos no parénquima, consisténcia endurecida da glandula
e aumento da temperatura local. Também, €& necessario realizar a inspegéo do leite,
por meio do uso da caneca telada ou de fundo escuro, a fim de visualizar alteragdes
macroscopicas como grumos, flocos de pus e ou sangue. Nas formas agudas é
possivel notar febre subita (40°C a 42°C), inapeténcia, apatia, dispnéia e decubito
(MOTA, 2008).

O California Mastitis Test (CMT), desenvolvido por Schalm e Noorlander
(1957), apesar de subjetivo, tem a vantagem de ser um teste de campo pratico, que
estima o numero de células somaticas no leite e a sanidade da glandula mamaria
(FAGLIARI; LUCAS; FERREIRA NETO, 1990).

Uma forma menos rapida, porém importante de avaliar a qualidade do leite, é
a contagem de células somaticas (CCS). O termo células somaticas do leite é
utilizado para designar todas as células presentes na secrecdo lactea,
principalmente leucocitos e células do epitélio glandular, eliminadas fisiologicamente
no leite durante o curso normal da lactacdo. O Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA, pela Instrucdo Normativa N° 37 de 31 de outubro de 2000
(BRASIL, 2000), estabeleceu requisitos minimos de qualidade do leite destinado ao
consumo humano fixados no Regulamento Técnico de Produgdo, Identidade e
Qualidade do Leite de Cabra, mas nao ha limites de valores definidos para a CCS.
No momento, o valor de 1.000.000 células/mL é o limite regulamentado para
rebanhos tipo A nos Estados Unidos da América (EUA). Esforgos tém sido
realizados para reduzir o atual padrao americano da CCS do leite de cabra de
1.000.000 células/mL para 750.000 células/mL (SOUZA et al., 2007). Segundo a
Instrucdo Normativa 62, que entrou em vigor em 1° de janeiro de 2012, o limite
maximo de CCS no leite bovino até 30/06/2014 € de 500.000 células/mL nas regides
Centro-Oeste, Sudeste e Sul. (BRASIL, 2011).



A particularidade da secregao lactea caprina ser do tipo apdcrina, na qual
junto com a secrecgao lactea é eliminado parte do citoplasma, difere da secrecao
merocrina dos bovinos, levando a erros de interpretagdo durante a realizagdo de
técnicas de avaliagdo da celularidade do leite de fémeas desta espécie. A contagem
microscopica direta de células somaticas € o método quantitativo mais confiavel para
a determinacao da celularidade do leite de cabras quando comparado aos métodos
automatico ou qualitativo (CMT) de contagem celular (MADUREIRA et al., 2010).
Entretanto, como ocorre redugéo significativa da quantidade de células somaticas
entre o primeiro e o segundo dia de armazenamento da amostra de leite, como
consequéncia da perda de integridade celular e da fragmentacdo, a CCS pelo

meétodo microscopico deve ser realizada nas primeiras 24 horas apos a colheita da
amostra (SCHALM; CARROLL; JAIN, 1971).

Proteinas de fase aguda (PFA) sédo consideradas indicadores mais confiaveis
da resposta sistémica frente a processos inflamatérios e infecciosos, quando
comparadas a outras variaveis, como hipertermia e leucocitose com neutrofilia.
Contrastando com analises hematologicas, que sao regularmente recomendadas
como técnicas auxiliares de diagnostico, as PFA sao estaveis e as mensuracdes
podem ser realizadas em amostras previamente congeladas. Além disto, sdo uteis
no diagndstico de inflamagdo em animais com supressdo ou deplegao da fungao
medular (JAIN, 1993).

Estas proteinas s&o um grupo de glicoproteinas produzidas principalmente no
figado, sob estimulo de citocinas especificas liberadas por leucdcitos e macrofagos,
cujas concentragdes plasmaticas se elevam rapidamente durante a inflamagéo
(SINGH; PACHAURI, 2002). De modo geral, o estimulo a sintese de PFA ocorre 6 a
8 horas apds a lesdo, com concentragao maxima depois de 2 a 5 dias. Porém, o pico
e a persisténcia das concentracbes plasmaticas das PFA dependem do
metabolismo, do extravasamento vascular e da deposicéo tecidual (JAIN, 1993). As
proteinas cujos teores séricos se elevam 25% ou mais, em resposta as citocinas pré-
inflamatadrias liberadas durante a inflamacéo, sdo denominadas PFA positivas. Neste
grupo incluem-se ceruloplasmina, fibrinogénio, proteina C-reativa, antitripsina e
haptoglobina. Por outro lado, aquelas cujas concentragdes séricas diminuem frente

ao mesmo tipo de estimulo inflamatério/infeccioso sdo denominadas PFA negativas,



a exemplo de pré-albumina, albumina e transferrina (KANEKO et al., 2008;
ECKERSALL; BELL, 2010).

Na medicina humana, e cada vez mais na medicina veterinaria, o
monitoramento das concentracbes plasmaticas destas proteinas tem fornecido
valiosas informacdes sobre as enfermidades que cursam com inflamagao, podendo
ser util ndo apenas para o diagnodstico, mas também para monitorar a progressao da
doenca e avaliar a resposta a terapia (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2001). Varios
estudos mostram que as diferentes PFA se comportam de modo distinto frente aos
diversos tipos de inflamacéo, e que ha também variagdes na resposta de fase aguda
entre as diferentes espécies animais (JAIN, 1993). A sintese proteica é estabelecida
geneticamente, o que explica a variabilidade entre espécies e individuos e que sao
refletidas no padrdo do perfil eletroforético das proteinas séricas em situacao
fisiologica (KANEKO et al., 2008).

A mensuragao das PFA nos programas de vigilancia sanitaria de rebanhos
tem sido sugerida ndo so6 para identificagao individual dos animais com doencgas
clinicas, mas principalmente como um meio de identificacdo de animais com
doencas subclinicas (ECKERSALL, 2004), assegurando a saude dos animais antes
que sejam destinados ao consumo humano (SAINI; WEBERT, 1991). Eckersall
(2004) relatou a importancia da mensuracdao das PFA no diagndstico precoce da
mastite bacteriana e Gronlund; Sandgren; Waller (2005) ressaltaram que doengas
inflamatdrias subclinicas, ou inaparentes também podem induzir aumento nas
concentragcdes de PFA

A concentragao circulante destas proteinas esta relacionada a gravidade da
doenca e, portanto, sua quantificagdo propicia prontamente um meio de avaliar a
presencga e a extensao da inflamacao (ECKERSALL, 2000; O'MAHONY et al., 2006).
Matos (2005) verificou que fatores como idade, sexo e raga nao influenciaram as
concentracdes séricas de PFA em cordeiros e ovelhas nos periodos de pré-parto e
de lactacao.

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

cientificos sendo necessarios estudos mais expressivos (GONZALEZ et al., 2008).



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar os principais indicadores de qualidade do leite e o perfil

bioquimico sanguineo e lacteo de cabras com mastite de ocorréncia natural.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as alteracdes da secrecao lactea mediante o uso do teste da caneca

do fundo escuro, do California Mastitis Test e contagem de células somaticas.

e |Investigar a etiologia e a ocorréncia de mastite clinica ou subclinica em

cabras.

e Determinar o perfil bioquimico, em especial de proteinas de fase aguda
(PFA), dos soros sanguineo e lacteo de cabras com mastite clinica ou

subclinica.
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4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — FCAV/UNESP / Campus de
Jaboticabal (Protocolo n® 013399 / 14).

4.1 Propriedade e animais

Durante os meses de abril a dezembro de 2013, foram acompanhadas duas
lactacbes completas (180 dias cada) de cabras das ragcas Saanen e Alpina Francesa
pertencentes a uma propriedade rural localizada no municipio de Sdo José do Rio
Preto — SP, com instalacbes adequadas para a exploracédo de caprinos leiteiros.

O rebanho era constituido por aproximadamente 400 caprinos das racas
Saanen e Alpina Francesa, mantidos em regime intensivo de criagdo, alimentados
com silagem de milho, capim tifton triturado e racdo comercial balanceada. Cem
cabras estavam em lactacdo, sendo ordenhadas mecanicamente uma vez ao dia,
com producédo diaria média de 100 kg de leite. A sala de ordenha era do tipo com
fosso em ala simples. Antes da ordenha era realizada a antissepsia dos tetos por
imersao em solugao de iodo a 0,25% e secagem com papel toalha descartavel. Apés

a ordenha fazia-se a imersao dos tetos em solugao de iodo a 0,5%.

4.2 Grupos experimentais

Foram selecionadas 72 metades mamarias distribuidas da seguinte forma:

G1 - Grupo controle: 30 metades mamarias de cabras sadias, com secrecao
lactea negativa na prova da caneca de fundo escuro, no California MastitisTest
(CMT) e no exame microbiolégico.

G2 - Grupo mastite subclinica: 30 metades mamarias com secrecéao lactea
negativa na prova da caneca de fundo escuro, com reagdo moderada (2+) ou
intensa (3+) no CMT e exame microbioldgico positivo.

G3 - Grupo mastite clinica: 12 metades mamarias com secregao lactea

positiva na prova da caneca de fundo escuro e exame microbioldgico positivo.
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4.3 Exame clinico da glandula mamaria

Apoés a ordenha foi realizado exame clinico da glandula mamaria por meio de

inspecéo e palpagao, segundo as recomendagdes de Pugh (2005).

4.4 Colheita e preparo das amostras de secrec¢ao lactea e de sangue

As amostras de secrecgdo lactea e de sangue foram colhidas entre o primeiro
e o0 sexto més de lactacao. Antes de cada colheita, a secrecéo lactea foi avaliada por
meio da prova da caneca de fundo escuro e do California Mastitis Test (CMT). Em
seguida, foi realizada antissepsia do teto com solugéo de alcool 70% e realizada a
colheita de amostras de leite para contagem de células somaticas (CCS), cultura
microbioldgica e determinagéo do perfil bioquimico do soro lacteo.

Para a contagem automatica das células somaticas, foi colhida uma amostra
de 30 mL de leite em frasco estéril contendo bronopol como conservante. Para a
contagem de células somaticas por microscopia direta foi colhida uma segunda
amostra de leite em frasco estérii sem conservante, mantida a temperatura
ambiente, para confeccao de esfregaco lacteo.

Para a analise microbiolégica foram obtidas, assepticamente, amostras de 15

mL de leite de cada metade mamaria. Essas aliquotas foram mantidas refrigeradas a

-4°C até o momento da realizacdo do exame microbioldgico.

O soro lacteo, usado para a analise do perfil bioquimico e eletroforese, foi
obtido submetendo-se as amostras de leite a coagulagdo pela adicdo de 5% de
solugdo de renina seguida de centrifugagao, segundo técnica sugerida por Sant’Ana
e Birgel (2003). O soro lacteo foi congelado a temperatura de -20°C até o momento
dos exames laboratoriais.

As amostras de sangue para diagnostico da CAE, e obtengédo do perfil
bioquimico e eletroforese sérica, foram colhidas mediante pungéo jugular, com
agulha 25x8 mm apropriadas para tubos a vacuo, sendo obtidos 8 mL de cada
animal, em tubo sem anticoagulante. Apds retragdo do coagulo e centrifugacao das
amostras, as aliquotas de soro sanguineo foram acondicionadas em freezer a

-20°C, para posterior analise laboratorial. Uma das aliquotas de soro sanguineo de
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cada um dos animais foi submetida a sorologia para avaliagdo da presenga do virus
da CAE, pelo teste de imunodifusdo em gel de agarose (IDGA), segundo as
recomendagdes de Crawford e Adams (1981), que utilizaram como antigeno a

proteina do capsideo p28 do virus da CAE.
4.4.1 Teste da caneca de fundo escuro e California MastitisTest (CMT)
O teste da caneca de fundo escuro foi realizado antes da ordenha, apds

desprezar os trés primeiros jatos de leite, a fim de avaliar o aspecto da secregao

lactea (Figura 1).

Figura 1. Teste da caneca de fundo escuro, com

presenca de grumos no leite (setas).

Em seguida foi realizado o CMT. Para tal foi utilizado detergente aniénico
neutro e o resultado foi avaliado em fungdo do grau de gelatinizagao da mistura de
partes iguais de leite e reagente, segundo recomendagao de Philpot e Nickerson
(1991). De acordo com a viscosidade da solu¢cdo a intensidade da reacdo foi

classificada em negativa (-), leve (1+), moderada (2+) ou intensa (3+) (Figura 2).
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Figura 2. California Masitis Test (CMT). Ressalte-se os
diferentes graus de gelatinizagao,

caracteristicos de reagao positiva ao teste.
4.5 Exames laboratoriais da secrec¢ao lactea
4.5.1 Contagem de células somaticas (CCS)
4.5.1.1 Contagem automatica

A contagem automatica de células somaticas foi efetuada pela metodologia
de citometria de fluxo no equipamento Somacount 300, calibrado com leite de vaca,

de acordo com recomendacgdes da International Dairy Federation (IDF, 1995).
4.5.1.2 Contagem por microscopia direta

Para a contagem de células somaticas por microscopica direta, 10 pyL de leite
foram distribuidos em uma area de 1 cm?, em Iaminas de microscopia, previamente
limpas e desengorduras, confeccionadas em duplicata para cada amostra de leite. A
seguir, os esfregagcos foram secos em temperatura ambiente, por 24 horas segundo
o método microscopico descrito por Prescott e Breed (1910) e posteriormente

realizada a coloragéo de Moats (Figura 3).
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COLORAGAO DE

Figura 3. Confeccdo do esfregacgo lacteo (A); etapas da coloragcdo de Moats (B);

esfregaco pronto para contagem microscépica direta (C e D).
4.5.2 Exame microbiolégico

Aliquotas de 10 pyL de cada amostra de leite foram semeadas em placas de
Petri com agar contendo 5% de sangue ovino desfibrinado (Laborclin) (Figura 4),
agar manitol salgado (Oxoid, CMO0085), agar MacConkey (Oxoid, CM0115),
incubadas a 37°C por 48 horas e em agar Sabouraud (Oxoid, CM0041), incubadas a
37°C por 72 horas (QUINN et al., 2005). Os microrganismos foram identificados
segundo as caracteristicas morfotintoriais, bioquimicas e de cultivo (QUINN;
CARTER; MARKEY, 1994; QUINN et al., 2005; TRABULSI; TEIXEIRA; BUERIS,
2005; TRABULSI; ORDONEZ; MARTINEZ, 2005).
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Figura 4. Colbnias de S. aureus em placa de Petri

contendo agar sangue.

4.5.3 Determinacgao do perfil bioquimico

Nas amostras de soro lacteo foram determinadas as atividades das enzimas
gamaglutamiltransferase (método de Szasz modificado), fosfatase alcalina (método
de Bowers e McComb modificado), bem como as concentragdes de proteina total
(método do biureto), albumina (método do verde de bromocresol), calcio total
(método de CPC), fésforo (método de Daly e Ertinghausen modificado), magnésio
(método Labtest), cloretos (método Labtest) e ferro (método de Goodwin
modificado), utilizando-se conjunto de reagentes comerciais (Labtest Diagndstica).
As leituras das amostras foram realizadas em espectrofotdbmetro semiautomatico,
com luz de comprimento de onda apropriado para cada teste (Labquest).
Adicionalmente foram determinados os teores de calcio ionizado, sddio e potassio,
pelo método seletivo de ions em analisador automatico (9180 Electrolyte Analyzer).

Quando necessario, foram realizadas diluigbes das amostras em agua destilada.
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4.5.5 Eletroforese do soro lacteo em gel de poliacrilamida contendo dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE)

A separacao das fragcdes proteicas foi realizada por meio de eletroforese em
gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), conforme
técnica descrita por Laemmli (1970). Apds fracionamento das proteinas, o gel foi
corado durante 10 minutos em solugcdo de azul de coomassie, constituida de:
metanol - 50,0%; agua - 40,0%; acido acético glacial - 9,75% e azul de coomassie -
0,25%. Em seguida o gel foi colocado em solugao de acido acético 7% para retirar o
excesso de corante, até que as fragbes proteicas se apresentassem nitidas. As
concentracbes dessas proteinas foram determinadas em densitdbmetro
computadorizado (Shimadzu CS-9301PC). Como referéncia foi utilizada uma
solugdo marcadora (Sigma-Aldrich) com pesos moleculares 14.200, 20.000, 24.000,
29.000, 36.000, 45.000, 55.000, 66.000, 97.000, 116.000 e 200.000 daltons (Da),
além das proteinas purificadas (Sigma-Aldrich) IgG, lactoferrina, R-lactoglobulina, a-

lactoalbumina e R-caseina.

4.6 Exames laboratoriais do soro sanguineo

4.6.1 Determinacgao do perfil bioquimico

Nas amostras de soro sanguineo foram determinadas as atividades das
enzimas aspartato aminotransferase (método cinético UV-IFCC), fosfatase alcalina
(método de Bowers e McComb modificado), gamaglutamiltransferase (método de
Szasz modificado), creatina quinase (método IFCC), bem como as concentragdes de
creatinina (método Labtest), albumina (método do verde de bromocresol), ureia
(método enzimatico UV), proteina total (método do biureto), calcio total (método de
CPC), fosforo (método de Daly e Ertinghausen modificado), magnésio (método
Labtest), cloretos (método Labtest) e ferro (método de Goodwin modificado),
utilizando-se conjunto de reagentes comerciais (Labtest Diagnoéstica). As leituras das
amostras foram realizadas em espectrofotdbmetro semiautomatico, com luz de

comprimento de onda apropriado para cada teste (Labquest). Adicionalmente foram
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determinados os teores de calcio ionizado, sédio e potassio, pelo método seletivo de

ions em analisador automatico (9180 Electrolyte Analyzer).

4.6.2 Eletroforese do soro sanguineo em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)

A separacgao das fragbes proteicas foi realizada por meio de eletroforese em
gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), conforme
técnica descrita por Laemmli (1970). Apés fracionamento das proteinas o gel foi
corado durante 10 minutos em solugdo de azul de coomassie, constituida de:
metanol - 50,0%; agua - 40,0%; acido acético glacial - 9,75% e azul de coomassie -
0,25%. Em seguida o gel foi colocado em solugao de acido acético 7% para retirar o
excesso de corante, até que as fragcdes proteicas se apresentassem nitidas. As
concentracbes dessas proteinas foram determinadas em densitdmetro
computadorizado (Shimadzu CS-9301PC). Como referéncia foi utilizada uma
solugdo marcadora (Sigma-Aldrich) com pesos moleculares 14.200, 20.000, 24.000,
29.000, 36.000, 45.000, 55.000, 66.000, 97.000, 116.000 e 200.000 daltons (Da),
além das proteinas purificadas (Sigma-Aldrich) 1gG sérica, transferrina, a-

glicoproteina acida, haptoglobina e ceruloplasmina.

4.7 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia de medidas
repetidas e as comparagbes de médias pelo teste de Tukey, apds a verificagdo da
homogeneidade das amostras com o auxilio do programa estatistico
computadorizado SAS (versao 9.1.3). Para as variaveis albumina, ferro, IgA e [3-
caseina do soro lacteo e da proteina de 30.000 Da do soro sanguineo, empregou-se
analise de variancia nao paramétrica, utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis e o
teste de Dunn para a comparagado entre os pares de meédias, com emprego do
programa estatistico GrafPad Prism (versao 4.0). A significancia foi verificada a 5%
de probabilidade (ZAR, 1999).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo experimental foram avaliadas 374 metades mamarias de
210 animais, sendo selecionadas 30 metades mamarias para o grupo controle (G1),
30 metades mamarias para o grupo com mastite subclinica (G2) e 12 metades
mamarias para o grupo com mastite clinica (G3). O menor numero de metades
mamarias selecionadas para compor o G3 deveu-se a baixa frequéncia de casos de
mastite clinica de ocorréncia natural na propriedade.

Os resultados da sorologia para avaliagdo da presenca do virus da CAE
mostraram que no grupo controle (G1), 28 cabras (93,3%) foram soropositivas e
duas (6,67%) foram soronegativas para CAE; no grupo com mastite subclinica (G2),
23 cabras (76,7%) foram soropositivas e sete (23,3%) soronegativas; e no grupo
com mastite clinica (G3), 11 cabras (91,7%) foram soropositivas e uma (8,33%)
soronegativa. Em concordancia com estes resultados Melo e Franke (1997),
relataram que o virus da CAE apresenta alta prevaléncia na caprinocultura leiteira,
onde o regime de criacdo intensiva e a proximidade dos animais favorece a
disseminagao da doenga. No entanto a prevaléncia encontrada neste estudio foi
superior a relatada por Lara et al. (2013) onde demostraram que a ocorréncia de
animais soropositivos para CAE nos rebanhos caprinos no estado de Sao Paulo
varia entre 26,3% a 43,0%.

5.1 Exame da glandula mamaria

O exame clinico das metades mamarias das cabras do grupo controle (G1) e
do grupo com mastite subclinica (G2) ndo indicou nenhuma alteragdo. Por outro
lado, o exame clinico da glandula mamaria das cabras com mastite clinica (G3)
revelou: aumento de linfonodos (n=1), presenca de nodulos localizados ou difusos
(n=3), consisténcia endurecida (n=2), sensibilidade dolorosa, aumento de
temperatura local (n=2) e assimetria da glandula mamaria (n=2). Estes achados
ilustram a importancia do exame clinico do ubere, como ja foi demonstrado em
estudo realizado por Deinhofer e Pernthaner (1995), que classificaram glandulas

mamarias como “mastiticas” quando eram detectados variados graus de alteragdes
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patolégicas, como atrofias e micro ou macronodulagdes. Ainda, Marogna et al.
(2012), comparando os achados clinicos de um capril leiteiro com os resultados
microbioldgicos, concluiram que cabras com alteragdes clinicas na glandula
mamaria apresentam uma probabilidade 3,71 vezes maior de apresentar resultado

positivo na cultura bacteriana comparado a cabras sem nenhum sinal clinico.

5.2 Secrecao lactea

5.2.1 Teste da caneca de fundo escuro

Nao foram observadas alteragcbes macroscépicas nas amostras de secregao
lactea das cabras sadias (G1) e com mastite subclinica (G2). Por outro lado, foi
constatada a presenga de grumos de diferentes tamanhos em todas as amostras de

secrecao lactea das cabras com mastite clinica (G3).

5.2.2 California Mastitis Test (CMT)

Todas as amostras de secrecao lactea de cabras sadias (G1) apresentaram
reacao negativa ao CMT. No grupo de cabras com mastite subclinica (G2), 20
amostras (66,6%) apresentaram reagdo moderada (2+) e 10 amostras (33,3%)
apresentaram reacao intensa (3+) (Figura 5).

Em concordancia com estes achados Bergonier et al. (2003) e Shaeren;
Maurer (2006) afirmam que a utilizacdo do CMT nao seja confiavel quando usado
isoladamente no diagnostico da inflamagéo intramamaria em cabras, devido ao tipo
de secregdo apocrina da glandula mamaria de cabra que permite a presenca de
células epiteliais, em maior quantidade, quando comparada ao leite de vaca.
Contreras et al., 2013, ressaltam que o teste deve ser interpretado em associacao a
contagem de células somaticas e culturas bacteriolégicas no leite. Outros estudos,
relatam que o teste pode ser util na deteccdo de glandulas mamarias saudaveis
(KARZIS; DONKIN; PETZER, 2007; PETZER et al., 2008; SREEJA et al., 2013) e
nao na constatacado da infecgdo. A principal vantagem do CMT é que € um método
rapido, de facil execucéao e barato.
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Vale salientar que o CMT e a CCS no leite caprino devem ser utilizados em
conjunto e, se possivel, associados a métodos diretos, como a cultura bacteriana,

para correta interpretacao dos resultados (PATERNA et al., 2014).

B Megstivae 1+ m2+ m3+

Mumero de amostiras

Gl G2

Grupos experimentais

Figura 5. Resultados do CMT do leite de cabras das
racas Saanen e Alpina Francesa sadias

(G1), com mastite subclinica (G2).

5.2.3 Contagem de células somaticas (CCS)

O leite de cabras comparativamente ao leite de vacas apresenta CCS
fisiologicamente elevada, que aumenta ainda mais no final da lactagcdo, mesmo na
auséncia de infeccdo intramamaria, e com o numero de partos. Dessa forma, os
valores de referéncia estabelecidos para a CCS do leite bovino ndo devem ser
utilizados para o leite caprino (PERSSON; OLOFSSON, 2011).

5.2.3.1 Contagem automatica
Nas cabras do grupo controle (G1) as contagens de células somaticas (CCS)

obtidas em contador automatico variaram de 55.000 células/mL a 463.000

células/mL, com valor médio de 182.000 células/mL. Nas cabras com mastite
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subclinica (G2) a variagao foi de 861.000 células/mL a 9.999.000 células/mL, com
valor médio de 4.500.000 células/mL e nas cabras com mastite clinica (G3) a
variacao foi de 3.260.000 células/mL a 9.999.000 células/mL, com valor médio de
7.500.000 (Tabela 1 e Figura 6).

Sabe-se que varios fatores, fisioloégicos ou ndo, podem afetar a contagem de
células somaticas, tais como; numero de lactacbes, idade do animal, fase da
lactacao e ocorréncia de infecgbes intramamarias (MADUREIRA et al., 2010). Mas a
CCS é utilizada principalmente como um indicador de mastites subclinicas, sendo
que altas contagens podem estar associadas com diminuicdo na producdo e
prejuizo na qualidade do leite (LANGONI et al., 2012).

A contagem automatica de células somaticas pode ser realizada em
contadores de particulas (Coulter Count) ou contadores baseados em citometria de
fluxo (Fossomatic ou Somacount). Entretanto, o primeiro método ndo é
recomendado para a CCS do leite caprino, pois como ele € baseado na contagem
de impulsos elétricos, ha influéncia da quantidade de glébulos de gordura e
particulas citoplasmaticas, resultando em contagens muito elevadas (MADUREIRA
et al., 2010).

E apesar de ainda nao existirem padrbes estabelecidos para a CCS no leite
caprino, em geral, a CCS no leite de cabras livres de infecgdes intramamarias é
inferior a 400.000 células/mL (McDOUGALL et al., 2001), no entanto, ndo € rara a
ocorréncia de cabras com contagens superiores a 1.000.000 células/mL (ZENG,
1996).

Tabela 1. Médias e desvio padrao da contagem automatica de células somaticas
(células x 10%mL) no leite de cabras das ragas Saanen e Alpina Francesa

sadias (G1) com mastite subclinica (G2) e com mastite clinica (G3).

Grupos Contagem de células somaticas (células x 10°/mL)
G1 182 + 64"
G2 4.500 + 1.100°
G3 7.500 + 1.800°

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 6. Contagem automatica de células somaticas (células x 10¥mL)
no leite de cabras das racas Saanen e Alpina Francesa sadias

(G1), com mastite subclinica (G2) e com mastite clinica (G3).
5.2.3.2 Contagem por microscopia direta

Os valores da CCS por microscopia direta encontrados no grupo de cabras
sadias (G1) variaram de 53.000 células/mL a 459.000 células/mL, com valor médio
de 190.000 células/mL. No grupo de cabras com mastite subclinica (G2) os valores
da CCS variaram de 1.200.000 células/mL a 34.000.000 células/mL, com valor
médio de 20.830.000 células/mL e no grupo de cabras com mastite clinica (G3) os
valores variaram de 4.500.000 células/mL a 113.000.000 células/mL, com valor
médio de 39.100.000 células/mL (Tabela 2 e Figura 7).

A contagem microscopica direta € um dos métodos mais confiaveis para a
determinacdo do numero de células somaticas no leite caprino, principalmente se
forem utilizados corantes especificos de DNA, como a coloracdo verde de metil e
pirona-Y, que diferencia as células somaticas dos corpusculos citoplasmaticos, cujas
dimensbdes e morfologia sdo semelhantes aos leucdcitos (ZENG et al.,, 1999).
Entretanto, contagens mais elevadas s&o observadas quando s&o utilizados
corantes nao especificos para DNA, uma vez que as particulas citoplasmaticas

podem erroneamente serem contadas como células (DULIN et al., 1982). Sendo
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possivelmente esta a razdo pela qual as contagens por microscopia direta foram tao

altas em comparag¢ao com outros estudos.

Tabela 2. Médias e desvio padrdao da contagem de células somaticas por
microscopia direta (células x 10*/mL) no leite de cabras das ragas Saanen

e Alpina Francesa sadias (G1), com mastite subclinica (G2) e com mastite

clinica (G3).
Grupos CCS Microscopia direta (células x 103/mL)
G1 190 + 70°
G2 20.830 + 19.400°
G3 39.110 + 4.410°

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Figura 7. Contagem de células somaticas por microscopia direta (células
x 10%mL) no leite de cabras das racas Saanen e Alpina
Francesa sadias (G1), com mastite subclinica (G2) e com

mastite clinica (G3).
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5.2.4 Exame microbioldgico

Nao se constatou crescimento de microrganismo nas amostras de leite das
cabras do grupo controle (G1). Nas amostras de secregédo lactea do grupo das
cabras com mastite subclinica (G2), foram isolados S. aureus (n=19; 63,3%), SCP
(n=7; 23,3%), Corynebacterium spp. (n=3; 10,0%) e SCN (n=1; 3,33%) (Figura 8).
Nas amostras de leite do grupo de cabras com mastite clinica (G3) foram isolados:
S. aureus (n=9; 75,0%), SCP (n=2; 16,7%) e Streptococcus spp. (n=1; 8,33%).

Segundo Aires de Souza et al. (2007), S. aureus € o mais importante agente
etiolégico da infeccdo mamaria na maioria dos ruminantes domésticos. Islam et al.
(2012) e Langoni et al. (2012), num estudo com 50 e 378 cabras em lactagao,
respectivamente, também constataram que S. aureus foi o microrganismo mais
presente nos animais com mastite subclinica. Além disso, varios autores relataram
maior prevaléncia de Staphylococcus coagulase negativa - SCN em amostras de
leite de cabras com mastite subclinica, os quais causam uma infecgao inaparente e
persistente (LEITNER et al.,, 2004; KOOP et al.,, 2012; SOUZA et al.,, 2012;
PATERNA et al., 2014).

m 5treptococcus spp. Corynebacteriumspp. wmSCP w5 sureus

Niamero de amostras positivas no
isolamentomioobioldgioo

G2 G3

Gruposexperimentais

Figura 8. Resultado do isolamento microbioldgico no leite de
cabras das racas Saanen e Alpina Francesa sadias
(G1), com mastite subclinica (G2) e com mastite
clinica (G3).
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5.2.5 Perfil bioquimico do soro lacteo

A avaliagao do perfil bioquimico do soro lacteo dos trés grupos experimentais
mostrou que as amostras das cabras com mastite subclinica (G2) e com mastite
clinica (G3) apresentaram maiores atividades das enzimas fosfatase alcalina (G2:
122 U/L e G3: 207 U/L) e gamaglutamiltransferase (G2: 483 U/L e G3: 571 U/L) e
maiores concentragdes de albumina (G2: 0,18 g/dL e G3: 0,29 g/dL), proteina total
(G2: 1,50 g/dL e G3: 1,67 g/dL), cloretos (G2: 190 mEqg/L e G3: 202 mEq/L), ferro
(G2: 13,4 pg/dL e G3: 19,6 pg/dL) e sddio (G2: 152 mMol/L e G3: 181 mMol/L)
quando comparadas com as amostras de soro lacteo das cabras sadias (G1). Por
outro lado, as amostras de soro lacteo das cabras sadias (G1) apresentaram
maiores concentragdes de calcio total (37,5 mg/dL), fésforo (30,8 mg/dL), magnésio
(8,07 mg/dL), potassio (43 mMol/L) e calcio ionizado (3,60 mMol/L) (Tabela 3 e
Figuras 9 e 10).

Os resultados obtidos também corroboram os relatos de Silva et al. (2013), os
quais também observaram num estudo com bufalas sadias e com mastite subclinica,
maiores concentragbes de sédio (165 mMol/L) e cloretos (166 mMol/L) e menores
concentragdes de calcio total (33,8 mg/dL), calcio ionizado (2,46 mMol/L), ferro (1,26
Mg/dL), fosforo (26,7 mg/dL), magnésio (5,72 mg/dL) e potassio (28,5 mMol/L) no
soro lacteo das fémeas bubalinas com mastite subclinica, devido, provavelmente, a
0s mecanismo homeostaticos dindmicos que respondem a transferéncia de minerais
do sangue para a glandula mamaria ou a quantidade de minerais que extravasa para
a secrecao lactea da mama doente € significativamente baixa para ser detectada.

Nos casos de mastite subclinica, embora ndo ocorram mudangas clinicas
visiveis no ubere ou na aparéncia do leite, cursam alteragées na concentragao dos
principais componentes da secrecdo lactea, decorrentes de lesbes nas células
produtoras e alteracdo da permeabilidade vascular (BRAMLEY et al., 1996). Estas
alteracbes podem resultar no aumento das concentracbes de proteinas, sédio e
cloretos e diminuigdo nos teores de gordura, sélidos totais, caseina, lactose, calcio,
fosforo e potassio (HAENLEIN, 2004).

Ja nos casos de mastite clinica, caracterizada por alteragdes visiveis da

glandula mamaria e presenca de grumos, sangue e/ou pus no leite, as alteragcbes na
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(FONSECA; SANTOS, 2001).
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lactea sdo mais acentuadas

Tabela 3. Médias e desvio padrao das atividades enzimaticas e das concentracoes

de catabdlitos, eletrélitos e minerais no soro lacteo de cabras das racas

Saanen e Alpina Francesa sadias (G1), com mastite subclinica (G2) e com

mastite clinica (G3).

Grupos
Parametros
G1 G2 G3
Fosfatase alcalina (U/L) 16,9+6,46" 122+43,0° 207+91,4°
Gamaglutamiltransferase (U/L) 355+21,5% 483+120"° 571+99,5°
Albumina (g/dL) 0,13%0,03* 0,18+0,03"® 0,29+0,04°
Proteina total (g/dL) 1,23+0,08" 1,50+0,12°8 1,67+0,17°8
Calcio total (mg/dL) 37,5+3,83" 25,0+8,03° 24,9+8,76°
Fosforo (mg/dL) 30,8+5,01" 29,0+4,28" 25,6+4,70"
Magnésio (mg/dL) 8,07+0,53" 7,21+1,83" 6,85+1,92"
Cloretos (mEq/L) 176+13,9* 190+15,2* 202+12,2%
Ferro (ug/dL) 4,41+1,79° 13,4+4,70° 19,645,218
Sédio (mMol/L) 142+10,5" 152+19,0" 181+20,6"
Potassio (mMol/L) 43,846,077 35,8+9,95"8 22,8+7,57°
Calcio ionizado (mMol/L) 3,60+0,42* 2,70+0,62° 2,59+0,76°

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 9. Atividades enzimaticas e concentragdes de catabdlitos no soro lacteo de
cabras das racas Saanen e Alpina Francesa sadias (G1), com mastite
subclinica (G2) e com mastite clinica (G3). A: fosfatase alcalina (U/L). B:

gamaglutamiltransferase (U/L). C: albumina (g/dL). D: proteina total (g/dL).
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Figura 10. Concentragbes de eletrdlitos e minerais no soro lacteo de cabras das ragas
Saanen e Alpina Francesa sadias (G1), com mastite subclinica (G2) e com mastite
clinica (G3). E: calcio total (mg/dL). F: fésforo (mg/dL). G: magnésio (mg/dL). H:
cloretos (mEq/L). I: ferro (ug/dL). J: sédio (mMol/L). K: potassio (mMol/L). L: calcio

ionizado (mMol/L).
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5.2.6 Fracionamento eletroforético das proteinas da secrec¢ao lactea

O proteinograma do soro lacteo, obtido pela técnica de SDS-PAGE,
possibilitou a deteccdo de até 22 proteinas (Figura 11), cujos pesos moleculares
variaram de 8.700 Da a 162.000 Da. Destas, 10 foram consideradas de interesse e
submetidas a analise estatistica: imunoglobulina A (IgA), lactoferrina, albumina,
imunoglobulina G de cadeia pesada (IgG-CP), R-caseina, imunoglobulina G de
cadeia leve (IgG-CL), R-lactoglobulina, a-lactoalbumina, proteinas de peso molecular
39.000 Da e 19.000 Da.
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Figura 11. Exemplo de tracado densitométrico das proteinas do soro lacteo de

cabras sadias.

A avaliacdo das fragcdes proteicas do soro lacteo dos trés grupos
experimentais mostrou que as amostras das cabras com mastite subclinica (G2) e
com mastite clinica (G3) apresentaram maiores concentragbes de IgA (G2: 3,26
mg/dL e G3: 3,65 mg/dL), lactoferrina (G2: 111 mg/dL e G3: 127 mg/dL), albumina
(G2: 105 e G3: 273 mg/dL), IgG-CP (G2: 94,9 mg/dL e G3: 144 mg/dL), IgG-CL (G2:
73,0 mg/dL e G3: 98,4 mg/dL), B-caseina (G2: 2,13 mg/dL e G3: 3,89 mg/dL) e [3-
lactoglobulina (G2: 693 mg/dL) quando comparadas com as amostras de soro lacteo

das cabras sadias (G1). Por outro lado, as amostras de soro lacteo das cabras
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sadias (G1) apresentaram maiores concentragbes a-lactoalbumina (315 mg/dL)
(Tabela 4 e Figura 12).

As proteinas de peso molecular 39.000 Da e 19.000 Da foram encontradas
somente nas amostras de soro lacteo das cabras do grupo com mastite clinica (G3)
(Tabela 4 e Figura 13).

Num estudo com bufalas sadias e com mastite subclinica, Fagliari et al.
(2013) também observaram aumento da concentragdo de proteina total (1,68 g/dL),
lactoferrina (39,1 mg/dL), albumina (84 mg/dL), IgG (26,5 mg/dL), B-lactoglobulina
(1.005 mg/dL) e a-lactoalbumina (487 mg/dL) no soro lacteo das fémeas bubalinas
com mastite subclinica.

Santana et al. (2013) verificaram maiores concentragbes de proteina total
(1,99 g/dL), lactoferrina (288 mg/dL), albumina (289 mg/dL), IgG (435 mg/dL) e
haptoglobina (60,2 mg/dL) e menores concentragbes de [-lactoglobulina (75,5
mg/dL) e a-lactoalbumina (178 mg/dL) no soro lacteo de vacas com mastite clinica.

Em decorréncia dos processos inflamatérios na glandula mamaria ocorrem
alteracbes na concentracdo dos componentes proteicos do leite como também
surgimento de compostos proteicos n&o elaborados no processo de secregao lactea
devido a lesbes nas células produtoras de leite e alteragdo da permeabilidade
vascular (CECILIANI et al., 2012).
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Tabela 4. Médias e desvio padrao das concentragdes das fragdes proteicas no soro

lacteo de cabras das ragas Saanen e Alpina Francesa sadias (G1), com

mastite subclinica (G2) e com mastite clinica (G3).

Grupos
Parametros
G1 G2 G3
IgA (mg/dL) 2,49+0,28"  3,26%0,57*  3,65+1,17"
Lactoferrina (mg/dL) 47,949,27%  111+10,8° 127+14,7°
Albumina (mg/dL) 77,4+8,29"  105+16,2"  273+29,6°
|gG-CP (mg/dL) 57,1+7,00%  94,9+4.89°%  144+17,0°
lgG-CL (mg/dL) 44.3+6,39"  73,0+4,41®  98,4+12,5°
R-caseina (mg/dL) 0,99+0,32"  2,13+0,36"  3,89+0,92°
R-lactoglobulina (mg/dL) 669+49,2" 693459 4" 620+101*
a-lactoalbumina (mg/dL) 315£29,9"  296+31,6"®  259+39,9°
39.000 Da nd nd 8,09+293
19.000 Da nd nd 25,19+7,74

IgA: imunoglobulina A; IgG-CP: imunoglobulina G de cadeia pesada; IgG-CL: imunoglobulina G de cadeia leve

nd: ndo detectada

Médias seguidas de letras maiusculas iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 12. Concentracdes das fragdes proteicas (mg/dL) no soro lacteo de cabras das ragas Saanen
e Alpina Francesa sadias (G1), com mastite subclinica (G2) e com mastite clinica (G3). A:
imunoglobulina A. B: lactoferrina. C: albumina. D: imunoglobulina G de cadeia pesada. E:

imunoglobulina G de cadeia leve. F: 3-caseina. G: B-lactoglobulina. H: a-lactoalbumina.
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Figura 13. Concentragbes das proteinas de peso molecular 39.000 Da e 19.000 Da
(mg/dL) no soro lacteo de cabras das ragas Saanen e Alpina Francesa

com mastite clinica (G3).

5.3 Secrec¢ao Sanguinea

5.3.1 Perfil bioquimico sérico

A avaliagao do perfil bioquimico sérico dos trés grupos experimentais mostrou
que ndo houve diferengas significativas entre a maioria dos parédmetros avaliados,
com excegao da concentracao sérica de ureia e de cloretos, que foram menores nas
amostras de soro sanguineo das cabras com mastite subclinica (G2) e com mastite
clinica (G3) (Tabela 5 e Figuras 14, 15, 16).

Resultados semelhantes foram obtidos por Abba et al. (2013), que verificaram
reducdo dos niveis séricos de sddio e cloretos em cabras com mastite clinica de
ocorréncia natural e nao verificaram diferencas na concentragdo sérica de proteina
total, albumina e potassio de cabras sadias e com mastite clinica. De acordo com
Wegner e Stull (1978), as pequenas variagdes nas concentragdes de eletrdlitos e
minerais no soro sanguineo dos animais com mastite estdo relacionadas aos
mecanismos homeostaticos, que compensam as perdas destes elementos do
sangue para a secrecgao lactea, e ao fato da quantidade de eletrolitos e minerais
extravasada para a glandula mamaria ser tdo baixa que € irrelevante em relagéo a

concentracao sérica destes elementos.
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Tabela 5. Médias e desvio padrao das atividades enzimaticas e das concentracoes

de catabdlitos, eletrdlitos e minerais do soro sanguineo de cabras das

racas Saanen e Alpina Francesa sadias (G1), com mastite subclinica (G2)

e com mastite clinica (G3).

Grupos
Parametros
G1 G2 G3
Aspartato aminotransferase (U/L) 79,6 +2,99" 737+556" 715+11,7"
Fosfatase alcalina (U/L) 62,7+ 12,8 854+955" 794 4+274"
Gamaglutamiltransferase (U/L) 487 +3,65" 474+225"  446+352°
Creatina quinase (U/L) 145 +27,0°  150+5,39” 133 +5,89"
Creatinina (mg/dL) 0,98 +0,05"  1,04+0,02* 0,97 +0,01"
Albumina (g/dL) 2,82+0,17% 2,72+0,06® 2,63+0,13"
Ureia (mg/dL) 56,2 +9,34" 538+793"® 4424+159°
Proteina total (g/dL) 8,30 +0,15"  8,51+0,25* 8,03 +0,54"
Calcio total (mg/dL) 9,06 +0,34"  8,80+0,34" 8,39 +0,05"
Fosforo (mg/dL) 6,31+0,78" 6,87+063" 7,12+0,25"
Magnésio (mg/dL) 2,50 +0,10" 247+0,14* 246+0,12"
Cloretos (mEq/L) 113 +0,53* 110+ 1,60° 109 + 4,09°
Ferro (ug/dL) 176 + 24,9" 185 + 19,4" 182 + 8,40"
Saédio (mMol/L) 145 + 2,28" 145 + 1,90" 145 + 1,14*
Potassio (mMol/L) 4,33+0,04" 448+0,25" 4,23+0,06"
Calcio ionizado (mMol/L) 0,75+0,03* 0,89+0,01" 0,89 +0,06"

Médias seguidas de letras maiusculas iguais na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 14. Atividades enzimaticas no soro sanguineo de cabras das ragas Saanen e Alpina Francesa sadias
(G1), com mastite subclinica (G2) e com mastite clinica (G3). A: aspartato aminotransferase (U/L). B:

fosfatase alcalina (U/L). C: gamaglutamiltransferase (U/L). D: creatina quinase (U/L).

Figura 15. Concentracdes de catabdlitos no soro sanguineo de cabras das ragas Saanen e Alpina
Francesa sadias (G1), com mastite subclinica (G2) e com mastite clinica (G3). E: creatinina
(mg/dL). F: albumina (g/dL). G: ureia (mg/dL). H: proteina total (g/dL).
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Figura 16. Concentracdes séricas de eletrolitos e minerais no soro sanguineo de cabras das
racas Saanen e Alpina Francesa sadias (G1), com mastite subclinica (G2) e com
mastite clinica (G3). K: magnésio (mg/dL). L: cloretos (mEq/L). M: ferro (ug/dL). N:
sodio (mMol/L). O: potassio (mMol/L). P: célcio ionizado (mMol/L).
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5.3.2 Fracionamento eletroforético das proteinas séricas

O proteinograma sérico, obtido pela técnica de SDS-PAGE, possibilitou a
detecgédo de até 23 proteinas (Figura 17), cujos pesos variaram de 22.000 Da a
230.000 Da. Destas, 10 foram consideradas de interesse e submetidas a analise
estatistica: imunoglobulina A (IgA), ceruloplasmina, transferrina, albumina,
imunoglobulina G de cadeia pesada (IgG-CP), haptoglobina, a-glicoproteina acida,
proteina de peso molecular 33.000 Da, imunoglobulina G de cadeia leve (IgG-CL) e
proteina de peso molecular 23.000 Da.
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Figura 17. Exemplo de tragado densitométrico das proteinas do soro sanguineo

de cabras sadias.

A avaliacdo das fracbes proteicas do soro sanguineo dos trés grupos
experimentais mostrou que as amostras das cabras com mastite subclinica (G2) e
com mastite clinica (G3) apresentaram maiores concentragbes de IgA (G3: 49,4
mg/dL), ceruloplasmina (G2: 30,1 mg/dL e G3: 46,9 mg/dL), transferrina (G2: 497
mg/dL), IgG-CP (G2: 1.307 mg/dL e G3: 1,152 mg/dL), IgG-CL (G2: 805 mg/dL e G3:
723 mg/dL), haptoglobina (G2: 52,5 mg/dL e G3: 40,2 mg/dL) e a1-glicoproteina
acida (G2: 37,7 mg/dL) quando comparadas com as amostras de soro sanguineo

das cabras sadias (G1). Por outro lado, as amostras de soro sanguineo das cabras
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sadias (G1) apresentaram maiores concentra¢cdes de albumina (5.289 mg/dL) e
proteina de 33.000 Da (126 mg/dL) (Tabela 6 e Figura 18).

De maneira semelhante, Safi et al. (2009) observaram maiores concentragoes
de haptoglobina em vacas com mastite subclinica. Dado que as principais proteinas
de fase aguda (PFA) dos bovinos s&o a haptoglobina e a amiloide A sérica, ambas
PFA positivas, cujas concentragdes podem se elevar mais de 100 vezes no soro
sanguineo, principalmente em resposta a uma inflamacdo aguda (ECKERSALL et
al., 1999).

Em ovelhas com mastite experimental por Staphylococcus aureus, Costa et al.
(2010) observaram aumento das concentracbes séricas de ceruloplasmina e
haptoglobina, assim como de IgG e IgA. Em caprinos, Simplicio (2011) verificou
aumento da concentragao sérica de ceruloplasmina, haptoglobina e a1-glicoproteina
acida em cabras com mastite de ocorréncia natural.

Em outro estudo, Simplicio (2014) observou que a haptoglobina foi um
marcador precoce e confiavel na detecgdo e monitoramento da mastite experimental
em cabras induzida por Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, que o
fibrinogénio plasmatico e a ceruloplasmina foram marcadores de importancia
moderada e que a as-glicoproteina se destacou como um marcador de cronicidade
nesta espécie animal.

A diminuicdo da concentragdo de albumina, considerada PFA negativa,
também pode estar relacionada a mobilizagao de fluidos e proteinas para a glandula
mamaria, em fungao da inflamacao induzida pela mastite (FONTEQUE et al., 2010;
CECILIANI et al., 2012; CRAY, 2012).
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Tabela 6. Médias e desvio padrao das concentragdes das fragdes protéicas do soro

sanguineo de cabras das ragcas Saanen e Alpina Francesa sadias (G1),

com mastite subclinica (G2) e com mastite clinica (G3).

Parametros Grupos
G1 G2 G3
IgA (mg/dL) 37,7+9,84" 37,0+872" 494 +1,94"
Ceruloplasmina (mg/dL) 21,4+£8,98" 30,1+281"® 46,9+ 125"
Transferrina (mg/dL) 480 +31,6" 497 +384" 458 +33,7"
Albumina (mg/dL) 5.289 + 884" 5.175+ 167*® 4.874 + 303°
IgG-CP (mg/dL) 1.059 + 143*  1.307 + 142" 1.152 + 185"
lgG-CL mg/dL 698 + 136" 805+ 52, 7% 723 +97,9"
Haptoglobina (mg/dL) 224+518" 525+464° 40,2+10,3°
as-glicoproteina acida (mg/dL) 352+503" 37,7+623" 332+435"
33.000 Da (mg/dL) 126 + 224"  111+10,8* 119+251"
23.000 Da (mg/dL) 374 +78,1" 387 +27,6" 328 +437"

IgA: imunoglobulina A; IgG-CP: imunoglobulina G de cadeia pesada; IgG-CL: imunoglobulina G de cadeia leve
Médias seguidas de letras maiusculas iguais na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 18. Concentragbes das fragdes proteicas do soro sanguineo de cabras das ragas Saanen e

Alpina Francesa sadias (G1), com mastite subclinica (G2) e com mastite clinica (G3). A:

imunoglobulina A. B: ceruloplasmina. C: transferrina. D: albumina. E: imunoglobulina G de

cadeia pesada. F: imunoglobulina G de cadeia leve. G: haptoglobina. H: as-glicoproteina

acida. I: proteina de peso molecular 33.000 Da. J: proteina de peso molecular 23.000 Da.
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6. CONCLUSAO

A utilizacdo de ferramentas diagnosticas como o uso da caneca de fundo
escuro, CMT e a CCS devem ser usadas em conjunto para a avaliagdo adequada da
secrecao lactea caprina e sempre que possivel junto com o exame microbiolégico. O
Staphylococcus aureus € o microorganismo mais isolado neste estudo sendo o
63,3% na secrecao lactea das cabras do G2 e 75% do G3, predominando assim 0s
agentes infecciosos contagiosos nas cabras avaliadas. O perfil bioquimico em
especial de proteinas de fase aguda (PFA) do soro lacteo se mostrou melhor
indicador clinico nos quadros de mastites clinica € subclinica que o perfil quimico
sanguineo. Finalizando, ressalta-se que as proteinas de peso molecular 39.000 Da
e 19.000 Da, foram identificadas somente no soro lacteo de cabras do G3, podendo

ser considerado como um marcador de mastite clinica.
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