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RESUMO

CALDEIRA, Jéssica Lobo Albuquerque, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
setembro de 2023. Mastite Caprina por Staphylococcus warneri: Uma Abordagem
Multifatorial no Estudo da Infeccao. Orientador: Maria Aparecida Scatamburlo
Moreira. Coorientador: Tiago Antonio de Oliveira Mendes

A mastite, inflamacgao da glandula mamaria, emerge como um desafio na pecuaria
leiteira, impactando negativamente a produgéo e a qualidade do leite. Este trabalho
aborda essa questao complexa em trés capitulos em formato de artigo, cada um com
foco especifico e contribuicdes distintas para o entendimento da dinamica da infecgéao
na mastite caprina. Para isso, trabalhamos com 112 amostras de leite oriundas de
sete cabras primiparas da raca Parda Alpina, das quais seis foram submetidas a
infecgdo experimental intramamaria com uma dose de 1,2 x 108 UFC/ml do isolado de
S. warneri e uma serviu como controle negativo. O primeiro capitulo investigou o
impacto da infeccao experimental por Staphylococcus warneri nas alteracées dos
elementos quimicos do leite bem como na presenca de patdégenos nos caprinos
infectados. Utilizou-se PCR em tempo real para deteccao de patégenos e utilizamos
a Contagem de Células Somaticas (CCS) e Contagem Bacteriana Total (CBT) como
parametros de infecgdo. Elementos quimicos foram analisados via Espectroscopia de
Energia Dispersiva (EDS) acoplada ao MEV. Os resultados revelaram diferencas entre
o lado do ubere infectado e 0 ndo infectado durante os dias de desenvolvimento da
infeccdo tanto para os elementos quanto para a presenca de patégenos. O cloro
apresentou maior concentracao no lado infectado do Ubere no segundo dia, enquanto
célcio e ferro exibiram variacbes ao longo dos dias de infeccdo. Correlagdes
especificas foram estabelecidas entre diferentes patégenos e elementos quimicos. A
infeccdo experimental por S. warneriimpactou a microbiota, com uma maior variedade
de patégenos nos animais infectados bem como no Ubere infectado, além de
variagbes entre os elementos quimicos entre o lado do Ubere infectado e néo
infectado, sendo um trabalho pioneiro nessa abordagem. No segundo capitulo,
abordamos a atividade da enzima N-acetil-B-glucosaminidase (NAGase) como uma
ferramenta diagnostica para mastite caprina. Amostras oriundas da infecgao
experimental e 49 amostras de animais naturalmente infectados foram utilizados neste
estudo. Aplicamos o método fluorométrico para quantificar a enzima NAGase além de
citometria de fluxo para a CCS e CBT que foram utilizados como parametro da
evolugdo da infeccdo. A analise revelou aumento da NAGase em cabras infectadas



com S. warneri, destacando-se como uma ferramenta 0til para o monitoramento da
doenga. Além disso, ao combinarmos o NAGase com a CCS, obtivemos um melhor
resultado na classificacdo da mastite em amostras de campo. Essa abordagem
multidimensional contribui para aprimorar estratégias de diagndstico e tratamento da
mastite. O terceiro capitulo investigou a liberacdo de Neutrophil Extracellular Traps
(NETSs) por neutréfilos caprinos estimulados in vitro por Staphylococcus aureus e S.
warneri. Neste capitulo, sangue de cabras adultas saudaveis foram coletados e
utilizado no isolamento de neutrofilos polimorfonucleares caprino (PMNs). Avaliamos
a formagédo NETs caprinos induzindo as células sob estimulos de forbol 12-miristato
13-acetato (PMA), citocalasina para inibicdo da fagocitose, S. warneri e S. aureus.
Esses dois patdgenos comuns da mastite caprina desencadearam a formacéo de
NETSs, sugerindo um mecanismo de defesa celular contra a mastite, sendo um achado
inédito na literatura. Essa resposta dos neutréfilos destaca nuances distintas na
defesa imunoldgica, oferecendo uma perspectiva valiosa para futuras estratégias
terapéuticas. Em conclusdo, esses achados contribuem significativamente para
avangos na compreensdo € no manejo sanitario caprino, destacando a necessidade
continua de abordagens multidisciplinares para enfrentar esse desafio complexo na

pecuaria leiteira.

Palavras-chave: Ruminantes. Mastite. Leite. Diagnostico. Resposta imune.



ABSTRACT

CALDEIRA, Jéssica Lobo Albuquerque, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
setembro de 2023. Caprine mastitis for Staphylococcus warneri: A multifactorial
approach in the study of the infection. Advisor: Maria Aparecida Scatamburlo
Moreira. Co-advisor: Tiago Antonio de Oliveira Mendes

Mastitis, inflammation of the mammary gland, emerges as a challenge in dairy farming,
negatively affecting milk production and quality. This work addresses this complex
issue in three article-style chapters, each with a specific focus and distinct contributions
to understanding the dynamics of infection in goat mastitis. To achieve this, we worked
with 112 milk samples from seven primiparous goats of the Parda Alpina breed, of
which six were subjected to experimental intramammary infection with a dose of 1.2 x
108 CFU/ml of the Staphylococcus warneri isolate and one served as negative control.
The first chapter investigated the impact of experimental infection by S. warneri on
changes in chemical elements in milk as well as the presence of pathogens in infected
goats. Real-time PCR was used to detect pathogens and we used Somatic Cell Count
(SCC) and Total Bacterial Count (CBT) as infection parameters. Chemical elements
were analyzed via Energy Dispersive Spectroscopy (EDS) coupled to SEM. The
results revealed differences between the infected and non-infected side of the udder
during the days of infection development for both the elements and the presence of
pathogens. Chlorine showed a higher concentration on the infected side of the udder
on the second day, while calcium and iron showed variations over the days of infection.
Specific correlations have been established between different pathogens and chemical
elements. Experimental infection by S. warneriimpacted the microbiota, with a greater
variety of pathogens in infected animals as well as in the infected udder, in addition to
variations between chemical elements between the infected and non-infected side of
the udder, being a pioneering work in this approach. In the second chapter, we address
the activity of the enzyme N-acetyl-B-glucosaminidase (NAGase) as a diagnostic tool
for goat mastitis. Samples from experimental infection and 49 samples from naturally
infected animals were used in this study. We applied the fluorometric method to
quantify the NAGase enzyme in addition to flow cytometry for CCS and CBT, which
were used as a parameter for the evolution of the infection. The analysis revealed an
increase in NAGase in goats infected with S. warneri, highlighting it as a useful tool for
monitoring the disease. Furthermore, by combining NAGase with CCS, we obtained a
better result in classifying mastitis in field samples. This multidimensional approach



contributes to improving mastitis diagnosis and treatment strategies. The third chapter
investigated the release of Neutrophil Extracellular Traps (NETs) by goat neutrophils
stimulated in vitro by Staphylococcus aureus and S. warneri. In this chapter, blood from
healthy adult goats was collected and used in the isolation of goat polymorphonuclear
neutrophils (PMNs). We evaluated the formation of goat NETs by inducing cells under
stimuli of phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), cytochalasin for inhibition of
phagocytosis, S. warneri and S. aureus. These two common pathogens of goat
mastitis triggered the formation of NETSs, suggesting a cellular defense mechanism
against mastitis, an unprecedented finding in the literature. This neutrophil response
highlights distinct nuances in immune defense, offering a valuable perspective for
future therapeutic strategies. In conclusion, these findings contribute significantly to
advances in goat health understanding and management, highlighting the continued
need for multidisciplinary approaches to address this complex challenge in dairy

farming.

Keywords: Ruminants. Mastitis. Milk. Diagnosis. Immune Response.
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1. INTRODUGAO GERAL

A criagdo de pequenos ruminantes, em particular a caprinocultura
leiteira, destaca-se como uma atividade com um potencial notavel para
desempenhar fung¢des sociais e culturais essenciais em varias partes do mundo.
(Danmallam & Pimenov, 2019). A criacdo de cabras para a producgéo de leite é
uma caracteristica distintiva das regides tropicais e aridas, que abrigam
aproximadamente 61% da populagdo caprina global. Importante notar que
muitos desses paises sao classificados pela FAO como nagdes de baixa renda
e com déficits alimentares, o que ressalta ainda mais a importancia crucial dessa
atividade como meio de subsisténcia nessas areas (Pulina et al., 2018).

Por outro lado, a caprinocultura leiteira também € presente em nagdes
de elevado rendimento e avancado desenvolvimento tecnoldgico, como a
Franca, Grécia, Italia e Espanha. Esses paises sao responsaveis por 9,4% do
leite de cabra mundial (FAOSTAT, 2018). Esse produto é frequentemente
convertido em derivados lacteos nas fazendas para atender as demandas dos
mercados locais, com o leite processado sendo vendido localmente e alguns
queijos de leite de cabra com denominacdo de origem protegida (DOP)
exportados, além do leite desidratado (Pulina et al., 2018). Isso ressalta sua
versatiidade em diversas é&reas, mantendo um papel importante no
desenvolvimento das comunidades rurais.

No Brasil, a caprinocultura desempenha um papel econémico e social
significativo tanto para pequenos quanto para grandes produtores (Santos et al.,
2019). Com um rebanho total de aproximadamente 11.923.630 cabecas, cerca
de 90% estao concentrados principalmente na regido Nordeste (IBGE, 2021)
sendo boa parte de rebanhos para subsisténcia. Ao focarmos nos
estabelecimentos que envolvem a ordenha de cabras, observamos uma clara
predominancia regional, com aproximadamente 83% deles localizados na
mesma regido (IBGE, 2018). Perdigéo et al. (2016) indicam que na regido
Nordeste, programas governamentais de compra tém beneficiado pequenos
produtores, promovendo um sistema mais organizado para aquisicao,
industrializagéo e distribuigdo de leite.

Atualmente, produtores das principais bacias leiteiras da regiao
Nordeste estdo buscando oportunidades para escoar o excedente de producao

e aumentar a renda, enfrentando o desafio de explorar novos mercados para


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030218305290#bib13
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produtos lacteos caprinos. A regido Sudeste também desempenha um papel
relevante, representando aproximadamente 11% dos estabelecimentos
dedicados a essa atividade no pais (IBGE, 2018). Na regiao Sudeste, destacam-
se industrias de atuagao regional e até mesmo nacional, bem como produtores
verticalizados que fornecem para nichos de mercado nos grandes centros
urbanos (Perdigao, Oliveira e Cordeiro, 2016). Dessa forma, fica evidente que a
caprinocultura € uma atividade pecuéaria de grande valor para produtores de
todos os tamanhos em todo o Brasil.

Dentro deste cenario, assim como no rebanho leiteiro bovino, a mastite
€ um dos principais entraves na producao. Mastite por definicao € a inflamacéao
da glandula mamaria que afeta n&o apenas tecidos intramamarios, mas também
estruturas anatémicas relacionadas, como mamilos, aréolas mamarias e dutos
de leite, e geralmente é causada por um patégeno. Essa condicao representa
um dos principais desafios em termos de saude animal para rebanhos leiteiros,
resultando em significativas reduc¢des na producdo e qualidade do leite, bem
como em custos relacionados a reposicao de animais e despesas veterinarias.
(Contreras & Rodriguez, 2011; Koop et al., 2010).

Em relacdo aos sinais clinicos, a mastite pode se apresentar de forma
clinica ou subclinica. Quando se trata da sua causa, as bactérias do género
Staphylococcus spp. sao os principais agentes causadores da mastite caprina e
estdo associadas a todas as suas formas de manifestacdo (Contreras et al.,
2007a; Nelli et al., 2022).

No rebanho caprino, a mastite subclinica é mais comum, com uma
incidéncia que pode ultrapassar 30%, enquanto a forma clinica € menos
frequente, com uma incidéncia de menos de 5%, embora geralmente apresente
sinais clinicos mais graves do que em bovinos (Kahinda & Kahinda, 2021). A
mastite subclinica é predominantemente causada por estafilococos coagulase-
negativos (SCN), considerados menos patogénicos, incluindo Staphylococcus
caprae, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus
chromogenes, Staphylococcus simulans e Staphylococcus warneri (Andrade et
al., 2021; Rosa et al., 2022; Salaberry et al., 2015). Em contrapartida, a mastite
clinica é principalmente causada por Staphylococcus aureus e geralmente
resulta em casos agudos (Contreras et al., 2007a; Kahinda & Kahinda, 2021).
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Staphylococcus warneri € uma bactéria comumente encontrada na flora
normal da pele e membranas mucosas de humanos e animais (Nagase et al.,
2002). Além de sua presenca como comensal, S. warneri tem sido associado a
uma variedade de infec¢bes oportunistas, incluindo casos de bacteremia, sepse
com multiplos abscessos, infecgdes ortopédicas, osteomielite vertebral e
infecgdes de derivacao ventricular em pacientes imunocomprometidos (Bryan et
al., 1987; Kamath et al., 1992; Martinez-Lage et al., 2010; lvi¢ et al., 2013;
Campoccia et al., 2018). Além disso, relatérios clinicos sugerem sua implicagéo
em casos de aborto bovino (Barigye et al., 2007) e sua presenca frequente em
casos de mastite em ruminantes domésticos (Hosseinzadeh & Dastmalchi Saei,
2014; Krishnamoorthy et al., 2016; Zigo et al., 2022).

Uma caracteristica distintiva de S. warneri é a presenga de exoenzimas,
como as proteases sspA e sspB, que sao comuns em S. aureus, mas geralmente
ausentes em cepas de estafilococos coagulase-negativos (SCN) (Nickerson et
al., 2007; Yokoi et al., 2016). Essas proteases extracelulares, conhecidas por
seu papel na viruléncia do S. aureus (Kolar et al., 2013), podem sugerir
mecanismos semelhantes na patogénese do S. warneri (Liu et al., 2020).

Pesquisas recentes sobre a patogénese de infecgbes por S. warneri
revelaram que isolados sanguineos tém capacidade de adesdo celular e
formacao de biofilme, com expressdo de varios genes de resisténcia a
antibiéticos (Szczuka et al., 2016). Essa resisténcia a multiplos antibi6éticos em
cepas de S. warneri levanta preocupacdes sobre o tratamento da mastite e a
propagacao da resisténcia antimicrobiana (Hoque et al., 2023).

Estudos de Vasil et al. (2016) em amostras de leite bovino indicaram que
infeccdes por S. warneri e S. xylosus podem alterar a composi¢ao do leite,
reduzindo os niveis de proteina e matéria seca, ao mesmo tempo em que
aumentam o numero de células somaticas e os niveis de ureia.

A disponibilidade de sequéncias genémicas completas de cepas de S.
warneri, como a cepa SG1 isolada em 2013 no Canada (Cheng et al., 2013)
ressalta a importancia continua da pesquisa para entender esse micro-
organismo. Embora S. warneri e outros estafilococos coagulase-negativos
tenham sido associados a mastite em ruminantes domésticos, seu papel
especifico e patogenicidade em comparacao com patdégenos mais conhecidos,
como S. aureus, ainda sédo areas de investigacao ativa (Hoque et al., 2023).
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A disbiose, que envolve a quebra do equilibrio na microbiota composta
por bactérias comensais e patogénicas, emerge como um fator crucial no
desenvolvimento da mastite em ruminantes domésticos (Castro et al., 2019;
llectra A. Fragkou et al., 2007). Estudos recentes sugerem que a Infeccao
Intramamaria (IMI) ndo é exclusivamente causada por um unico patégeno, mas
pode desencadear alteragbes na microbiota local, impulsionando o
desenvolvimento da mastite, inclusive em caprinos (Contreras & Rodriguez,
2011; Polveiro et al., 2020), o que demonstra mais uma faceta complexa da
mastite.

Os neutréfilos desempenham um papel essencial como mecanismo de
defesa do hospedeiro em relagdo a mastite, migrando do sangue para o leite e
empregando diversas estratégias, incluindo a formagdo de Neutrophil
Extracellular Traps (NETs). Essas NETs desempenham uma funcéo importante
na prevencao da disseminagao dos patdégenos (Seeley et al., 2012), contribuindo
inclusive para o processo de eliminacao de patégenos na glandula mamaria em
mastite bovina (Grinberg et al., 2008; Swain et al., 2014), porém pouco estudado
em caprinos.

No diagnéstico e tratamento da mastite caprina, € crucial combinar
avaliacées que detectem a inflamacao e identifiquem prontamente o agente
causador. No entanto, os testes comuns em rebanhos leiteiros bovinos, como o
California Mastitis Test (CMT) e a Contagem de Células Somaticas (CCS), tém
limitac6es quando aplicados a rebanhos caprinos. Isso ocorre porque a variagao
celular no leite caprino € significativamente maior, influenciada pela paridade,
raca, estagio de lactacao, pela variedade de patdégenos que afetam a glandula
mamaria, além do tipo de secrecao glandular mamaria apécrina desses animais
(Bergonier et al., 2003). Assim vemos a crescente procura por analises mais
precisas nesses animais. A enzima NAGase tem se destacado como um
indicador eficiente para o diagndstico de mastite em ruminantes, incluindo
cabras. Estudos evidenciaram que a atividade de NAGase é mais elevada no
leite de animais afetados por mastite, mesmo em casos subclinicos provocados
por SCN (Maisi, 1990; Barth et al., 2010; Kumar et al., 2019). No entanto, ha a
necessidade de estabelecer pontos de corte para classificagdo dos animais para
que haja uma contribuicao efetiva no diagnéstico caprino.
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Percebemos assim que a mastite € uma doenga multifatorial com
interacdes complexas entre o hospedeiro, 0 ambiente e os agentes infecciosos.
Em caprinos, as infeccoes mamarias apresentam desafios significativos, e
compreender seu comportamento é crucial para identificar solugées. Nessa
perspectiva, hipotetiza-se que a infec¢cdo intramamaria por Staphylococcus
warneri, que faz parte do grupo SCN principal causa de mastite subclinica em
caprinos, leva a potenciais alteragdes no leite que ao serem detectadas podem
auxiliar no manejo, diagnéstico e tratamento da doenga. Além disso, busca
compreender o0s aspectos imunoldgicos envolvidos na mastite caprina.

Assim, este estudo tem como objetivo analisar as caracteristicas
multifatoriais da infec¢éao intramamaria por Staphylococcus warneri em caprinos

por meio de diversas ferramentas.
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RESUMO

A mastite, comum em animais leiteiros, apresenta uma associag¢ao frequente
com infeccbes intramamarias (IMl), sendo o género Staphylococcus
frequentemente identificado como agente causador em caprinos. A disbiose,
desequilibrio microbiano, é reconhecida como precursora da mastite, indicando
que IMIs ndo sédo resultado isolado de um patégeno, mas desencadeiam
alteragbes na microbiota local. Além disso, minerais desempenham papel crucial
na saude do Ubere. Este estudo busca investigar as alteragdes nos elementos
quimicos presente no leite e na microbiota apds infeccdo experimental por S.
warneri e buscar uma correlacao entre essas mudancgas. Foram trabalhadas com
112 amostras de leite oriundas de sete cabras Parda Alpina, sendo que em seis
animais, um lado do Ubere foi infectado com S. warneri. Um animal foi inoculado
apenas com solucao salina estéril e serviu como controle negativo. Utilizou-se
PCR em tempo real para deteccao de patdégenos e utilizamos a Contagem de
Células Somaticas (CCS) e Contagem Bacteriana Total (CBT) como parametros
de infeccdo. Elementos quimicos foram analisados via Espectroscopia de
Energia Dispersiva (EDS) acoplada ao MEV. Os resultados mostraram que o
cloro teve um aumento no lado infectado no segundo dia pos infecgcéo, o calcio
apresentou-se maior no lado infectado no primeiro dia e decaindo no terceiro dia,
o ferro foi maior no lado ndo infectado no quinto dia e o cobre apresentou-se
maior no lado infectado no sétimo dia. Houve maior variabilidade de patégenos
nos animais infectados ao longo do desenvolvimento da infeccao experimental,
mostrando uma possivel disbiose e algumas correlagdes entre esses achados e
0s elementos quimicos conseguiram ser tragadas, sendo um trabalho inédito
nesse quesito. Tais correlagdes sugerem uma dindmica complexa durante
infeccdbes mamarias caprinas, contribuindo para uma compreensdao mais

abrangente da interacao hospedeiro-patégeno.

Palavras-chave: Mastite. Disbiose. Leite. Caprinos.
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2.1. INTRODUCAO

A mastite, inflamacao da glandula mamaria, € uma preocupagao comum
na criagdo de animais leiteiros incluindo os pequenos ruminantes. Em muitos
casos, essa condicao esta associada a infecgbes intramamarias (IMI), com o
género Staphylococcus identificado frequentemente como o agente causador em
caprinos. Dentro desse género, o Staphylococcus coagulase-negativo (SCN)
destaca-se como o grupo de patdégenos mais prevalente, desempenhando um
papel significativo no desenvolvimento de mastite subclinica em animais de
producédo (Gocmen et al., 2019; Novac e Andrei, 2020).

A quebra do equilibrio microbiano, conhecida como disbiose, resulta na
participagdo da microbiota residente, composta por bactérias comensais e
patogénicas, no desencadeamento da mastite (Fragkou et al., 2007; Castro et
al., 2019). Estudos recentes sugerem que a IMI ndo é necessariamente causada
por um unico patégeno, mas pode servir como um desencadeador de alteragdes
na microbiota local, desencadeando o desenvolvimento da mastite (Contreras e
Rodriguez, 2011; Polveiro et al., 2020).

E amplamente conhecido que o leite cru ndo € estéril, e diversas bactérias
podem ser detectadas em amostras de leite caprino ndao processado. Entre as
bactérias identificadas no leite cru caprino, incluem-se E. coli, Pseudomonas
spp., Enterobacter spp., Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Enterococcus
spp., Streptococcus sp., Leuconostoc spp., € Staphylococcus spp., abrangendo
diversas espécies como S. aureus, S. chromogenes, S. xylosus, S. epidermidis,
S. saprophyticus, S. simulans e S. equorum (Foschino et al., 2002; Pisano et al.,
2019). Além disso, estudos metagendmicos da microbiota do leite caprino
também demonstram a diversidade de micro-organismos ali encontrado
(Polveiro et al., 2020). Essas descobertas destacam que o ambiente da glandula
mamaria é naturalmente colonizado por micro-organismos, o que pode resultar
em alteragdes na composicdo do leite quando a presenca de patébgenos
desencadeia disfungdes na glandula mamaria.

Os minerais sao nutrientes fundamentais que desempenham papéis
cruciais na formacao dos componentes estruturais do corpo e na regulacao de
enzimas, hormonios, vitaminas e células (Libera et al., 2021) que influenciam de
igual modo o estado de saude do Ubere. A composig¢ao quimica do leite, incluindo
o conteudo de microelementos como ferro, cobre, e zinco, por exemplo, é
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influenciada por uma série de fatores, como ambientais, genéticos e fisioldgicos
(Dankow e Pikul, 2011; Rolinec et al., 2018). Essa composi¢ao pode ser afetada
pela presenca da mastite, o que acrescenta complexidade a relagdo entre a
saude do ubere e a qualidade do leite (Zubeir et al., 2005)

Pesquisas em bovinos leiteiros sugerem uma relacao entre a saude do
Ubere e a presenca de minerais no leite e no soro (Wagner e Stull, 1978; Buriana
et al., 1981; El Zubei et al., 2005; Ogola et al., 2007).

Alteragbes nas concentragbes plasmaticas de Cu, Zn e Fe foram
documentadas em modelos experimentais de mastite bovina por coliformes
(Erskine & Bartlett, 1993; Lohuis et al., 1990) e Staphylococcus aureus
(Middleton et al., 2004) que demonstraram um declinio de Zn e Fe apoés
inoculacao intramamaria. Esses autores chamam a atencéo para a importancia
de certos minerais para respostas fisioldgicas a invasdes de patdgenos.

Em um estudo conduzido por Sramek et al. (2018), utilizando amostras de
leite caprino e separando as amostras com base na contagem de células
somaticas, também observaram diferencas nas concentracbes de minerais em
diferentes grupos de animais. No entanto, ha pouquissimos estudos que relatam
essa alteracao de composi¢ao mineral no leite caprino e como isso é relacionado
a infeccao mamaria.

Portanto, fica evidente que a saude da glandula mamaria pode influenciar
a alteragdes na composicao do leite e até mesmo a microbiota residente se
fazendo necessario o conhecimento mais profundo dessas relacdes. Nesse
contexto, o objetivo deste estudo foi investigar as alteracées decorrentes de
infeccdo experimental por S. warneri em treze elementos quimicos e o impacto
na microbiota, bem como explorar possiveis correlagcdes entre essas mudancas

presente no leite caprino.

2.2. MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental recebeu aprovagdo da Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), sob o registro
62/2018.
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2.2.1. Amostras

Sete cabras fémeas saudaveis da raca Parda Alpina, com proximidade
genealdgica, foram selecionadas da unidade de caprinocultura da Universidade
Federal de Vigosa. Todas eram primiparas, lactantes e ndo haviam sido tratadas
com antibidticos ou medicamentos influentes. Apds avaliagédo clinica quanto a
sinais de mastite e anormalidades no leite, foram alojadas em baias individuais
higienizadas diariamente, com medidas de biosseguranca, incluindo pedilivios
com cal virgem para descontaminacao e areas separadas para higienizagao.

Durante as duas semanas de adaptagdo, foram submetidas a trés
lactoculturas negativas para IMI antes da inoculacéao.

Em seis animais, um dos lados do Ubere (direito) foi inoculado com uma
dose de 1,2 x 108 UFC/ml do isolado de S. warneri, administrado por via
intramamaria no volume de 2 ml, conforme descrito por Moraes Peixoto et al.
(2015). O isolado foi previamente obtido a partir de um caso de mastite caprina
subclinica persistente identificada anteriormente por testes microbioldgicos e
moleculares (Franca, 2021 - Dados n&o publicados). Uma cabra controle
negativo foi inoculada com 2 ml de solugdo salina estéril no lado direito do Ubere,
submetida a mesma coleta dos outros animais e serviu como referéncia nas
analises. Durante todo o periodo de infec¢do, amostras de leite eram submetidas
a placas de agar sangue e agar cromogénico Accumast® para acompanhamento
microbiolégico.

As coletas de amostras de leite para as andlises foram realizadas em
duplicata em tubos de centrifugacdo de 50ml estéril durante a ordenha manual,
realizando pré e poés-dipping além assepsia com alcool 70% nos uberes
manipulados, e prontamente levadas ao laboratério para aliquotar e dar destino
adequado.

Todas as 112 amostras de leite, que compreendem o dia 0 (antes da
infeccdo) e os sete dias subsequentes (Figura 1), foram analisadas para a
Contagem de Células Sométicas, a Contagem Bacteriana Total, PCR em tempo
real e a avaliacdo dos elementos quimicos presentes, a fim de fornecer uma

visdo abrangente da infeccao.
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* Lado direito e esquerdo do ubere
* Dia0-Dia7

Figura 1. Esquema da distribuicdo de amostras ao longo do estudo. O Animal B, designado como
controle negativo, recebeu inoculagao de solugao salina estéril no lado direito do Ubere. Os Animais
C a H foram infectados no lado direito com 1,2 x 108 UFC/ml de Staphylococcus warneri. As
amostras foram coletadas tanto do lado infectado (direito) quanto do nao infectado, um dia antes da

infeccao e nos sete dias seguintes, totalizando 112 amostras.

2.2.2. Extracdo de DNA e PCR em tempo real

Foi utilizado um kit comercial de PCR em tempo real multiplex, especifico
para extracdo em leite e detecgdo de agentes causadores de mastite (VETMAX
MASTITYPE MULTI COMBO K TOPFILL - Thermo Fisher Scientific) para
analisar todas as amostras de leite. O protocolo do kit compreende quatro
reagdes de PCR em tempo real multiplex distintas, que visam 15 espécies e
grupos bacterianos diferentes: Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp.
(incluindo todas as espécies relevantes do SCN), Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, E. coli, Enterococcus spp.
(incluindo Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium), Klebsiella oxytoca
(e/ou K. pneumoniae), Corynebacterium bovis, Serratia marcescens, Trueperella
pyogenes (e/ou Peptoniphilus indolicus), Staphylococcal B-lactamase (resistente
a penicilina), Mycoplasma bovis, Mycoplasma spp., leveduras e Prototheca spp.
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O teste foi conduzido conforme as instru¢des fornecidas no manual do
usuario. Com base nos valores de limiar do ciclo (Ct) obtidos, a quantidade de
DNA bacteriano em relagéo a cada espécie bacteriana alvo foi categorizada em
trés classes: pequena quantidade (1), quantidade intermediaria (2) ou grande
quantidade (3), de acordo com as diretrizes do fabricante.

Embora esse kit ndo seja especifico para S. warneri, h4 uma abrangéncia
para Staphylococcus spp. sendo sua utilizacdo importante para monitorar a
composi¢ao microbiana e os potenciais disbioses que podem ocorrer na glandula

mama@ria durante infec¢éo por S. warneri.
2.2.3. Contagem de Células Somaticas e Contagem Bacteriana Total

Para monitorarmos a infeccdo experimental, as amostras foram
submetidas a analise de CCS e CBT, servindo como indicadores de potencial
mastite e multiplicacado bacteriana. Além disso, correlacdes entre a presenca de
patégenos e esses parametros foram testados.

As amostras de leite foram acondicionadas em dois frascos contendo
conservantes especificos em cada, incluindo o Bronopol® e comprimidos de
Azidiol. A andlise da CCS do leite foi conduzida utilizando o método de citometria
de fluxo, empregando o equipamento eletrénico Bentley Instruments, modelo
NexGen Somacount FCM Bentley FTS. A CBT foi determinada com o auxilio do
equipamento eletrénico Bentley Instruments, modelo Bactcount IBC, todos
realizados na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA, Juiz
de Fora, MG, Brasil.

2.2.4. Elementos Quimicos

Amostras de leite, acondicionadas em microtubos, foram submetidas ao
liofilizador ®Edwards Modulyo freeze dryer sob uma temperatura de -40°C e 4
atm por 36 horas. Com a amostra seca, foi realizada a maceragdo da amostra e
acondicionamento em -80°C. Posteriormente, a amostra liofilizada era
posicionada em stubs contendo fita adesiva dupla face de carbono. Esses stubs
foram transferidos para um dessecador contendo silica gel, onde permaneceram
por aproximadamente quatro dias, assegurando um ambiente de preparagao
ideal. Apds esse periodo as amostras foram encaminhadas ao Nucleo de
Microscopia e Microanalises, UFV para os processos subsequentes.
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Estudos anteriores relacionaram elementos como Na, K, Ca, Cl, Mg, P,
Fe e Zn a mastite e a saude do ubere (El Zubeir et al., 2005; Spain et al., 2005;
Kandeel et al., 2019). No entanto, buscando ampliar essa compreensao,
investigamos outros elementos em nossa pesquisa. Assim, foi realizada a
avaliacao da distribuicao de treze elementos quimicos sendo eles, Carbono (C),
Nitrogénio (N), Oxigénio (O), Calcio (Ca), Sédio (Na), Potassio (K), Cobre (Cu),
Magnésio (Mg), Zinco (Zn), Fésforo (P), Cloro (Cl), Ferro (Fe) e Molebdénio (Mo),
através de energia dispersiva (EDS) acoplada ao MEV, preparados com
metalizacdo por ouro utilizando o Metalizador Quorum Q150R S.

2.2.5. Andlise estatistica

Na andlise estatistica, os dados foram processados utilizando o software
R (R Core Team, 2022), com pacotes especializados para atender as demandas
de cada avaliacdo especifica. Utilizamos heatmaps, gerados pelo pacote
ggplot2, para visualizar contagens e intensidades de bactérias no leite,
classificando a presenca bacteriana em variaveis dicotdmicas: "1" para presencga
e "0" para auséncia. Posteriormente, conduzimos correlagées ponto-bisserial
com outras métricas, como componentes do leite e contagens bacterianas,
utilizando testes t e visualizando os resultados através de graficos gerados pelo
ggplot2 (Wickham, 2016).

Para analisar elementos quimicos do leite, empregamos modelos lineares
de efeitos mistos, aplicando a funcdo Ime() do pacote "nime" (Pinheiro et al.,
2023; Pinheiro & Bates , 2006). O foco principal foi maximizar a sensibilidade
estatistica para identificar variagdes sutis entre Uberes tratados e n&o tratados.
Incorporamos splines de regressao nos modelos, permitindo a interagdo com o
efeito do Ubere e considerando efeitos aleatorios para a origem animal,
garantindo ajustes para medicbes repetidas (Fitzmaurice et al.,, 2012;
Bojanowski, 2023).

A seleg¢ao do modelo foi orientada pela minimizacdo do Root Mean Square
Error (RMSE) e do Bayesian Information Criterion (BIC). Ap6s a escolha dos
modelos, calculamos médias marginais estimadas e realizamos comparacdes
usando os pacotes “emmeans” (Lenth, 2023) e “multcomp” (Hothorn et al., 2008).
As visualizagbes finais foram geradas pelo ggplot2, destacando tratamentos de
referéncia para uma interpretacao clara dos resultados obtidos.
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2.3. RESULTADOS
2.3.1. PCR em tempo Real

Os resultados da analise de PCR em tempo real em amostras de leite
caprino submetido a infeccao experimental por S. warneri revelaram a presenca
de micro-organismos do género Staphylococcus spp. nas amostras de leite
desde o dia 0, antes da inoculagdo com S. warneri, na maioria dos animais (Fig.
2). Essa presenca aumentou gradualmente, atingindo 100% nos dias 3 e 4 apos
a inoculacao, sugerindo que a infeccao por S. warneri favoreceu uma maior
colonizacao da glandula mamaria caprina por Staphylococcus spp.

Os resultados também indicaram uma variabilidade genética nos micro-
organismos presentes tanto lado direito do Ubere quanto no lado esquerdo dos
animais ao longo do desenvolvimento da infeccdo (Fig.2). Isso infere a
possibilidade de que a infecgédo por S. warneri possa contribuir para um aumento
na disbiose na glandula mamaria caprina, ou seja, uma alteracao no equilibrio
da microbiota em ambos os lados do Ubere.

No animal controle negativo, observou-se a presenca de Staphylococcus
spp. na maioria dos dias do estudo além do gene B-lactamase, acompanhada
ocasionalmente por outros micro-organismos, como, E. coli, Enterococcus spp.,
S. aureus e Mycoplasma spp., ao longo do periodo de andlise. Isso pode sugerir
a presenca de uma microbiota normal variavel no leite caprino, embora seja
importante ressaltar que essa conclusdo é baseada principalmente em
observacbes, uma vez que apenas um animal foi utilizado como controle
negativo, limitando a possibilidade de inferéncias causais servindo entdo apenas
como um referencial.

Notou-se que a intensidade da presenca génica dos micro-organismos,
avaliada em uma escala de 0 (auséncia) a 3 (grande quantidade), foi maior nos
animais infectados em comparacdo com o animal nao infectados (Fig. 3).
Especificamente, Staphylococcus spp e o gene [-lactamase aumentaram
gradualmente a partir do dia 1 da inoculacdo experimental nos animais
infectados. Esses achados indicam que a infeccdo por S. warneri teve um
impacto significativo na microbiota da glandula maméria caprina inclusive com a

expressao de genes associados a resisténcia antimicrobiana.
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Figura 2. Porcentagem temporal (%) da presenca de genes bacterianos no leite oriundo de Uberes
distintos (direito e esquerdo) em cabras apos a inoculagdo com Staphylococcus warneri ou solugéao

salina.
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Figura 3. Intensidade temporal (com nimero médio da intensidade detectada no PCR em tempo
real) da presenca de genes bacterianos no leite oriundos de Uberes distintos (direito e esquerdo)

em cabras ap6s a inoculagdo com Staphylococcus warneri ou solugao salina.



32

Na Figura 4, é possivel observar a contagem individual dos patégenos
identificados em cada animal ao longo do periodo analisado. No contexto desta
andlise, destacamos o animal B, que desempenhou o papel de controle negativo,
e os animais C a H, que foram inoculados com S. warneri no lado direito do
Ubere. Esta representacao tem como objetivo fornecer um panorama individual
abrangente, uma vez que nao podemos negligenciar as caracteristicas

individuais de cada animal.
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Figura 4. Contagem temporal acumulada em diferentes animais exibindo presenca de genes de
micro-organismos no leite oriundos do lado direito e esquerdo do Ubere de cabras inoculadas
com Staphylococcus warneri. O animal B recebeu solugao salina.
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2.3.2. CCS, CBT e correlacdo com presenca de micro-organismos

As tabelas 1 e 2 demonstram a variagao ao longo do tempo das contagens
de célula somatica e a contagem bacteriana total. Ressaltamos os dias 2 a 4
apoés a inoculacao que possuem diferencas estatisticas significativas entre os
grupos, em que o grupo inoculado tem um aumento expressivo nesses parame-
tros demonstrando que houve uma indugao de resposta celular pela inoculagéao

experimental.

Tabela 1. Contagem de Células Somaticas (CCS) ao longo do tempo em animais

inoculados experimentalmente com Staphylococcus warneri.

Tempo (dias)
Tratamento
0 2 4 5 7
Controle 571624 + 788567 a 571624 + 788540 b 571625 + 788529 b 571625 + 788529 b 571626 + 788541 b
Inoculado 1240579 £ 1110684 a 9746450 + 895066 a 3683105+ 861165a 3310432 £ 868888 a 3067765 + 907620 a

Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo método sidak (P <0,05)

Tabela 2. Contagem Bacteriana Total (CBT) ao longo do tempo em animais inoculados

experimentalmente com Staphylococcus warneri.

Tempo (dias)
Tratamento
0 2 4 5 7
Controle 21800 + 200233 a 21800 + 200231 b 21800 + 200231 b 21800 + 200231 a 21800 + 200233 a
Inoculado 87468 + 257839 a 3491131 + 254331 a 1010960 + 245149 a 396216 + 247248 a 467359 + 257716 a

Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo método sidak (P <0,05)

A Figura 5 busca estabelecer uma possivel correlagao entre os patégenos
identificados no lado infectado do Ubere e seu impacto na contagem bacteriana
total e na contagem de células somaticas. Notou-se uma correlagdo positiva
entre a presenca do gene B-lactamase, E. colie Enterococcus spp. € 0 aumento
da contagem bacteriana total e da contagem de células somaticas. No entanto,
os demais patdgenos, inclusive Staphylococcus spp, demonstraram uma
correlacdo negativa. Observa-se que no animal controle negativo, a presenca
dos patdgenos identificados nao parece exercer uma influéncia significativa
sobre esses parametros, com excecao da E. coli, que apresentou correlagao
positiva com a contagem de células somaticas. Isso pode sugerir que 0s
patdgenos identificados podem fazer parte da microbiota normal presente no
ubere, ndo gerando nenhum dano apenas por sua presenca.
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Observou-se diferenca significativa por meio do teste t apenas para a

correlagado negativa entre o gene B-lactamase e a Contagem Bacteriana Total.
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Figura 5. Correlagdo ponto-bisserial entre bactérias e Contagem bacteriana total ou células

somaticas presentes no leite oriundos do Ubere direito de cabras inoculadas com Staphylococcus

warneri ou tratadas com tampéao salino. A estimativa de correlagdo leva em consideragéo os

tratamentos. As barras de auséncia representam correlacdo indeterminada devido a

uniformidade de valores em pelo menos uma das varidveis utilizadas na estimativa. Apenas a

correlagado entre -lactamase e contagem bacteriana total no animal com solugédo salina foi

significativa pelo teste t (P < 0,05).
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2.3.3. Elementos quimicos e correlagdo com a presenca de micro-organis-

mos

Dos 13 elementos examinados, apenas quatro (Cl, Ca, Fe e Cu)
apresentaram variagbes estatisticamente significativa ao longo do tempo entre
os lados direito e esquerdo do Ubere das cabras, conforme indicado nas Figuras
6-8 e Tabelas Suplementares S1 e S2.

O cloro apresentou concentragées mais elevadas no lado direito do Ubere
(2,92 £ 0,22 SE) em comparagao ao lado esquerdo (2,19 £ 0,22 SE) no segundo
dia de avaliacdo. Ja o calcio mostrou variagdes com concentracdes superiores
no lado direito no primeiro dia (2,27 + 0,10), mas invertendo no terceiro dia com
o lado direito (1,64 £ 0,10 SE) menor que o esquerdo (2,04 £ 0,09 SE). Além
disso, o ferro mostrou uma concentracdo mais alta no lado esquerdo no quinto
dia (0,09 £ 0,01), e o cobre foi predominantemente mais elevado no lado direito
(0,41 £ 0,07 SE) no sétimo dia de avaliacdo. Esses dados demonstram uma

variacao dinamica dos elementos no decorrer da infecgao.
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Figura 6. Variagdo temporal do teor de cloro (Cl) no leite oriundos de cada lado do Ubere (direito
e esquerdo) de cabras inoculadas com Staphylococcus warneri no lado direito. Os dados de um
Unico animal para ambos os lados do Ubere sdo apresentados nas segbes esquerda e central da
imagem, representando a condigdo sem inoculagdo (N&o tratado) e a condicdo em que o animal
recebeu inoculagcdo de solugdo salina estéril (Salina). No lado direito do grafico estdo
representadas as médias estimadas dos dados (pontos do circulo) e do modelo (linhas) com
seus desvios padrdo (area sombreada) da quantidade do elemento ao longo do tempo para os
animais que foram inoculados com o S. warneri. *representa contraste significativo com

significancia de 5%.
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Figura 7. Variacao temporal do teor de calcio (Ca) no leite oriundos de cada lado do Ubere (direito
e esquerdo) de cabras inoculadas com Staphylococcus warneri no lado direito. Os dados de um
Unico animal para ambos os lados do Ubere sdo apresentados nas secdes esquerda e central da
imagem, representando a condicdo sem inoculacdo (N&o tratado) e a condicdo em que o animal
recebeu inoculacdo de solucdo salina estéril (Salina). No lado direito do grafico estdo
representadas as médias estimadas dos dados (pontos do circulo) e do modelo (linhas) com
seus desvios padrao (area sombreada) da quantidade do elemento ao longo do tempo para os
animais que foram inoculados com o S. warneri. *representa contraste significativo com
significancia de 5%.

Left udder —e— Right udder

Untreated Saline Staphylococcuswarneri

AN AW S

U12(§4567 01 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4
Time (days)

0.03+

Figura 8. Variagdo temporal do teor de ferro (Fe) no leite oriundos de cada Ubere (direito e
esquerdo) de cabras inoculadas com Staphylococcus warnerilado direito do ubere. Os dados de
um unico animal para ambos os Uberes sdo apresentados nas segbes esquerda e central da
imagem, representando a condi¢cao sem inoculacao (N&o tratado) e a condigdo em que o animal
recebeu inoculacdo de solucdo salina estéril (Salina). No lado direito do gréafico estdo
representadas as médias estimadas dos dados (pontos do circulo) e do modelo (linhas) com

seus desvios padrdo (area sombreada) da quantidade do elemento ao longo do tempo para os
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animais que foram inoculados com S. warneri. **representa contraste significativo com
significancia de 1%.
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Figura 9. Variagdo temporal do teor de cobre (Cu) no leite oriundos de cada Ubere (direito e
esquerdo) de cabras inoculadas com Staphylococcus warneri no Ubere direito. Os dados de um
unico animal para ambos 0s Uberes sdo apresentados nas se¢des esquerda e central daimagem,
representando a condi¢cdo sem inoculacao (Nao tratado) e a condigdo em que o animal recebeu
inoculacao de solugdo salina estéril (Salina). No lado direito do grafico estdo representadas as
médias estimadas dos dados (pontos do circulo) e do modelo (linhas) com seus desvios padrdo
(area sombreada) da quantidade do elemento ao longo do tempo para os animais que foram

inoculados com S. warneri. **representa contraste significativo com significancia de 1%.

A Figura 10 apresenta um heatmap que destaca correlacdes entre a
presenca de patdogenos e a concentracao de elementos quimicos nas amostras
de leite de cabras de ambos os lados do ubere, a fim de encontrar alguma
informacéao relevante sobre a disbiose provocada e a composicao do leite.

Com significancia estatistica observa-se que a presenga do gene de
Corynebacterium bovis esta correlacionada com a concentracdo de nitrogénio,
enquanto a presenca de E. coli apresenta correlacdes com os niveis de ferro e
nitrogénio. Além disso, a presenca de Serratia marcescens demonstra
correlacbes com os elementos quimicos carbono, célcio, potassio, oxigénio e
fésforo, enquanto Staphylococcus aureus esta associado a niveis de cloro e

sodio.
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Figura 10. Correlagdo ponto-bisserial entre bactérias e elementos presentes no leite oriundos de
cada lado do Ubere (direito e esquerdo) de cabras inoculadas com Staphylococcus warneri ou
tratadas com solucdo salina. A estimativa da correlacdo ndo levou em consideracao os tratamentos
e a origem do leite do Ubere. *As células marcadas indicam correlagdes significativas pelo teste t (P
<0,05).
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A Figura 11 apresenta um heatmap com informagbes relevantes
considerando tanto o grupo de animais controle como os animais infectados.

No lado direito do ubere do animal controle, identificamos as seguintes
correlagdes significativas: o gene beta-lactamase demonstrou associagées com
os elementos quimicos cloro e potassio, enquanto a presenca de Enterococcus
spp. correlacionou-se com os niveis de cobre e zinco. No lado esquerdo do Ubere
do animal controle, observamos correlacdes de Corynebacterium bovis com 0s
elementos quimicos carbono, nitrogénio e fésforo, bem como a presenca de
Enterococcus spp. com cobre e zinco. Além disso, Klebsiella spp. correlacionou-
se com carbono, nitrogénio e oxigénio, e Mycoplasma spp. com molibdénio.

No grupo de animais infectados, no lado direito do ubere, foram
identificadas as seguintes correlagbes significativas: a presenca do gene [3-
lactamase apresentou associacdo com o0s elementos quimicos nitrogénio e
fosforo, enquanto a presenga de E. coli correlacionou-se com 0s niveis de
magnésio e nitrogénio. Enterococcus spp. demonstrou associagcdo com zinco,
Mycoplasma spp. com célcio e fésforo, Serratia spp. com carbono, calcio,
potassio, molibdénio e fésforo, S. aureus com cloro e ferro, Staphylococcus spp.
com magneésio e molibdénio, e Streptococcus agalactiae com ferro.

No lado esquerdo do Ubere, que € o lado néo infectado, a presenca de
Mycoplasma spp correlacionou-se com calcio e potassio, Staphylococcus spp.
com sodio e oxigénio, e T. pyogenes com molibdénio. Essas correlagcbes
fornecem insights valiosos sobre as interacbes entre os patdgenos e a

composigao quimica do leite nos diferentes contextos de infec¢do e controle.
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Figura 11. Correlagdo ponto-bisserial entre bactérias e elementos presentes no leite para cada

Ubere (direito e esquerdo) de cabras inoculadas com Staphylococcus warneri ou tratadas com

tampaéo salino. A estimativa da correlagéo leva em consideragao os tratamentos e a origem do

leite do Ubere. As células preenchidas em branco representam correlagdo indeterminada devido

a uniformidade de valores em pelo menos uma das variaveis utilizadas na estimativa. *As células

marcadas indicam correlagées significativas pelo teste t (P <0,05).
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2.4. DISCUSSAO
2.4.1. Microbiota e correlagdo com CCS e CBT

De acordo com estudos, o género Staphylococcus, embora
frequentemente associado a mastite em pequenos ruminantes (Deinhofer e
Pernthaner 1994; Contreras et al., 2007; Peixoto et al., 2010) também se revela
um micro-organismo relevante no microbioma do leite caprino (Tormo et al.,
2011; Mclnnis et al., 2015; Li et al., 2017; Zhang et al., 2017; Polveiro et al.,
2020).

No presente estudo, identificamos a presencga de Staphylococcus spp. em
amostras de leite antes da inoculacdo experimental e em amostras do grupo de
controle negativo, conforme ilustrado na Figura 2, o que corrobora com 0s
estudos anteriores. E interessante observar que esse género é encontrado nao
apenas no microbioma do leite de caprinos, mas também em microbiomas de
leite saudavel de seres humanos e bovinos (Oikonomo et al., 2014; Hunt et al.,
2011)

A disbiose é caracterizada pela desestabilizagdo do equilibrio entre micro-
organismos comensais e patogénicos. Estudos envolvendo o microbioma bovino
evidenciam que a perturbacdo na microbiota desempenha um papel na
patogénese da mastite, contribuindo também para a disseminacao de genes de
resisténcia a antimicrobianos (RAM) por meio do leite (Oikonomouet al 2014;
Oikonomou et al 2012; Addis, et al., 2016).

Em nosso estudo, ao longo do desenvolvimento da infeccao experimental,
identificamos diversidade significativa de micro-organismos presentes ambos os
lados do ubere, conforme ilustrado na figura 2. Além disso, observamos
variagdes na intensidade desses micro-organismos ao longo do tempo, conforme
evidenciado na Figura 3. Notavelmente, na figura 3, destacam-se os picos de
amplificagcdo dos genes relacionados ao género Staphylococcus spp. € um
aumento na intensidade do gene B-lactamase, principalmente nos dias 2 a 3 de
infeccdo, que como demonstrado nas tabelas 1 e 2 sdo os dias de maior aumento
no CCS e CBT nos animais infectados. Esses achados corroboram com estudos
citados anteriormente que destacam o impacto da disbiose no contexto da

mastite.
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Oikonomou et al. (2014) investigaram a microbiota em bovinos leiteiros e
constataram que as amostras de leite provenientes de vacas saudaveis
apresentavam uma composi¢do microbiana distinta em comparagdo com as
amostras obtidas de animais classificados com diferentes graus de mastite. Esse
achado, aliado ao fato de que membros de varios géneros bacterianos foram
identificados em todas as amostras coletadas de animais saudaveis, levou os
autores a propor a existéncia de uma microbiota nativa na glandula mamaria
bovina.

Quando observamos em nosso estudo os demais animais no dia 0, que
corresponde a antes da inoculacdo com S. warneri (figura 2), bem como
visualizamos os animais individualmente (figura 4) encontramos a presenga de
diferentes bactérias, possuindo pequena variagdo entre os individuos, que nos
levanta a possibilidade real de haver uma microbiota residente ali presente. Isso
ocorre também com o animal controle negativo.

Estudos anteriores relacionaram algumas bactérias comumente
encontradas no leite cru de caprinos, como E. coli, Pseudomonas spp.,
Enterobacter spp., Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Enterococcus spp.,
Streptococcus spp., Leuconostoc spp. e Staphylococcus spp., abrangendo
espécies como S. aureus, S. chromogenes, S. xylosus, S. epidermidis, S.
saprophyticus, S. simulans e S. equorum (Foschino et al., 2002; Pisano et al.,
2019). Além disso, é conhecido que o leite cru de pequenos ruminantes é
dominado por bactérias acido laticas (BAL), com géneros comuns, como
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus e Enterococcus
(Quigley et al., 2013; Perin e Nero, 2014).

Esses dados se alinham com nossos achados, uma vez que identificamos
a presencga de Staphylococcus spp., E. coli, Enterococcus spp. e S. aureus no
controle negativo e no periodo anterior a inoculacdo experimental nos demais
animais. Além disso, Mycoplasma spp. e Serratia spp. também foram
detectados, embora com uma ocorréncia relativamente baixa de apenas 17%,
como evidenciado na Figura 2.

Observa-se uma semelhanga nos patégenos identificados nos lados
direitos e esquerdos do Ubere, tanto nos animais inoculados quanto nos néo
inoculados. Isso pode ser explicado pela presenca de uma microbiota residente

compartilhada, uma vez que os animais estdo alojados no mesmo ambiente e
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sao submetidos ao mesmo tipo de manejo. No entanto, chama a atencao uma
variabilidade mais acentuada nos animais inoculados, bem como uma maior
quantidade de patdgenos ao longo do tempo. Esses achados sugerem a
possibilidade de que a inoculagdo de S. warneri tenha exercido influéncia na
microbiota pré-existente da glandula mamaria, contribuindo para as diferencas
observadas nos patdégenos identificados.

Embora consigamos demonstrar uma variagdo na CCS e CBT ao longo
do tempo e suas diferengas entre inoculado e ndo inoculados (tabela 1 e 2), no
que diz respeito a correlacao entre a presenca de patdgenos e seu impacto sobre
a CCS e a CBT, nossos dados, conforme apresentados na Figura 4, indicam que
as correlacdes nao sao claramente definidas.

Essa observagdo estda em consonancia com estudos anteriores que
também relataram resultados semelhantes, evidenciando uma controvérsia na
relacao entre CCS e IMI em caprinos (Smith & Roguinsky, 1977; Sheldrake et
al., 1981; Paape et al., 2001). Min et al (2007) mostram que a CCS das metades
de Ubere saudaveis (ndo infectado) nem sempre foi inferior a das metades de
ubere infectado.

Em outras palavras, a presenca de um patégeno nem sempre implica
necessariamente um aumento na contagem de células somaticas no Ubere
caprino, da mesma forma que um aumento na contagem de células somaticas
nao é exclusivamente causado por uma infeccao ou pela presenca de um micro-
organismo, ja que em cabras o aumento da CSS pode ser influenciado pela
idade, raca e paridade por exemplo (Paape 1997).

2.4.2. Elementos quimicos e correlagdo com a presenca de micro-organis-

mos

Os minerais exercem acbes fundamentais na saude do Ubere. Existem
dois grupos de minerais com base em suas concentragcbes no organismo:
macrominerais, encontrados em quantidades relativamente elevadas, e minerais
ou microelementos, presentes em menor quantidade. Macrominerais incluem
célcio, fésforo, sédio, cloro, enxofre e magnésio, enquanto os microelementos
incluem ferro, cobre, manganés, zinco, cobalto, cromo, iodo, molibdénio e
selénio (Libera et al., 2021).
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Em um estudo conduzido por El Zubeir et al. (2005), que investigou
amostras de leite e soro sanguineo de vacas com mastite clinica, subclinica e
saudaveis quanto aos macrominerais (sédio, potassio, calcio, magnésio e
fésforo), observou-se diferengas significativas entre os grupos. No leite de vacas
com mastite, houve um aumento de sddio e cloro, além de uma reducao de
potassio, resultados que coincidem com estudos anteriores em bovinos (Buriana
et al, 1981; Chaiyabutr et al.1988; Smith et al.1990).

A influéncia de CCS nas concentragdes de sédio, magnésio e cloro no
leite foi estatisticamente relevante em um estudo com cabras leiteiras, onde
essas concentracoes foram maiores no grupo com CCS elevada (Sramek et al.,
2018).

No presente estudo, observamos que o cloro apresentou uma
concentracéao mais elevada no ubere infectado em comparacéo com o ubere nao
infectado no segundo dia de infeccao (Figura 6). Além disso, o sédio também
teve um aumento no segundo dia, embora n&o tenha atingido significancia
estatistica (conforme demonstrado na Tabela Suplementar S2). Importante
destacar que de acordo com Kandeel et al. (2019), a concentracao de sddio (Na)
no leite emerge como um indicador sensivel da extensao da lesao tecidual em
quartos mamarios com mastite subclinica (SCM) ou mastite clinica em bovinos.
Isso se deve ao fato de que o sodio, como eletrélito plasmatico, é detectavel no
leite em niveis reduzidos de lesao celular.

Esses achados coincidem com estudos anteriores de Holt (1985) e Ogola
et al. (2007), que indicaram concentra¢cdées mais altas de sddio e cloro, bem como
concentragdes mais baixas de potassio e calcio nos Uberes de vacas infectadas.
O qual também podemos visualizar na tabela suplementar S2, que no mesmo
dia do aumento do sédio e cloro houve um declinio do potassio. Este fato pode
ser atribuido a possiveis danos as células secretoras ductais causada pela
inflamacgéo do Ubere e ao aumento da permeabilidade dos capilares sanguineos.
Como resultado, sédio e cloro, que sdo predominantemente encontrados no
liquido extracelular, fluem para o lumen do alvéolo. Consequentemente, para
manter a osmolaridade e os niveis de potassio diminuem proporcionalmente
(Kitchen, 1981).

Em um estudo conduzido por Kandeel et al. (2019), que envolveu
amostras de 115 bovinos leiteiros para avaliar a precisdo da medicao de
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condutividade elétrica, Na, K e Ca no diagnéstico de mastite subclinica e
infecgdes intramamarias, foi constatado que a concentracao de Ca ionizado no
leite diminui na presenga de mastite. Essa reducdo pode ser resultado da
diminuicdo na concentracao total de Ca, que estd associada a diminuicao na
sintese de caseina e, consequentemente, a menor concentracao de caseina no
leite.

Outros estudos também enfatizaram a reducédo do teor de célcio em
amostras de leite bovino afetadas pela mastite em comparagdo com amostras
de animais saudaveis (Sbodio et al. e Munro et al. El Zubeir et al., 2005). Essa
diminuicdo pode estar relacionada aos danos causados a glandula mamaria
pelos patégenos, muitas vezes comprometendo o epitélio secretor, que é
fundamentalmente impermeavel ao transporte de célcio do leite para o sangue
(Aslam, 1998).

Em nossa pesquisa, notamos uma redugao significativa nos niveis de
célcio no lado do ubere infectado a partir do segundo dia, alcangando valores
ainda mais baixos no terceiro dia de infecgdo, quando comparados ao ubere nao
infectado (Fig. 7). Esses dias coincidem com os momentos em que a CCS e CBT
atingem seus valores mais elevados (tabela 1 e 2), o que refor¢a a argumentacao
dos autores mencionados, acontecendo também em amostras caprina.

Redugdes nos niveis séricos de zinco e ferro sdao mecanismos
inespecificos de defesa do hospedeiro contra infec¢des bacterianas. Um estudo
realizado por Lohuis e colaboradores (1990) na mastite bovina evidenciou uma
correlacdo negativa entre a concentragdo de Escherichia coli eliminada dos
quartos mamarios inoculados e as concentragdes plasmaticas de zinco e ferro.

Em nossa pesquisa, observamos flutuagdes nos niveis de ferro ao longo
da infeccao, sendo a diferenca estatisticamente significativa apenas no quinto
dia, quando o Ubere infectado apresentou menor teor de ferro em comparacao
com o ubere nao infectado (Figura 8). Quando observamos todas as amostras
de leite e suas correlagdes (figura 10), E. coli apresenta correlacao negativa com
niveis de ferro e nitrogénio.

A retengéo de ferro durante infec¢gdes microbianas € um mecanismo de
protecdo do hospedeiro, mediado por diversos processos, incluindo a redugéao
da absorgcdo intestinal de ferro, a diminuicdo da liberacdo de ferro pelos

macréfagos, o aumento do armazenamento de ferro por meio da sintese de
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ferritina, a liberacdo de lactoferrina por neutréfilos e células epiteliais, e, em
algumas espécies, o aumento da excrecao urinaria de ferro (Weinberg, 1984).

Middleton et al. (2004) estudando sobre alteracbes nas concentracdes
séricas de microminerais em bovinos com mastite induzida experimentalmente
por S. aureus, observaram flutuagdes nas concentragdes séricas de cobre, zinco
e ferro. Os autores sugeriram que a resposta inflamatéria ap6s infeccao
intramamaria por S. aureus € predominantemente local, com impacto limitado no
sistema geral e, portanto, pouca influéncia nas concentragdes séricas de
oligoelementos minerais. Além disso, eles destacaram que o Cu e o Fe séricos
sdo indicadores menos sensiveis de inflamagcdo em comparacdo com o Zn
sérico, sugerindo que as alteragbes inflamatérias mais sutis nas mastites
subclinicas por S. aureus afetam principalmente os niveis de Zn sérico.

Observamos uma associagao negativa entre S. aureus e os niveis de cloro
e sodio, conforme ilustrado na Figura 10. As amostras provenientes do lado
infectado exibiram uma correlacédo entre Staphylococcus spp. € os elementos
magnésio e molibdénio, enquanto S. aureus mostrou associacao com cloro e
ferro. Por outro lado, as amostras do lado n&o infectado desses mesmos animais
revelaram correlagdes entre Staphylococcus spp. e sédio, bem como oxigénio,
conforme representado na Figura 11. Contudo, € importante destacar que essas
ultimas correlagdes nao se apresentaram claramente definidas.

A concentracdo de Zn no leite é reconhecidamente influenciada pela
saude do Ubere, e a administracao de proteinatos de Zn tem sido associada a
promoc¢ao da saude mamaria, reduzindo infecgdes intramamarias. Esse efeito
benéfico pode ser atribuido a melhoria da sintese de queratina no canal do teto,
conforme demonstrado por Spain et al. (2005). Além disso, o Zn exibe
propriedades antioxidantes e contribui para a estabilizagdo das membranas,
sugerindo seu papel na prevencéao de lesées induzidas por radicais livres durante
processos inflamatérios (Prasad, 2013).

Em linha com essas constatagcdes, a pesquisa conduzida por Sramek et
al. (2019) evidenciou que caprinos com elevada CCS apresentaram valores
substancialmente reduzidos de zinco. Adicionalmente, em situacées de mastite
induzida por E. coli, observou-se uma diminuicdo na concentracao sanguinea de
Zn, indicando um potencial mecanismo antibacteriano pelo qual o Zn se torna

menos disponivel para o crescimento bacteriano, conforme sugerido por Erskine
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e Bartlett (1993). Em nossa pesquisa a presenca de Enterococcus spp
apresentou correlacao positiva com niveis de cobre e zinco nas amostras do
controle negativo em ambos os lados do ubere, além de também demonstrar
uma associacao positiva com o0 zinco nas amostras do Ubere dos animais
infectados (figura 11). Observamos uma interacdo dindmica entre os niveis de
minerais e as alteracdes na glandula mamaria, revelando descobertas inéditas
no contexto da infeccao caprina por Staphylococcus coagulase negativo. Além
disso, destacamos como a disbiose originada a partir de um ponto de infecgéo
pode influenciar a composi¢ao quimica do leite.

O leite, composto por aproximadamente 7% de gas dissolvido, apresenta
uma distribuicdo de 60-70% de didxido de carbono, 25-30% de nitrogénio e 5-
10% de oxigénio dissolvido (Olkonen, 2001). Coincidentemente, estudos
evidenciaram que a presenca de infeccdes bacterianas no Ubere esta associada
a uma diminuigdo do oxigénio dissolvido nos tecidos mamarios (Mayer et al.,
1988). Durante a mastite subclinica, a concentracdo de oxigénio dissolvido
(DOC) no leite reduz-se devido a formagao de radicais livres e ao consumo de
oxigénio pelos neutréfilos (Mayer et al., 1988), indicando que o DOC do leite
pode potencialmente servir como um indicador da presenca dessa condi¢ao.

O metabolismo microbiano é impulsionado por diferentes sistemas de
oxidacao-reducéo (Hewitt, 1950; Bolduc et al., 2006), onde o potencial de oxido-
reducao (ORP) do leite influencia a multiplicagdo bacteriana. Valores positivos
de ORP favorecem a multiplicagdo de microrganismos aerébios, enquanto 0s
anaerdbios prosperam em valores negativos de ORP em relagédo ao eletrodo de
hidrogénio padrao (Brown et al., 1980; Bolduc et al., 2006). Em consonéncia,
nosso estudo revelou correlagbes entre diversos patdogenos e elementos
quimicos. Corynebacterium bovis, por exemplo, correlacionou-se com nitrogénio
em todas as amostras (Figura 9), enquanto Klebsiella spp. demonstrou
correlagbes com carbono, nitrogénio e oxigénio no animal controle. A presenca
de E. coli correlacionou-se com nitrogénio em todas as amostras e no lado direito
dos animais infectados (Figura 9 e 10), e Serratia marcescens apresentou
correlacbes com carbono e oxigénio nas amostras totais (Figura 9) e no lado
direito dos animais infectados, sugerindo uma possivel utilizacdo oxidacao-
reducdo em seu metabolismo mesmo que néo estejam afetando diretamente a

salde do Ubere.
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Por fim, salientamos que foram estabelecidas varias correlagdes entre
diferentes micro-organismos e elementos quimicos presentes no leite,
evidenciando alteragées perceptiveis apds a inoculagdo experimental do
patégeno desafio, S. warneri. Essas descobertas abrem uma perspectiva pouco
explorada na literatura sobre a mastite caprina, proporcionando uma
compreensao mais aprofundada das correlagdes dindmicas que emergem no

ubere durante eventos de infeccdo mamaria e consequente disbiose.

2.5. CONCLUSAO

A infeccao experimental por S. warneri teve um impacto significativo nos
elementos quimicos do leite, com aumento de cloro, calcio e cobre, diminuigao
de ferro, com todos possuindo flutuacées ao longo do tempo de infeccao. Além
disso, observamos a inducao de disbiose causada pela infeccéo, o que levou a
um aumento da variedade de micro-organismos encontrados ao longo da
investigacao. Correlacdes entre diversos patdgenos e os elementos quimicos do
leite foram tragados demonstrando uma dindmica complexa de eventos durante

o curso de uma infec¢do mamaria caprina.
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Tabela Suplementar S1. Resumo dos testes t realizados para avaliar os contrastes entre as

médias estimadas dos diversos conteldos elementares do leite coletado dos Uberes direito e

esquerdo de cabras inoculadas com Staphylococcus warneri, considerando cada intervalo de

tempo
Variable Time  Estimate SE Degree of freedom t.ratio p-value Significance

0 -2.1351 1.3102 5 -1.6295 0.1641 ns

1 -1.5841 1.2683 5 -1.2490 0.2669 ns

2 0.1693 1.2319 5 0.1375 0.8960 ns

c 3 1.4429 1.2015 5 1.2009 0.2836 ns
4 0.0108 1.1775 5 0.0092 0.9931 ns

5 0.4844 1.1605 5 0.4174 0.6937 ns

6 -0.4581 1.1507 5 -0.3981 0.7070 ns

7 -2.7306 1.1482 5 -2.3782 0.0633 ns

0 0.0000 0.1639 5 0.0000 1.0000 ns

1 0.0852 0.1646 5 0.5178 0.6267 ns

2 0.0000 0.1666 5 0.0000 1.0000 ns

N 3 -0.2089 0.1700 5 -1.2288 0.2738 ns
4 0.0067 0.1746 5 0.0385 0.9708 ns

5 0.1926 0.1804 5 1.0680 0.3344 ns

6 0.0368 0.1871 5 0.1965 0.8519 ns

7 -0.0200 0.1949 5 -0.1026 0.9222 ns

0 2.1651 1.0415 5 2.0788 0.0922 ns

1 2.1734 1.0415 5 2.0868 0.0913 ns

2 -1.8029 1.0415 5 -1.7311 0.1440 ns

0 3 -1.1027 1.0415 5 -1.0587 0.3382 ns
4 -0.0416 1.0415 5 -0.0399 0.9697 ns

5 -0.4391 1.0415 5 -0.4216 0.6908 ns

6 0.1367 1.0415 5 0.1313 0.9007 ns

7 1.6779 1.0415 5 1.6110 0.1681 ns

0 -0.3859 0.2956 5 -1.3058 0.2485 ns

1 -0.4784 0.2765 5 -1.7301 0.1442 ns

2 0.5031 0.2587 5 1.9447 0.1094 ns

Na 3 0.2032 0.2423 5 0.8386 0.4399 ns
4 -0.0321 0.2278 5 -0.1410 0.8934 ns

5 0.1346 0.2154 5 0.6251 0.5593 ns

6 0.0851 0.2056 5 0.4138 0.6962 ns

7 0.0716 0.1987 5 0.3602 0.7334 ns

0 0.0029 0.0322 5 0.0896 0.9321 ns

1 -0.0218 0.0322 5 -0.6755 0.5293 ns

2 0.0134 0.0322 5 0.4153 0.6952 ns

Mg 3 -0.0084 0.0322 5 -0.2602 0.8051 ns
4 0.0114 0.0322 5 0.3550 0.7371 ns

5 -0.0133 0.0322 5 -0.4110 0.6981 ns

6 0.0000 0.0322 5 0.0000 1.0000 ns

7 -0.0299 0.0322 5 -0.9271 0.3964 ns

0 0.0086 0.0927 5 0.0931 0.9294 ns

1 0.0167 0.0843 5 0.1983 0.8506 ns

2 0.0974 0.0842 5 1.1560 0.2999 ns

p 3 -0.0260 0.0778 5 -0.3336 0.7522 ns
4 -0.0642 0.0752 5 -0.8538 0.4322 ns

5 0.0019 0.0710 5 0.0273 0.9793 ns

6 -0.0843 0.0698 5 -1.2071 0.2814 ns

7 0.0711 0.0671 5 1.0606 0.3374 ns
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0 -0.2480 0.2717 5 -0.9127 0.4033 ns

1 -0.5834 0.2717 5 -2.1470 0.0846 ns

2 0.7280 0.2717 5 2.6792 0.0439 *

cl 3 0.1828 0.2717 5 0.6727 0.5310 ns
4 0.0587 0.2717 5 0.2161 0.8374 ns

5 -0.1094 0.2717 5 -0.4026 0.7039 ns

6 0.0801 0.2717 5 0.2946 0.7801 ns

7 0.2638 0.2717 5 0.9708 0.3762 ns

0 0.1900 0.2485 5 0.7646 0.4790 ns

1 -0.1509 0.2523 5 -0.5979 0.5760 ns

2 0.1125 0.2358 5 0.4771 0.6534 ns

K 3 0.0854 0.2410 5 0.3542 0.7376 ns
4 0.0901 0.2333 5 0.3864 0.7151 ns

5 -0.0617 0.2313 5 -0.2667 0.8004 ns

6 -0.1476 0.2221 5 -0.6647 0.5357 ns

7 0.3100 0.2195 5 1.4122 0.2170 ns

0 0.1574 0.1525 5 1.0323 0.3493 ns

1 0.5533 0.1375 5 4.0232 0.0101 *

2 0.0493 0.1264 5 0.3903 0.7124 ns

Ca 3 -0.3972 0.1138 5 -3.4894 0.0175 *
4 0.0839 0.1047 5 0.8006 0.4597 ns

5 0.0250 0.0967 5 0.2580 0.8067 ns

6 -0.0215 0.0930 5 -0.2314 0.8262 ns

7 0.1127 0.0905 5 1.2445 0.2685 ns

0 -0.0108 0.0092 75 -1.1747 0.2438 ns

1 -0.0022 0.0092 75 -0.2422 0.8093 ns

2 0.0096 0.0092 75 1.0415 0.3010 ns

Fe 3 -0.0182 0.0092 75 -1.9801 0.0514 ns
4 0.0088 0.0092 75 0.9628 0.3388 ns

5 -0.0263 0.0092 75 -2.8702 0.0053 b

6 0.0037 0.0092 75 0.4057 0.6861 ns

7 0.0102 0.0092 75 1.1142 0.2688 ns

0 0.0073 0.0992 75 0.0734 0.9417 ns

1 0.0037 0.0992 75 0.0370 0.9706 ns

2 0.0327 0.0992 75 0.3294 0.7428 ns

Cu 3 -0.0349 0.0992 75 -0.3518 0.7260 ns
4 -0.0667 0.0992 75 -0.6728 0.5031 ns

5 -0.0106 0.0992 75 -0.1070 0.9151 ns

6 0.0213 0.0992 75 0.2146 0.8307 ns

7 0.3055 0.0992 75 3.0808 0.0029 **

0 0.0018 0.0814 75 0.0219 0.9826 ns

1 0.0082 0.0814 75 0.1004 0.9203 ns

2 0.0074 0.0814 75 0.0908 0.9279 ns

7n 3 -0.0207 0.0814 75 -0.2540 0.8002 ns
4 -0.0486 0.0814 75 -0.5968 0.5524 ns

5 -0.0186 0.0814 75 -0.2284 0.8199 ns

6 0.0279 0.0814 75 0.3435 0.7322 ns

7 0.1414 0.0814 75 1.7379 0.0863 ns

0 -0.0487 0.0821 5 -0.5934 0.5787 ns

1 -0.0144 0.0796 5 -0.1809 0.8636 ns

2 0.1471 0.0773 5 1.9036 0.1153 ns

M 3 0.0448 0.0753 5 0.5954 0.5775 ns
© 4 -0.0577 0.0736 5 -0.7832 0.4690 ns
5 -0.0208 0.0723 5 -0.2873 0.7854 ns

6 -0.0030 0.0713 5 -0.0423 0.9679 ns

7 0.0249 0.0707 5 0.3526 0.7388 ns

ns: represents non-significant contrasts; * and ** represents significant contrasts at 5 and 1% significance, respectively.
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Tabela Suplementar S2. Resumo dos testes t realizados para avaliar os contrastes entre as
médias estimadas dos diversos contetdos elementares do leite coletado dos Uberes direito e
esquerdo de cabras inoculadas com Staphylococcus warneri, considerando cada intervalo de

tempo.

Variable Time Udder emmean SE df lower.CL upper.CL .group

Left udder  51.8598 1.1102 5 49.0060 54.7136 a

Right udder 49.7248 1.1102 5 46.8710 52.5786 a

Left udder  48.6863 1.0648 5 45.9492 51.4235 a

1 Right udder 47.1022 1.0648 5 44.3651 49.8394 a

Right udder  51.4039 1.0268 5 48.7644 54.0435 a

2 Left udder  51.2346 1.0268 5 48.5951 53.8742 a

Right udder  48.0203 0.9971 5 45.4570 50.5835 a

3 Left udder  46.5774 0.9971 5 44.0142 49.1406 a

© Right udder  48.0472 0.9765 5 45.5371 50.5573 a

4 Left udder  48.0364 0.9765 5 45.5264 50.5465 a

Right udder 44.8048 0.9654 5 42.3231 47.2864 a

° Left udder  44.3203 0.9654 5 41.8387 46.8020 a

Left udder ~ 49.0023 0.9643 5 46.5236 51.4810 a

6 Right udder  48.5442 0.9643 5 46.0655 51.0229 a

Left udder  49.5477 0.9731 5 47.0463 52.0491 a

! Right udder 46.8171 0.9731 5 443157 49.3185 a

Left udder 0.0000 0.1159 5 -0.2979 0.2979 a

0 Right udder ~ 0.0000 0.1159 5 -0.2979 0.2979 a

Right udder  0.0852 0.1164 5 -0.2139 0.3844 a

1 Left udder 0.0000 0.1164 5 -0.2991 0.2991 a

Right udder ~ 0.0000 0.1178 5 -0.3029 0.3029 a

2 Left udder 0.0000 0.1178 5 -0.3029 0.3029 a

Left udder 0.2089 0.1202 5 -0.1001 0.5179 a

° Right udder ~ 0.0000 0.1202 5 -0.3090 0.3090 a

N Right udder  0.2742 0.1235 5 -0.0432 0.5916 a

4 Left udder 0.2675 0.1235 5 -0.0499 0.5849 a

Right udder  0.9444 0.1275 5 0.6166 1.2723 a

> Left udder 0.7518 0.1275 5 0.4240 1.0797 a

Right udder  0.0532 0.1323 5 -0.2870 0.3933 a

® Left udder 0.0164 0.1323 5 -0.3238 0.3566 a

Left udder 0.0200 0.1378 5 -0.3342 0.3742 a

! Right udder ~ 0.0000 0.1378 5 -0.3542 0.3542 a

Right udder  40.6499 1.0883 5 37.8524 43.4475 a

0 Left udder  38.4849 1.0883 5 35.6873 41.2825 a

Right udder 41.1712 1.0425 5 38.4913 43.8511 a

1 Left udder ~ 38.9977 1.0425 5 36.3178 41.6776 a

° Left udder  39.2703 1.0010 5 36.6972 41.8434 a

2 Right udder  37.4673 1.0010 5 34.8942 40.0404 a

Left udder  41.4760 0.9642 5 38.9975 43.9545 a

3 Right udder  40.3733 0.9642 5 37.8948 42.8518 a
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Left udder  40.7684 0.9327 5 38.3708 43.1660 a
Right udder  40.7268 0.9327 5 38.3292 43.1245 a
Left udder  43.1368 0.9071 5 40.8050 45.4687 a
Right udder  42.6978 0.9071 5 40.3659 45.0296 a
Right udder  40.4624 0.8879 5 38.1800 42.7449 a
Left udder  40.3257 0.8879 5 38.0432 42.6082 a
Right udder  41.1722 0.8755 5 38.9216 43.4229 a
Left udder  39.4943 0.8755 5 37.2437 41.7450 a
Left udder 1.2795 0.2357 5 0.6736 1.8854 a
Right udder  0.8936 0.2357 5 0.2877 1.4994 a
Left udder 1.4963 0.2238 5 0.9209 2.0717 a
Right udder  1.0179 0.2238 5 0.4425 1.5933 a
Right udder  1.6171 0.2129 5 1.0698 2.1644 a
Left udder 1.1140 0.2129 5 0.5667 1.6613 a
Right udder ~ 1.3783 0.2031 5 0.8563 1.9003 a
Left udder 1.1751 0.2031 5 0.6531 1.6970 a
Na Left udder 1.0909 0.1945 5 0.5911 1.5908 a
Right udder ~ 1.0588 0.1945 5 0.5590 1.5587 a
Right udder ~ 1.1990 0.1873 5 0.7176 1.6803 a
Left udder 1.0643 0.1873 5 0.5830 1.5457 a
Right udder  1.1184 0.1817 5 0.6514 1.5853 a
Left udder 1.0333 0.1817 5 0.5664 1.5003 a
Right udder ~ 1.0730 0.1778 5 0.6160 1.5300 a
Left udder 1.0014 0.1778 5 0.5445 1.4584 a
Right udder ~ 0.4253 0.0228 5 0.3667 0.4839 a
Left udder 0.4224 0.0228 5 0.3638 0.4810 a
Left udder 0.4606 0.0228 5 0.4020 0.5192 a
Right udder ~ 0.4388 0.0228 5 0.3802 0.4974 a
Right udder  0.4244 0.0228 5 0.3658 0.4830 a
Left udder 0.4111 0.0228 5 0.3525 0.4697 a
Left udder 0.4733 0.0228 5 0.4147 0.5319 a
Right udder  0.4649 0.0228 5 0.4063 0.5235 a
Mg Right udder  0.4511 0.0228 5 0.3925 0.5097 a
Left udder 0.4397 0.0228 5 0.3811 0.4983 a
Left udder 0.4830 0.0228 5 0.4244 0.5416 a
Right udder ~ 0.4698 0.0228 5 0.4111 0.5284 a
Left udder 0.4468 0.0228 5 0.3882 0.5054 a
Right udder ~ 0.4468 0.0228 5 0.3882 0.5054 a
Left udder 0.4826 0.0228 5 0.4240 0.5412 a
Right udder ~ 0.4527 0.0228 5 0.3941 0.5113 a
Right udder  1.1507 0.0692 5 0.9727 1.3287 a
Left udder 1.1421 0.0691 5 0.9645 1.3197 a
Right udder  1.4836 0.0658 5 1.3145 1.6526 a
P Left udder 1.4668 0.0657 5 1.2978 1.6359 a
Right udder  1.2705 0.0681 5 1.0955 1.4455 a
Left udder 1.1731 0.0689 5 0.9961 1.3502 a
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Left udder 1.4331 0.0679 5 1.2586 1.6076 a
Right udder  1.4071 0.0682 5 1.2317 1.5825 a
Left udder 1.4132 0.0702 5 1.2326 1.5937 a
Right udder  1.3490 0.0709 5 1.1667 1.6312 a
Right udder  1.4714 0.0729 5 1.2840 1.6587 a
Left udder 1.4694 0.0728 5 1.2823 1.6566 a
Left udder 1.4198 0.0768 5 1.2224 1.6171 a
Right udder ~ 1.3355 0.0775 5 1.1363 1.5347 a
Right udder ~ 1.4453 0.0809 5 1.2375 1.6531 a
Left udder 1.3742 0.0813 5 1.1653 1.5831 a
Left udder 2.3123 0.2203 5 1.7460 2.8786 a
Right udder  2.0643 0.2203 5 1.4980 2.6306 a
Left udder 3.0464 0.2203 5 2.4802 3.6127 a
Right udder  2.4631 0.2203 5 1.8968 3.0293 a
Right udder  2.9177 0.2203 5 2.3514 3.4840 a
Left udder 2.1897 0.2203 5 1.6234 2.7560 b
Right udder ~ 2.9039 0.2203 5 2.3377 3.4702 a
Left udder 2.7212 0.2203 5 2.1549 3.2874 a
c Right udder  2.4376 0.2203 5 1.8713 3.0039 a
Left udder 2.3789 0.2203 5 1.8126 2.9452 a
Left udder 2.7354 0.2203 5 2.1692 3.3017 a
Right udder  2.6261 0.2203 5 2.0598 3.1923 a
Right udder  2.4054 0.2203 5 1.8392 29717 a
Left udder 2.3254 0.2203 5 1.7591 2.8917 a
Right udder  2.6311 0.2203 5 2.0648 3.1973 a
Left udder 2.3673 0.2203 5 1.8010 2.9336 a
Right udder ~ 2.1254 0.2377 5 1.5142 2.7365 a
Left udder 1.9354 0.2393 5 1.3201 2.5506 a
Left udder 2.7605 0.2364 5 2.1527 3.3683 a
Right udder  2.6096 0.2315 5 2.0144 3.2048 a
Right udder ~ 1.9892 0.2197 5 1.4243 2.5541 a
Left udder 1.8767 0.2229 5 1.3038 2.4496 a
Right udder  2.6855 0.2214 5 2.1165 3.2546 a
Left udder 2.6001 0.2247 5 2.0224 3.1779 a
K Right udder  2.5211 0.2192 5 1.9575 3.0847 a
Left udder 2.4309 0.2225 5 1.8590 3.0029 a
Left udder 2.7305 0.2269 5 2.1472 3.3138 a
Right udder  2.6688 0.2226 5 2.0966 3.2410 a
Left udder 2.5317 0.2303 5 1.9396 3.1238 a
Right udder  2.3841 0.2257 5 1.8038 2.9644 a
Right udder  2.7801 0.2369 5 21712 3.3890 a
Left udder 2.4701 0.2377 5 1.8592 3.0811 a
Right udder  1.6381 0.1147 5 1.3434 1.9329 a
Left udder 1.4807 0.1151 5 1.1849 1.7765 a
Ca Right udder  2.2688 0.1049 5 1.9991 2.5384 a
Left udder 1.7155 0.1059 5 1.4432 1.9878 b
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Right udder  1.5476 0.0998 5 1.2911 1.8042 a
Left udder 1.4983 0.1000 5 1.2414 1.7553 a
Left udder 2.0379 0.0948 5 1.7943 2.2816 a

Right udder  1.6408 0.0957 5 1.3949 1.8867 b

Right udder  1.7367 0.0943 5 1.4942 1.9792 a
Left udder 1.6529 0.0946 5 1.4098 1.8960 a

Right udder ~ 1.8450 0.0960 5 1.5983 2.0917 a
Left udder 1.8201 0.0960 5 1.5732 2.0670 a
Left udder 1.6674 0.1011 5 1.4076 1.9273 a

Right udder  1.6459 0.1011 5 1.3860 1.9058 a

Right udder  1.9280 0.1076 5 1.6515 2.2045 a
Left udder 1.8153 0.1078 5 1.5382 2.0925 a
Left udder 0.0746 0.0075 5 0.0554 0.0938 a

Right udder ~ 0.0638 0.0075 5 0.0447 0.0830 a
Left udder 0.0694 0.0073 5 0.0507 0.0882 a

Right udder  0.0672 0.0073 5 0.0485 0.0860 a

Right udder ~ 0.0732 0.0072 5 0.0548 0.0916 a
Left udder 0.0637 0.0072 5 0.0453 0.0821 a
Left udder 0.0810 0.0071 5 0.0629 0.0991 a

Right udder ~ 0.0628 0.0071 5 0.0447 0.0810 a

Fe Right udder  0.0797 0.0070 5 0.0618 0.0976 a
Left udder 0.0708 0.0070 5 0.0529 0.0887 a
Left udder 0.0856 0.0069 5 0.0678 0.1033 a

Right udder ~ 0.0592 0.0069 5 0.0414 0.0770 b
Right udder  0.0591 0.0069 5 0.0414 0.0768 a
Left udder 0.0554 0.0069 5 0.0377 0.0731 a
Right udder ~ 0.0764 0.0069 5 0.0587 0.0942 a
Left udder 0.0662 0.0069 5 0.0485 0.0840 a
Right udder  0.0837 0.0716 5 -0.1003 0.2677 a
Left udder 0.0764 0.0716 5 -0.1076 0.2604 a
Right udder  0.1247 0.0716 5 -0.0593 0.3087 a
Left udder 0.1211 0.0716 5 -0.0630 0.3051 a
Right udder  0.1496 0.0716 5 -0.0345 0.3336 a
Left udder 0.1169 0.0716 5 -0.0671 0.3009 a
Left udder 0.1617 0.0716 5 -0.0223 0.3457 a
Right udder  0.1268 0.0716 5 -0.0572 0.3108 a

cu Left udder 0.2946 0.0716 5 0.1106 0.4786 a

Right udder ~ 0.2279 0.0716 5 0.0439 0.4119 a
Left udder 0.1639 0.0716 5 -0.0201 0.3480 a
Right udder ~ 0.1533 0.0716 5 -0.0307 0.3373 a
Right udder  0.1343 0.0716 5 -0.0497 0.3183 a
Left udder 0.1130 0.0716 5 -0.0710 0.2970 a
Right udder  0.4088 0.0716 5 0.2248 0.5928 a
Left udder 0.1033 0.0716 5 -0.0807 0.2873 b
Right udder  0.1304 0.0606 5 -0.0254 0.2861 a

20 Left udder 0.1286 0.0606 5 -0.0271 0.2844 a



60

Right udder  0.0963 0.0606 5 -0.0594 0.2521 a
Left udder 0.0882 0.0606 5 -0.0676 0.2439 a
Right udder  0.0959 0.0606 5 -0.0598 0.2517 a
Left udder 0.0886 0.0606 5 -0.0672 0.2443 a
Left udder 0.1189 0.0606 5 -0.0368 0.2747 a
Right udder ~ 0.0983 0.0606 5 -0.0575 0.2540 a
Left udder 0.3579 0.0606 5 0.2022 0.5137 a
Right udder  0.3094 0.0606 5 0.1536 0.4651 a
Left udder 0.1141 0.0606 5 -0.0416 0.2699 a
Right udder  0.0955 0.0606 5 -0.0602 0.2513 a
Right udder  0.1034 0.0606 5 -0.0524 0.2591 a
Left udder 0.0754 0.0606 5 -0.0803 0.2312 a
Right udder  0.2571 0.0606 5 0.1014 0.4129 a
Left udder 0.1157 0.0606 5 -0.0400 0.2715 a
Left udder 0.8794 0.0683 5 0.7039 1.0549 a
Right udder ~ 0.8307 0.0683 5 0.6552 1.0062 a
Left udder 1.0457 0.0627 5 0.8847 1.2068 a
Right udder ~ 1.0313 0.0627 5 0.8703 1.1924 a
Right udder  1.0526 0.0584 5 0.9025 1.2027 a
Left udder 0.9055 0.0584 5 0.7554 1.0556 a
Right udder  0.9627 0.0558 5 0.8192 1.1061 a
Mo Left udder 0.9178 0.0558 5 0.7744 1.0613 a
Left udder 1.0684 0.0551 5 0.9268 1.2101 a
Right udder  1.0108 0.0551 5 0.8692 1.1524 a
Left udder 1.0700 0.0564 5 0.9251 1.2149 a
Right udder ~ 1.0492 0.0564 5 0.9044 1.1941 a
Left udder 0.9689 0.0595 5 0.8161 1.1218 a
Right udder  0.9659 0.0595 5 0.8131 1.1188 a
Right udder  1.0175 0.0641 5 0.8526 1.1824 a
Left udder 0.9926 0.0641 5 0.8277 1.1574 a
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RESUMO

A mastite € uma condicao inflamatéria da glandula mamaria que pode levar a
diversas alteracgdes, incluindo alteragdes significativas na atividade enzimatica
glandular, dependendo do patégeno causador. O género Staphylococcus é
frequentemente associado a mastite intramamaria em cabras, sendo os
Staphylococcus coagulase-negativos (SCN) o grupo de patégenos mais
prevalente responsavel pela mastite subclinica em animais de produgdo. O
diagnéstico de mastite em caprinos € frequentemente realizado por meio de
testes padronizados para bovinos, principalmente a Contagem de Células
Somaticas (CCS), porém, o uso dessas técnicas em caprinos ainda é limitado
devido as especificidades bioldgicas desses animais. Este estudo teve como
objetivo investigar o comportamento da enzima N-acetil-B-D-glucosaminidase
(NAGase) em 112 amostras de leite de animais infectados experimentalmente
por S. warneri. Adicionalmente, foi analisado 49 amostras de leite de animais
naturalmente infectados em varios estagios de mastite. A atividade da NAGase
foi realizada por método fluorométrico, e a CCS e Contagem Bacteriana Total
(CBT) por citometria de fluxo, sendo estes testes utilizados como parametro da
evolucao da mastite e acompanhamento da infeccdo. Modelos estatisticos foram
aplicados. Os resultados mostraram que a atividade da NAGase foi expressa em
maiores quantidades no leite de cabras infectadas experimentalmente com S.
warneri, com pico da enzima dois dias apos a inoculagcdo. A combinacao da
NAGase com o CCS proporcionou um diagndstico mais preciso e diferencial em
animais naturalmente infectados. Concluindo, este estudo demonstrou que a
atividade da NAGase pode ser utilizada como indicador de mastite em caprinos,
inclusive em estagios iniciais da infeccdo, sendo uma ferramenta Gtil para o

diagnéstico e monitoramento da doenca quando combinada com CCS.

Palavras-chave: Leite. Staphylococcus. Contagem de Células Somaticas.
NAGase.
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3.1. INTRODUCAO

A mastite € uma condigao inflamatéria da glandula mamaria que pode
levar a varias alteracdes, dependendo do patégeno causador, da gravidade das
lesbes e dos danos ao parénquima do Ubere. A mastite subclinica € mais comum
em pequenos ruminantes do que a mastite clinica e pode causar alteragdes nos
componentes do leite e uma reducado na producdo, resultando em perdas
econObmicas para os produtores. (Gosselin et al., 2018; Wang et al., 2019). O
género Staphylococcus € frequentemente associado a infeccdo intramamaria
(IMI) em pequenos ruminantes, sendo o Staphylococcus coagulase-negativo
(CNS) o grupo de patdégenos mais prevalente responsavel pela mastite
subclinica em animais de producédo. (Gocmen et al., 2019; Novac e Andrei,
2020).

Estda bem estabelecido que o leite de vacas com mastite pode fornecer
informacgdes Uteis sobre a infecgdo bacteriana, uma vez que as mudangas em
seus componentes refletem os eventos no alvéolo mamario durante a infeccao.
Essas mudancas incluem alteracdes significativas na atividade enzimatica da
glandula maméria, onde as enzimas envolvidas na sintese do leite sdo reduzidas
e as enzimas nativas aumentam durante os processos inflamatérios. (Fox e
Kelly, 2006; Pyorala, 2003).

Dentro das enzimas do leite, destacam-se duas categorias: enzimas nao
lisossomais, como a lactato desidrogenase (LDH), e lisossomais, como [-
galactosidase, N-acetil-B-glucosaminidase (NAGase), a-manosidase e -
glucuronidase, cujas atividades aumentam em inflamagdes (Albenzio e Santillo,
2011). A LDH, NAGase e fosfatases, tem sido utilizadas como indicadores para
avaliar o dano as células mamaérias e a qualidade do leite em mastites,
apresentando variagdes significativas entre animais saudaveis e aqueles com
mastite subclinica e clinica, documentada principalmente em bovinos (Chagunda
et al., 2006; Nagargoje et al., 2023).

O diagnéstico de mastite em caprinos frequentemente emprega métodos
padronizados para bovinos, como o California Mastitis Test (CMT), cultura
bacteriana e a Contagem de Células Soméaticas (CCS) (Contreras et al., 2007).
A IMI geralmente resulta na proliferagdo bacteriana no leite, elevando tanto a
Contagem Total de Bactérias (CTB) quanto a CCS. Embora a CCS seja util para
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o0 controle da mastite, sua aplicagdo em caprinos requer ajustes devido as
particularidades biolégicas destes animais. Por exemplo, a CCS em glandulas
mamarias saudaveis de caprinos € naturalmente mais elevada do que em
bovinos, atribuido em parte a secregcdo apdcrina nas glandulas mamarias
caprinas (Paape et al., 2001).

Portanto, a CCS nao se estabelece como um critério diagndstico confiavel
para caprinos, dada a influéncia de diversos fatores sobre as células somaticas
no leite, como estagio de lactacéo, estro, raca e método de ordenha (Barth et al.,
2010; Koop et al., 2010; Dimitrov et al., 2018). Em contraste, a NAGase emerge
como um marcador promissor para o diagnoéstico de mastite em ruminantes,
incluindo cabras, devido a sua elevada atividade em glandulas mamarias em
processos inflamatérios. Pesquisas evidenciam niveis aumentados de NAGase
em casos de mastite bovina, inclusive subclinicos causados por CNS (Maisi,
1990; Barth et al., 2010; Kumar et al., 2019).

No entanto, a falta de uma metodologia padronizada ou critérios claros
para utilizar a NAGase na categorizacdao de animais com mastite reforca a
necessidade de pesquisas adicionais. Tais estudos sdo essenciais para fornecer
diretrizes mais precisas, facilitando intervengdes e tratamentos adequados para
caprinos com mastite.

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo investigar a atividade da
enzima N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAGase) no leite de animais infectados
experimentalmente por Staphylococcus warneri, além de analisar amostras de
leite de animais naturalmente infectados em varios estagios de mastite com a

finalidade de demonstrar o potencial diagnéstico desta ferramenta.
3.2. MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental, numero 62/2018, foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

3.2.1. Amostras
3.2.1.1. Infecgédo Experimental

Sete cabras fémeas saudaveis da raca Parda Alpina, com proximidade
genealdgica, foram selecionadas da unidade de caprinocultura da Universidade
Federal de Vicosa. Todas eram primiparas, lactantes e ndo haviam sido tratadas



65

com antibiéticos ou medicamentos influentes. Apds avaliagdo clinica quanto a
sinais de mastite e anormalidades no leite, foram alojadas em baias individuais
higienizadas diariamente, com medidas de biosseguranca, incluindo pedilivios
com cal virgem para descontaminagao e areas separadas para higienizacao.

Durante as duas semanas de adaptacdo, foram submetidas a trés
lactoculturas negativas para IMI antes da inoculacgéao.

Em seis animais, um dos lados do ubere (direito) foi inoculado com uma
dose de 1,2 x 108 UFC/ml do isolado de S. warneri, administrado por via
intramamaria no volume de 2 ml, conforme descrito por Moraes Peixoto et al.
(2015). O isolado foi previamente obtido a partir de um caso de mastite caprina
subclinica persistente identificada anteriormente por testes microbiolégicos e
moleculares (Franca, 2021 - Dados ndo publicados). Uma cabra controle
negativo foi inoculada com 2 ml de solugao salina estéril no lado direito do Ubere,
submetida a mesma coleta dos outros animais e serviu como referéncia nas
analises. Durante todo o periodo de infec¢do, amostras de leite eram submetidas
a placas de 4gar sangue e agar cromogénico Accumast® para acompanhamento
microbiolégico.

As coletas de amostras de leite para as andlises foram realizadas em
duplicata em tubos de centrifugacdo de 50ml estéril durante a ordenha manual,
realizando pré e poés-dipping além assepsia com alcool 70% nos uberes
manipulados, e prontamente levadas ao laboratério para aliquotar e dar destino
adequado.

Todas as 112 amostras de leite, que compreendem o dia 0 (antes da
infeccdo) e os sete dias subsequentes, foram analisadas quanto a atividade de
NAGase, Contagem de Células Somaticas, a Contagem Bacteriana Total,

3.2.1.2. Animais de campo

Para investigar a IMlI em cabras naturalmente infectadas, comparando a
atividade da enzima NAGase com o parametro da CCS, 49 amostras de leite
provenientes de animais de campo com histérico de mastite clinica ou subclinica

foram examinadas.

Com base nos dados, juntamente com o histérico clinico do animal, as

amostras foram divididas em quatro grupos: (i) animais saudaveis sem histérico
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de mastite (n = 10); (i) animais com mastite subclinica leve + (n = 5); (iii) animais
com mastite subclinica moderada ++ (n = 19) e (iv) animais com mastite clinica
(n=15).

3.2.2. Atividade de N-acetyl-B-D-glucosaminidase

Foi utilizado um ensaio fluorométrico modificado em placa para medir a
atividade da NAGase nas amostras de leite (Hovinen et al., 2016). Assim, foram
pipetados em duplicata dez microlitros da amostra de teste, controle positivo
(animal com mastite clinica), controle negativo (animal clinicamente saudavel) e
amostra em branco (dgua destilada) em uma placa e incubados com 40 pl do
substrato 4-metilumbeliferil-N-acetil-D-glucosaminideo (2,25 mM 4-MUAG, M-
2133 Sigma-Aldrich®). A reacao foi interrompida pela adicdo de 150 pul de
tampao glicina (0,2 M, pH 11).

A fluorescéncia do produto 4-metilumbeliferona (4-MU) gerada pela
atividade da NAGase foi medida em um fluorimetro usando um filtro de excitacao
de 355 nm e um filtro de emissédo de 460 nm, e as médias de fluorescéncia das
amostras duplicadas foram calculadas e subtraidas pela média de fluorescéncia
da agua destilada (amostra em branco).

A atividade da NAGase foi expressa em pmol de 4-MU/min/pl de leite a
20°C. Assim, a atividade da enzima foi calculada usando a equacao: Atividade
da NAGase da amostra = fluorescéncia de (amostra menos branco) x Atividade
da NAGase do controle 1 / fluorescéncia de (controle 1 menos branco). O
Controle 1 mencionado na equacao foi definido de acordo com a curva padrao,

descrito abaixo.
3.2.2.1. Curva padréao

A andlise da atividade da NAGase baseou-se em uma curva padréo que
foi realizada medindo a fluorescéncia de 10 diferentes concentragbes
conhecidas de 4-MU (1-450 uM de 4-MU em tampao glicina). Os valores da curva
previamente estabelecidos foram usados para analisar a atividade da NAGase
no leite de uma cabra com mastite clinica (controle 1), e os limites inferiores e
superiores de quantificagdo para a analise foram determinados a partir da secéao
linear da curva encontrada. A fluorescéncia do controle 1 menos o branco (agua)

foi dividido pelo coeficiente angular, o que produziu a molaridade respectiva do
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controle 1. Foram realizadas dez réplicas em trés momentos diferentes para
determinar com precisdo esse valor, que serviu como parametro para a analise

de NAGase das amostras de teste.
3.2.3. Contagem de Células Somaticas e Contagem Bacteriana Total

Para acompanhar a evolucao da IMI e avaliar o aumento da contaminagao
do leite devido a infecgdo experimental, as amostras de leite foram examinadas
quanto a CCS e CTB. As amostras foram armazenadas em frascos contendo os
conservantes Bronopol® e comprimidos de Azidiol, refrigeradas entre 2°C e 6°C
até as analises. CCS foi realizada pelo método de citometria de fluxo usando o
equipamento eletrobnico da marca ®Bentley Instruments, modelo NexGen
Somacount FCM Bentley FTS. A CTB foi determinada pelo equipamento
eletrbnico da marca ®Bentley Instrument, modelo Bactcount IBC, ambos
realizados na EMBRAPA Gado de Leite, Juiz de Fora, MG, Brasil.

Para as amostras de leite de animais a campo, a CCS foi empregada
como um indicador de mastite. Os animais foram classificados como mastiticos
ou ndo mastiticos com base nos valores de CCS, sendo considerados mastiticos
aqueles com valores iguais ou superiores a 2.000.000 de células/ml, conforme
estabelecido por Souza et al. (2012), um critério mais utilizado na literatura para

mastite em caprinos.
3.2.4. Andlise estatistica

Para analisar a atividade da NAGase, a CCS e a CTB das amostras de
infeccdo experimental, foram utilizados modelos aditivos generalizados (GAM)
com estimativa de suavizagao integrada. O tratamento (controle ou inoculagéo
bacteriana) foi adicionado aos modelos como um efeito fixo, e diferentes
distribuicbes de erros foram consideradas. Os modelos foram escolhidos por
meio do teste F (P < 0,05), R2 ajustado e andlise visual dos graficos de residuos.

A CCS foi adotada como indicador de mastite para avaliar cabras em
amostras de leite do campo. Os individuos foram classificados como mastiticos
ou nao mastiticos com base nos valores de CCS, estabelecendo um limiar de
2.000.000 células/ml, conforme definido por Souza et al. (2012). Parametros
descritivos, incluindo média, desvio padrao, maximo e minimo, foram calculados

para a atividade da NAGase e CCS em cada grupo. Dada a magnitude dos
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valores observados, analises logaritmicas (base 10) foram incorporadas.
Adicionalmente, uma correlagao de Pearson e um teste t de Student (P < 0,05)
foram empregados para investigar a relagéo linear entre a atividade da NAGase
e CCS.

Finalmente, para entender como a atividade da NAGase e a CCS podem
identificar conjuntamente diferentes niveis de mastite caprina (saudavel, mastite
subclinica +, mastite subclinica ++ e mastite clinica), foi treinado e testado
(validado) um modelo de arvore de decisdo de classificagdo (Quinlan 1986;
Shalev-Shwartz e Ben-David 2014), respectivamente, com 80% e 20% dos
dados de campo, que foram previamente logaritmados (base 10).

Todas as analises foram realizadas no R (R Core Team 2022) e assistidas
por alguns pacotes R. Portanto, os GAM, as analises descritivas, a correlagéo
linear e o ajuste da arvore de decisdo foram realizados usando, respectivamente,
os pacotes "mgcv" (Wood, 2017), "tidyverse" (Wickham et al. 2019), "stats" (um
pacote base do R) e "tree" (Ripley 2022). Além disso, o grafico foi plotado usando
o pacote "ggplot2" (Wickham 2016) e ajustado com o CorelDraw X8
(https://www.coreldraw.com/en/).

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Infecgé@o Experimental

Conforme ilustrado na Figura 1, observou-se um pico na atividade da
NAGase dois dias ap6s a inoculacao, atingindo 35.235 pmoles de 4-MU/min/ul
de leite, em contraste com o grupo controle que registrou 5.017 pmoles de 4-
MU/min/ul de leite, evidenciando uma diferenca significativa (P < 0,0001). Esta
disparidade manteve-se estatisticamente relevante até o quinto dia péds-
inoculacao. A analise temporal da NAGase foi adequadamente modelada por um
modelo aditivo generalizado, utilizando a distribuicdo de erros quasipoisson,
(deviance explicada = 82,2%). Termos suaves significativos para a placa (tratada
como efeito aleatorio) (P < 0,0001) e para a interagdo tempo-tratamento (P <
0,0001) indicaram uma interagéo entre os fatores.

A Figura 2, demonstrou um pico no CCS dois dias apds a inoculagéo,
alcancando 9.746.450 células/ml, em contraste com o grupo de controle que
registrou 571.624 células/ml, evidenciando uma diferenca significativa (P <
0,0001). Esta disparidade manteve-se estatisticamente relevante até o sétimo
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dia pos-inoculacéo (P = 0,0465). A modelagem da CCS ao longo do tempo foi
otimizada ao utilizar uma familia quase de distribuicdo de erros (deviance
explicada = 69,6%). Embora o efeito aleatério da placa ndo tenha sido
significativo (P = 0,467), o modelo foi simplificado, destacando um termo
temporal por tratamento significativo (P < 0,0001).

Conforme evidenciado na Figura 3, a CBT atingiu seu pico dois dias apds
a inoculagao, registrando 3.491.131 ufc/ml, em contrapartida ao controle que
apresentou 21.800 ufc/ml, revelando uma diferenga estatisticamente significativa
(P < 0,0001). Essa discrepancia manteve-se até o quarto dia p6s-inoculacéo,
com significancia estatistica (P = 0,0036). A modelagem do CBT ao longo do
tempo foi efetiva ao utilizar uma familia quase de distribuicdo de erros (deviance
explicada = 80,6%). O efeito aleatdrio ndo demonstrou significancia (P = 0,433),
similar ao observado para o CCS.
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Figura 1. Médias marginais temporais de NAGase estimadas por meio de um modelo aditivo
generalizado. Asteriscos na base do grafico indicam diferencas significativas entre a cabra
controle e as cabras inoculadas com Staphylococcus warneri usando o método de Sidak (P <
0,05). Sombras coloridas ao redor das linhas de tendéncia representam intervalos de confianga
de 95%.
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Figura 2. Médias marginais temporais da contagem de células somaticas estimadas por meio de
um modelo aditivo generalizado. Asteriscos na base do grafico indicam diferengas significativas
entre a cabra controle e as cabras inoculadas com Staphylococcus warneri usando 0 método de
Sidak (P < 0,05). Sombras coloridas ao redor das linhas de tendéncia representam intervalos de
confianca de 95%.
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Figura 3. Um modelo aditivo generalizado estima as médias marginais temporais da contagem
total de bactérias. Asteriscos na base do gréafico indicam diferengas significativas entre a cabra
controle e as cabras inoculadas com Staphylococcus warneri usando o método de Sidak (P <
0,05). Sombras coloridas ao redor das linhas de tendéncia representam intervalos de confianga
de 95%.
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3.3.2. Animais de campo

Dos 49 individuos avaliados, 34 foram identificados como mastiticos com
base no limiar de CCS estabelecido, conforme detalhado na Tabela 1. Observou-
se que o nivel de CCS nas cabras mastiticas foi elevado, apresentando uma
magnitude 37,81 vezes superior em comparag¢ao com as cabras ndo mastiticas.
Em contraste, ao analisar a atividade de NAGase, a diferenca entre os grupos
foi menos acentuada, com uma média de 10,21% superior nos animais
mastiticos (tabela 1). Ao examinar a variacdo dos valores entre 0 maximo e
minimo, tanto para CCS quanto para NAGase, verificou-se uma maior amplitude
nas cabras mastiticas. Entretanto, o erro padrao foi maior na CCS para as cabras
mastiticas. A correlacdo de Pearson (0,63) revelou uma associacao linear
moderada e significativa (df = 47, t = 5,5387, P < 0,0001) entre os niveis de
NAGase e CCS.

A Figura 4 demonstra o algoritmo de arvore de decisdo que reconheceu
um ponto de corte na atividade de NAGase (4,04 = log10(10943,85 pmoles de 4-
MU/min/pl de leite)) que separa animais saudaveis e animais com mastite
subclinica moderada ++, dos animais com mastite clinica e mastite subclinica
leve +.

Foram encontrados dois pontos de corte na CCS que separam os animais
saudaveis dos animais subclinicos ++ e 0s animais subclinicos + dos animais
clinicos, que foram, respectivamente, 6,32 (log10(2071715 células/ml)) e 6,39
(log10(2448950 células/ml)). Com esse conjunto de pontos de corte, 0 modelo
reconheceu com sucesso os diferentes niveis de mastite na populacdo de cabras
do campo, sem nenhum individuo classificado incorretamente na fase de teste

do modelo estatistico.
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Tabela 1. Pardmetros descritivos da atividade de NAGase e da contagem de células somaticas

(CCS) de caprinos considerados mastiticos ou ndo mastiticos pelo valor de limiar de CCS
(2.000.000 células/ml, Souza et al. 2012).

Parametros CCS > 2000000 CCS < 2000000
CCS NAGase CCS NAGase

Normal log10 Normal log10 Normal log10 Normal log10
Média 17202029 7.0291 15571.89 4.0113 4548667 5.3529 14128.86 4.0019
Erro padrado 3360407 0.0729 2555.48 0.0704 145807 0.1385 3351.21 0.0947
Min 2192000 6.3408 1663.09 3.2209 40000 4.6021  2500.89 3.398f1
Max 98452000 7.9932 57405.06 4.7590 1958000 6.2918 44709.31 4.6504
Amplitude 96260000 1.6523 55741.97 1.5380 1918000 1.6897 42208.43 1.2523
(n)* 34 34 34 34 15 15 15 15

*(n) representa o numero de animais considerados mastiticos ao aplicar o limiar de CCS.
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Figura 4. Populagao de caprinos de campo em relagdo aos valores (logaritmicos) da atividade

da NAGase e da contagem de células somaticas (CCS) observados no leite. O grafico também

mostra o resultado do treinamento e do teste de um modelo de arvore de decisdo com 80% e

20% dos dados, respectivamente. Dessa forma, diferentes linhas tracejadas verdes indicam o(s)

ponto(s) de corte em cada variavel encontrados no treinamento do modelo de arvore de decisao.

Pontos circulados dentro de cada poligono sombreado indicam os caprinos que participaram da

populagdo de treinamento. Pontos triangulares indicam os individuos que participaram da

populagéo de teste (validagéo).
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3.4. DISCUSSAO
3.4.1. Infeccédo experimental

A NAGase, uma enzima lisossomal presente no leite, serve como
indicador de inflamacado na glandula mamaria devido a sua origem em células
fagociticas, principalmente neutréfilos (Novac and Andrei, 2020). Neste estudo,
observamos um aumento significativo na atividade da NAGase apds IMI,
conforme ilustrado na Figura 1.

Os achados do nosso estudo se alinham com pesquisas anteriores.
Leitner et al. (2004) analisaram 500 amostras de leite caprino de diversos
rebanhos e identificaram uma correlagdo marcante entre o estado bacteriolégico
do ubere e a atividade de NAGase. Além disso, Barth et al. (2010) constataram
que a infecgao intramamaria impactou significativamente a atividade da NAGase
em 58 amostras de leite de cabra, ao investigarem a influéncia da infecgéo nos
parametros do leite. Estudos adicionais também demonstraram uma atividade
significativamente mais elevada de NAGase em amostras de leite de uUbere
infectado em cabras em diferentes estagios de lactagcdo em comparagédo com a
metade nao infectada do Ubere (Stuhr et al., 2013; Kumar et al., 2019).

Assim, os resultados encontrados em nosso estudo reforgam o potencial
da NAGase como uma ferramenta eficaz para monitorar a saude mamaria em
cabras, permitindo diferenciar animais infectados de n&o infectados inclusive nos
estagios iniciais da infecgao.

As infeccbes intramamarias aumentam o influxo de leucdcitos
sanguineos, principalmente neutréfilos, que sdo atraidos pela quimiotaxia para
combater o patégeno envolvido na infeccdo. Esses leucdcitos também
contribuem significativamente para o aumento da CCS no leite secretado, que é
o indicador mais amplamente utilizado da saude da glandula mamaria em
bovinos, ovinos e caprinos. No entanto, a interpretacdo da CCS em cabras pode
ser dificil devido a varios fatores fisiologicos que influenciam o aumento na
contagem dessas células (Jimenez-Granado et al., 2014; Novac and Andrei,
2020; Margatho et al., 2021).

Observamos que durante o desenvolvimento da infeccao experimental em

nosso estudo, houve um aumento significativo na CCS ap0s a inoculagéo (Figura
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2), confirmando o recrutamento de células do sistema imunol6gico para o local
da infeccao e apoiando os resultados obtidos para a NAGase.

Embora o limiar preciso da contagem de CCS para detectar mastite em
cabras leiteiras nao esteja claramente definido, estudos tém consistentemente
indicado uma elevacéo significativa nas contagens de células quando a glandula
mamaria esta infectada (Leitner et al., 2004; Koop et al., 2012; Stuhr et al., 2013;
Kumar et al., 2019), corroborando com nossos achados conforme ilustrado na
Figura 1.

Ainda que o uso primario da CCS para diagnéstico de mastite em cabras
possa ter suas limitacoes, ele continua sendo o método predominante na pratica
(Koop et al., 2012; Margatho et al., 2021), mesmo que sua interpretacdo seja
desafiadora. Contudo, em ambientes controlados, com minimizacéo de variaveis
biolégicas, como evidenciado em nossa pesquisa, a CCS emerge como um
parametro confiavel para indicar a infeccao.

A contagem de placas bacterianas € o método convencional para
determinar a presenca de bactérias no leite, fornecendo informagcdes sobre
células viaveis e sua multiplicacao. No entanto, devido ao tempo necessario para
realizar essa técnica, métodos mais rapidos, como a citometria de fluxo,
ganharam popularidade nos laboratorios de andlise de leite para determinar a
contagem total de bactérias (CBT) em cabras e ovelhas (De Garnica et al., 2013;
Koop et al., 2010; Sierra et al., 2009).

Em nosso estudo, utilizamos a CBT como um parametro para monitorar o
status bacteriolégico dos animais. Observamos um pico de células bacterianas
no segundo dia apo6s a infec¢ao (Figura 3), que coincidiu com 0 momento das
outras andlises. Essa descoberta sugere fortemente que o aumento da NAGase
e da CCS foi principalmente devido a proliferacéo de bactérias (Figuras 1 e 2).

A relacao entre infecgbes intramamarias causadas por Staphylococcus
coagulase-negativo (CNS) e CCS nao esta bem estabelecida na literatura. A
maioria dos estudos foi conduzida em rebanhos de campo, onde fatores
fisiologicos influenciam fortemente a variagdo na contagem de células. Portanto,
€ importante considerar esses fatores ao avaliar a relacao entre a presenca de
CNS e CCS em cabras (Gosselin et al., 2019).

No entanto, em nosso estudo, que consistiu em uma infecgcédo

experimental em um ambiente controlado, com todos os animais sujeitos ao
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mesmo manejo e condi¢cdes, foi possivel observar que uma infeccao
intramamaria causada por um patégeno CNS influenciou fortemente as

alteragcdes nos parametros do leite, como CCS e NAGase.
3.4.2. Animais de campo

Nossos dados em animais de campo demonstram pontos de corte com
valor de Logio de 6,39 (2.448.950 células/ml), sugerindo que valores mais
elevados de CCS podem ser usados para distinguir animais mastiticos dos
saudaveis. Varios estudos sugerem que valores mais elevados que os pontos de
corte definidos de CCS sao mais apropriados para diferenciar animais com e
sem mastite (Souza et al.,, 2012; Jimenez-Granado et al., 2014). Em
conformidade com isso, nossos dados de infeccdo experimental sobre CCS
(Figura 2) mostraram que 0s animais apresentaram niveis crescentes acima do
ponto de corte de 2.000 x 108 células/ml.

Em um estudo realizado por Min et al. (2007), que examinou infec¢des
intramamarias subclinicas e seu impacto na composi¢ao do leite em 35 cabras,
foram relatados valores de CCS variando de 2.000 a 4.000 x 102 células/ml em
cabras infectadas. No entanto, eles ndo conseguiram correlacionar precisamente
a infecgao intramamaria com o aumento da CCS. Isso destaca a complexidade
da interpretacdo da CCS em cabras e a influéncia de diversos fatores nas leituras
de CCS.

Ao analisar o leite de 200 cabras leiteiras de diferentes rebanhos, Kumar
et al. (2019) encontraram valores médios de CCS e Log1occs significativamente
mais elevados nas metades de Ubere infectadas (CCS = 3619,63+35, Log1occs
= 6,3120,05) em comparagcdo com as metades de ubere ndo infectadas (CCS =
1422,15£17, Logioccs = 5,67+0,03), o que esta alinhado com os valores
observados em nosso estudo ao distinguir animais mastiticos de ndo mastiticos.
Isso sugere que valores mais elevados de CCS podem de fato ser indicativos de
infeccdo mamaria em cabras leiteiras.

Um estudo recente de Nagahata et al. (2022), que investigou 62 cabras,
observaram que amostras de leite com CCS entre 301-1000 x 103 e >1010 x 103
células/ml apresentaram maior positividade bacteriolégica do que aquelas com
CCS < 300 x 103. Esse resultado sugere que valores elevados de CCS podem

estar associados a presenca de infec¢ao intramamaria.
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Nao podemos descartar os efeitos das flutuagcées sazonais e do estagio
de lactacéo para os valores mais baixos de CCS encontrados na literatura (Stuhr
et al., 2013). Como mostrado na Figura 4, animais subclinicos + podem ser
classificados erroneamente como saudaveis se apenas o parametro CCS for
considerado, demonstrando que esse parametro isoladamente nao é confiavel.
E importante levar em conta multiplos fatores e realizar uma avaliagdo
abrangente para a detec¢ao precisa de mastite em cabras.

A definicdo de um valor limite para a atividade da NAGase na literatura é
desafiadora devido a variagdo nas unidades de medida nos estudos existentes,
embora muitos empreguem testes fluorométricos para essa avaliacao. Contudo,
estudos indicam um aumento significativo na atividade da NAGase em cabras
com infecgbes na glandula mamaria em diferentes estagios de lactacéo (Leitner
et al., 2004; Barth et al., 2010; Stuhr et al., 2013; Kumar et al., 2019; Nagahata
et al., 2022). Essa constatacdo ressalta o potencial da NAGase como um
indicador valioso também em cabras infectadas naturalmente. Portanto, ha uma
necessidade evidente de estabelecer um método padronizado e eficaz para sua
utilizacdo, e nosso estudo contribui com uma abordagem pratica e eficiente
nesse contexto.

Por fim, ao analisar a Figura 4, é evidente que avaliar os animais usando
apenas um parametro, seja NAGase ou CCS, apresenta limitacbes na
diferenciacdo dos grupos, especialmente devido a proximidade dos pontos de
corte da CCS. No entanto, a combinacdo dos parametros NAGase e CCS
proporciona uma distingdo mais clara entre os grupos. Animais saudaveis se
distinguem por valores mais baixos tanto de CCS quanto de NAGase, enquanto
aqueles com mastite clinica exibem niveis elevados desses parametros. Essa
integracdo dos dados destaca a importancia da analise combinada para um
diagnéstico mais acurado de mastite em cabras leiteiras.

3.5. CONCLUSAO

A enzima N-acetil-B-D-glucosaminidase € expressa em quantidades
maiores no leite de cabras experimentalmente infectadas com S. warneri. A
combinacdo de NAGase com a CCS fornece um diagndéstico mais preciso e
diferencial de animais naturalmente infectados em diferentes estagios de
mastite, o que pode ser util na prevencao e tratamento da mastite caprina.
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3.8. MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela Suplementar S1: Médias marginais estimadas da atividade de (NAGase) avaliada ao
longo do tempo da infecg@o experimental em caprinos por Staphylococcus warneri.

Treatmen Time (days)
t 0 1 2 3 4 5 6 7
Control 5017+834a 5017+834a  5017+834b 5017 +834b 5017+ 834b  5017+834b 5016+834a 5016+834a

Inoculate 6666 + 1490 5958 + 1380 35235 + 3459 14333 + 2169 13598 + 2110 8728 + 1674 7562 + 1564 7426 £ 1574

d a a a a a a a a

Different letters indicate significant differences by sidak method (P < 0.05)

Tabela Suplementar S2: Médias marginais estimadas da Contagem de células somaticas (CCS)

avaliada ao longo do tempo da infecgdo experimental em caprinos por Staphylococcus warneri.

Time (days)
Treatment
0 2 4 5 7
Control 571624 + 788567 a 571624 + 788540 b 571625 + 788529 b 571625 + 788529 b 571626 + 788541 b

Inoculated 1240579 + 1110684 a 9746450 + 895066 a 3683105+ 861165a 3310432+ 868888 a 3067765+ 907620 a

Different letters indicate significant differences by sidak method (P < 0.05)

Tabela Suplementar S3: Médias marginais estimadas da Contagem bacteriana total (CTB)
avaliada ao longo do tempo da infecgao experimental em caprinos por Staphylococcus warneri.

Time (days)
Treatment
0 2 4 5 7
Control 21800 + 200233 a 21800 + 200231 b 21800 + 200231 b 21800 + 200231 a 21800 + 200233 a

Inoculated 87468 + 257839 a 3491131 + 254331 a 1010960 + 245149 a 396216 + 247248 a 467359 + 257716 a

Different letters indicate significant differences by sidak method (P < 0.05)
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RESUMO

A mastite é uma inflamacdo da glandula mamaria com repercussées na
producéo e na qualidade de leite em rebanhos leiteiros. Staphylococcus spp. sao
0s patdgenos mais frequentemente associados a mastite clinica e subclinica em
caprinos. Neutréfilos desempenham um papel fundamental na defesa contra
infecgdes e inflamacdes, sendo a primeira linha de defesa contra patégenos
invasores. Em casos de mastite, essas células migram para o leite e utilizam
diversas estratégias. Além disso, os neutréfilos sdo capazes de liberar
armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETSs), estruturas compostas por DNA,
histonas e proteinas bactericidas que capturam patégenos e limitam sua
disseminacgao. Este estudo investigou se ha a liberagdo de NETs por neutréfilos
caprinos estimulados in vitro por Staphylococcus aureus e Staphylococcus
warneri, dois patdgenos comuns da mastite caprina. Sangue de cabras adultas
saudaveis foram coletados e utilizados no isolamento de neutréfilos
polimorfonucleares caprino (PMNs). Avaliamos a formacdo NETs caprinos
induzindo as células sob quatro estimulos: forbol 12-miristato 13-acetato (PMA),
como controle positivo, citocalasina para inibicdo da polimerizacao de actina, S.
warneri e S. aureus. Controle negativo contendo apenas PMNs também foi
realizado. Os dados foram submetidos a analise estatistica. Os resultados
demonstraram que os neutréfilos caprinos foram capazes de formar NETs em
resposta a estimulacéo quimica e a presenca das bactérias estudadas. As NETs
capturaram eficazmente os patégenos, indicando que os neutréfilos caprinos tém
a capacidade de aprisionar esses invasores através desse mecanismo. Esses
achados sugerem que, além da fagocitose classica, a formacédo de NETs pode
ser um mecanismo complementar importante na defesa contra a mastite em
caprinos. Os resultados indicam que héa diferencas entre S. warnerie S. aureus
e estes podem induzir niveis variados de formagdo de NETs, destacando a
importadncia de considerar as caracteristicas individuais dos patégenos. Em
conclusdo, este estudo demonstra um mecanismo de defesa celular contra a
mastite em caprinos, através da formacao de NETs em resposta a presenca de

S. aureus e S. warneri, sendo um dado inédito na literatura.

Palavras-chave: Ruminantes. Neutrofilos. Staphylococcus spp.
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4.1. INTRODUCAO

A mastite € uma condicao inflamatéria da glandula mamaria que pode levar
a varias alteragbes, dependendo do patdégeno causador, da gravidade das
lesbes e dos danos ao parénquima do Ubere. Se apresenta de forma clinica e
subclinica e ambas sdo importantes nos rebanhos caprinos leiteiros devido ao
impacto negativo na producdo e qualidade do leite afetando inclusive a
disponibilidade para o consumo humano (Rainard, Foucras, et al., 2018; Xie et
al., 2021).

No rebanho caprino, a mastite subclinica apresenta uma incidéncia que
pode superar 30%, enquanto a forma clinica € menos comum, com incidéncia
inferior a 5%. Vale ressaltar que, frequentemente, os casos clinicos em cabras
exibem sintomas mais severos em compara¢ao com os observados em bovinos
(Kahinda & Kahinda, 2021).

Varios patégenos podem causar mastite, mas Staphylococcus spp. sdo
0S micro-organismos causais mais frequentemente isolados infec¢des
intramamarias em caprinos e ovinos (Contreras et al., 2007; Nelli et al., 2022).

A mastite subclinica é predominantemente causada por estafilococos
coagulase-negativos (SCN), considerados menos patogénicos. Alguns desses
SCN comumente isolados sao Staphylococcus caprae, Staphylococcus
epidermidis,  Staphylococcus  xylosus,  Staphylococcus  chromogenes,
Staphylococcus simulans e Staphylococcus warneri (Andrade et al., 2021; Rosa
et al., 2022; Salaberry et al., 2015). Por outro lado, a mastite clinica é
principalmente causada por Staphylococcus aureus, que resulta geralmente em
mastite clinica aguda (Contreras et al., 2007; Kahinda & Kahinda, 2021).

Os neutrofilos desempenham um papel crucial na defesa contra doencas
inflamatérias causadas por infeccoes e problemas metabdlicos. Eles sédo a
primeira linha de defesa contra patégenos prejudiciais, como aqueles
responsaveis por mastite, metrite e infec¢des parasitarias. Em casos de mastite,
os neutréfilos se deslocam do sangue para o leite e utilizam diversas estratégias,
incluindo reagbes quimicas oxidativas e ndo oxidativas, para combater e destruir
os patégenos invasores (Kobayashi et al., 2005; Swain et al., 2014; Worku et al.,
2021).



86

A fagocitose é a principal maneira pela qual os neutréfilos eliminam os
Staphylococcus spp. A rapida chegada dos neutréfilos as areas infectadas da
glandula mamaria é vital, auxiliada por opsoninas (anticorpos e complemento),
bem como citocinas provenientes de varias células imunoldgicas, incluindo as
mieloides e linfoides, que fortalecem a resposta dos neutréfilos no sistema de
defesa. A importancia desse sistema de defesa é evidenciada pela variedade de
fatores estafilocécicos projetados para combaté-lo, tais como exopolimeros,
proteina estafilocdcica A, alfa-toxina, leucotoxinas e outros componentes
(Rainard, Foucras, et al., 2018).

Brinkmann et al. (2004) identificaram pela primeira vez a formagéo das
armadilhas extracelulares de neutroéfilos (NETs) como um processo regulado de
liberacdo da cromatina nuclear. Essa descoberta sugere um papel
fisiologicamente benéfico das NETs na defesa do hospedeiro, a qual vem sendo
extensivamente estudada nos ultimos anos (Boeltz et al.,, 2019). Essas
estruturas, produzidas por neutrofilos ativados em um processo de morte celular
nédo apoptodtica, compreendem uma combinacdo de DNA, cromatina revestida
com histonas e varias proteinas, incluindo mieloperoxidase (MPQO) e elastase de
neutréfilos  (NE), que possuem propriedades antimicrobianas e de
permeabilidade (Halverson et al., 2015). As NETs possuem um impacto na
evolucao de vérias doencgas infecciosas, assim como a mastite (Grinberg et al.,
2008; Ravindran et al., 2019).

As NETs tém a capacidade de capturar patégenos ao se ligarem a sua
superficie, limitando e confinando esses patégenos a regides especificas de
infecgdo. Esse processo ajuda a evitar sua disseminagao para diferentes tecidos
através da corrente sanguinea periférica (Seeley et al., 2012).

Foi demonstrado que as NETs desempenham um papel no processo de
eliminagao de patdégenos na glandula mamaria, com pesquisas que demonstram
que tanto bactérias gram-positivas quanto gram-negativas relacionadas a
mastite estdo ligadas as NETs em bovinos (Lippolis et al., 2006; Grinberg et al.,
2008; Swain et al., 2014; Wei et al., 2019) e em ovinos (Pisanu et al., 2015;
Cacciotto et al., 2016).

Apesar do sistema imune inato, particularmente o0s neutrdfilos,

desempenhar um papel crucial na saude da glandula mamaria, o envolvimento
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preciso das NETs na resposta imunoldgica contra a mastite ainda nao foi
completamente elucidado (Xie et al., 2021).

A capacidade dos neutréfilos caprinos de formar armadilhas
extracelulares (NETs) tem sido pouco explorada, com foco limitado em
parasitoses (Silva et al. 2014). A interacdo de NETs com patbégenos
responsaveis pela mastite em caprinos permanece inexplorada, sublinhando
uma lacuna no entendimento para aprimoramento do manejo sanitario desses
animais.

Assim, neste estudo objetivamos examinar se ha a liberacdo de
armadilhas extracelulares (NETs) por neutréfilos de caprinos quando submetidos
a estimulos in vitro por S. aureus e S. warneri associados a mastite nestes

animais.
4.2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais -
CEUA/UFV sob o numero 62/2018.

4.2.1. Preparo bacteriano

Utilizamos dois representantes de bactérias responsaveis pela mastite em
caprinos para analisar a indugcédo da formacao de NETs por neutrofilos desses
animais. No grupo SCN, empregamos um isolado de Staphylococcus warneri
obtido de um caso de mastite subclinica persistente em cabras. Esse isolado foi
identificado com base em caracteristicas microbioldégicas e genéticas, e
demonstrou possuir multiplos genes de viruléncia (Franga, 2021 — dados nao
publicados). Como representante de Staphylococcus aureus, utilizamos a cepa

ATCC 33591 (https://www.atcc.org/products/33591), que possui varios genes de

resisténcia.

Os isolados foram plagueados em agar Brain Heart Infusion (BHI) para
conferir a pureza e, em seguida, cultivados em caldo BHI over nigth a 37 °C em
estufa bacteriolégica. A concentracdo dos isolados foi ajustada por
espectofotdbmetro para 2 x 107 UFC/mL, a fim de serem utilizados nas analises
subsequentes.


https://www.atcc.org/products/33591
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4.2.2. lIsolamento de neutréfilos polimorfonucleares caprino

O isolamento foi realizado de acordo com Silva et al., (2014), com algumas
modificacées. Foram coletados 20 ml de sangue de quatro cabras adultas
clinicamente saudaveis, por meio da pun¢ao da veia jugular, em tubos contendo
litio-heparina como anticoagulante. O sangue heparinizado foi diluido, sob
condicOes estéreis, em uma quantidade igual de solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) contendo 0,02% de acido etilenodiaminotetracético (EDTA). Em
seguida, foi cuidadosamente colocado em 3 ml de solucdo de separacao Ficoll
paque® e centrifugado a 800 x g por 45 min. Apds a remocao do sobrenadante,
as células foram ressuspendidas na proporcao de 1 ml de solugéo celular para
10 ml de tampéo de lise de células vermelhas (Cloreto de Aménio 0,155 M,
Bicarbonato de sédio 0,12 M, EDTA 0,0001 M) e homogeneizadas por inversao
lenta durante 1 minuto para lisar os eritrécitos. A osmolaridade foi reajustada
pela adicdo de 5 ml de Hanks’ Balanced Salt solution. Os PMNs caprinos foram
lavados duas vezes (10 min, 400 x g, 4 °C) em meio RPMI 1640 e
ressuspendidos no mesmo meio. A visualizagdo das células PMNs foi possivel
por meio do esfregaco das células obtidas ao final do processo de isolamento e
coloragdo com Panoético Rapido. A viabilidade foi avaliada pela exclusdo do

corante azul de Trypan.

4.2.3. Formacéo de armadilhas extracelulares de neutréfilos in vitro

A concentracdo de PMNs caprino foi ajustada para 2 x10% mI-' em meio
RPMI 1640. As células foram semeadas em laminulas de vidro redondas estéreis
de 13 mm, colocadas dentro dos pocos das placas de cultura de 24 pogos e
incubada por 1 h, a 37 °C em atmosfera umidificada com 5% de CO:z (Rebordao
et al., 2014).

Apés esse periodo, avaliamos a formacao de armadilhas extracelulares
em neutrofilos caprinos induzindo as células sob os seguintes estimulos: (a)
100nM de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA, Sigma-Aldrich) um forte indutor
de NETs, como controle positivo; (b) citocalasina (Cyt, 10 pg/ml; Sigma-Aldrich)
que impede a polimerizacdo da actina (c) Staphylococcus warneri e (d)
Staphylococcus aureus. Um controle negativo contendo apenas PMNs também

foi realizado.
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Apoés incubagéo, as laminulas de vidro contendo os PMNs foram lavadas
trés vezes em PBS e permeabilizadas com Triton X-100 a 0,5%. Em seguida, os
NETs foram fixados com paraformaldeido a 4% por 1 hora. As amostras foram
coradas com DAPI a 300 nM durante 15 min (Sigma-Aldrich) e observados
usando um Fotomicroscopio Monocroméatico Olympus BX53. As estruturas
filamentosas de NETs presentes em cada campo microscépico foram contadas
manualmente. Para cada laminula, foram visualizados dez campos

microscopicos com ampliacdo de 200x.
4.2.4. Andlises estatisticas

Para demonstramos as diferengas entre a presenca de S. warneri e S.
aureus entre os demais estimulos na formagéao de NETs por neutréfilos caprinos
algumas analises estatisticas foram realizadas.

Armadilhas extracelulares de neutréfilos por campo (NETs/Field) foram
transformadas usando o método BoxCox e submetidas a um modelo linear de
efeito misto usando a funcao “Imer()” do pacote R “Ime4” (Bates et al., 2015). O
modelo foi ajustado considerando os tratamentos como variaveis explicativas,
que englobaram algumas combinacdes de niveis entre Citocalasina (niveis: Nao
e Sim [a 10 pg/mL]), PMA (niveis: Nao e Sim [a 100nM]) e bactérias (niveis: S
aureus, S. warneri e Nenhum). Além disso, o dia da leitura dos dados foi
considerado como efeito aleatério. As parcelas de residuos foram inspecionadas
visualmente usando a fungdo “resid_panel()” do pacote R “ggResidpanel’
(Goode & Rey, 2019) para verificar a adequacdo do modelo. A andlise de
variancia tipo lll foi realizada utilizando a fung¢ao “Anova()” do pacote R “car” (Fox
& Weisberg, 2019) a 5% de significancia. Verificada a significancia dos efeitos,
as médias foram extraidas do modelo ajustado utilizando a fungao “emmeans()”
do pacote R “emmeans” (Lenth, 2023) e comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de significancia utilizando a fungéo “cld ()’ do pacote “multcomp” (Hothorn et al.,
2008). Toda a manipulacédo e analise dos dados foi realizada em R (R Core
Team, 2022).
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As NETs consistem em uma estrutura de rede externa, liberada por
neutroéfilos que sofreram algum tipo de estimulacao (Grob et al., 2020; Swain et
al., 2014). Na microscopia de fluorescéncia podemos observar a formagao de
estruturas filamentosas semelhantes a descrita na literatura, tanto por
estimulacao quimica quanto por bactérias, como demonstrado na figura 1.

As NETs tém a capacidade essencial de capturar e restringir patégenos
em sua superficie, impedindo sua disseminagao pela circulagdo sanguinea. Este
mecanismo antimicrobiano permite a captura e exposicdo de patdgenos a
peptideos antimicrobianos e enzimas na estrutura da cromatina (Xie et al., 2021).
A figuras 1 evidenciam a habilidade dos neutréfilos caprinos em aprisionar S.
aureus (C) e S. warneri (E) nas armadilhas formadas, destacando a eficacia
deste mecanismo de defesa.

Em bovinos, a relacdo entre bactérias associadas a mastite e as NETs
tem sido amplamente investigada (Grinberg et al., 2008; Swain et al., 2014).
Estudos in vitro destacam o papel crucial das histonas nas NETs, evidenciando
seu impacto no dano as células epiteliais mamarias (Wei et al.,, 2019).
Estratégias que visam modular a formacao excessiva de NETs surgem como
promissoras para atenuar lesdes teciduais (Vong et al., 2014; Wei et al., 2019).
Adicionalmente, observacées em bovinos revelaram a formacéao de NETs tanto
em neutréfilos sanguineos quanto em amostras de leite, sugerindo uma limitacao
as infec¢des causadas pelos micro-organismos invasores (Lippolis et al., 2006).

Em ovinos, ha estudos que descreveram a formacao de NET in vivo em
leite e em tecidos da glandula mamaria tanto por infecgdo experimental por
Streptococcus uberis (Pisanu et al., 2015) quanto por infeccao natural por
Mycoplasma agalactiae (Cacciotto et al., 2016). Esses achados indicam a
relevancia dos NETs como parte do sistema de defesa imunolégica dos animais
contra a mastite e destacam seu papel na resposta antimicrobiana.



Figura 1. Formacao de Neutrophil extracelular traps (NETs) em neutréfilos caprinos. (A) Controle negativo, apenas

Neutrofilos polimorfinucleares (PMNs) caprino (B) Controle positivo, PMNs com adicdo de 100nM de forbol 12-

miristato 13-acetato (C) PMNs com adicdo de 2 x 107 UFC/mL de Staphylococcus aureus (D) PMNs com adicdo
de 2 x 107 UFC/mL de S. aureus e citocalisina 10ug/ml (E) PMNs com adicédo de 2 x 107 UFC/mL Staphylococcus

warneri (F) PMNs com adicdo de 2 x 107 UFC/mL de S. warneri e citocalisina 10ug/ml. As setas amarelas mostram

NETs. As setas azuis indicam Staphylococcus spp. presente nas armadilhas. O DNA foi corado utilizando
dicloridrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e visualizado em microscépio de fluorescéncia monocromatico. A

barra indica 50pum.
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Em caprinos, a capacidade das células de defesa de formar armadilhas €
pouco documentada o que demonstra a importancia de estudos nesse contexto.
Estudos anteriores, como o de Silva et al. (2014), ja apontavam para a formacao
de NETs por neutrofilos polimorfonucleares (PMN) em resposta a diferentes
estagios do protozodrio Eimeria arloingi. Esta descoberta foi corroborada por
Munoz-Caro et al. (2016), que identificaram a presenga de DNA de neutrofilos,
elastase e histonas em tecidos infectados por Eimeria spp., reforcando a
importancia das NETs na resposta imune caprina. Notavelmente, nosso estudo
pioneiro agora evidencia a formacao de NETs em neutréfilos caprinos induzidos
por bactérias causadoras de mastite, ampliando o entendimento sobre a
resposta imunolégica desses animais a patdgenos especificos.

Ao quantificarmos as diferencas na formacao de NETs em PMNSs caprinos
sob diferentes estimulos, a analise de variancia revelou impacto notavel (x2 =
160,79, gl = 6, P < 0,001) atribuido aos tratamentos nas NETs/Campo.
Podemos observar, na figura 2, que o0s neutrofilos aumentaram
significativamente a producédo de NETs na presenca de S. aureus superando
todos os demais tratamentos. Ja a na presenca de S. warneri também houve
aumento na producao de NETs, assemelhando-se ao controle positivo. Por
ultimo, nos casos em que ambas as bactérias foram adicionadas juntamente com
citocalasina, as formacdo de armadilhas pelos PMNs se assemelhamaram
estatisticamente ao controlo negativo, demonstrando assim o comprometimento
celular causado pela adicdo da citocalisina.

Este estudo demonstra pela primeira vez que neutrofilos
polimorfonucleares (PMNSs) caprinos estimulados tém a capacidade de formar
NETSs in vitro na presenca de bactérias causadoras de mastite, como S. warneri
e S. aureus. Tais descobertas ressaltam que os NETs produzidos pelos PMNs
caprinos tém potencial para capturar esses patdgenos, representando uma via
complementar a fagocitose e pode influenciar na resposta imune que se

desencadeia nesses animais.
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C — (only PMNs)

C + (PMNs + PMA)
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PMNsg + S. aureus + cytochalisin

PMNs + S. warneri + cytochalisin

6 8 10 12
Neutrophil extracellular traps/Field

Figura 2. Neutrophil extracellular traps por campo sob influéncia de citocalisina, phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA) e presenca de Staphylococcus spp. Médias seguidas de letras diferentes sao
significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Neste estudo, evidenciamos que neutréfilos caprinos, quando estimulados
com 100 nM de PMA, produziram NETs, conforme ilustrado nas Figuras 1(B). O
PMA funcionou eficazmente como um controle positivo para as células caprinas,
dada sua natureza como um potente mitdgeno que ativa a proteina quinase C
(PKC), com subsequente aumento no calcio intracelular e ativacdo da NADPH
oxidase, levando a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Hakkim et
al., 2010; Kaplan & Radic, 2012).

Quando PMNs caprinos foram incubados com citocalasina, a formacgéao de
NETs foi comprometida, assemelhando-se ao controle negativo. No entanto, a
presenca das bactérias foram capaz de estimular a formacao de NETs mesmo
com o comprometimento celular (Fig. 2). Essa informagdo ganha relevancia ao
considerarmos a resposta imunoldgica aos patdégenos na glandula mamaria.
Estudos anteriores sugeriram que a gordura e as proteinas do leite suprimem as
principais funcdes antibacterianas dos neutréfilos, como a fagocitose e a
explosao oxidativa. No entanto, esses componentes nao inibem a liberagéo de
NETSs por neutréfilos bovinos (Lippolis et al., 2006).
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Assim, nosso estudo sugere que, além da fagocitose classica que é o
mecanismo principal pela qual os neutréfilos eliminam os Staphylococcus spp.,
a formagdo de NETs por essas células pode ser uma alternativa e um
mecanismo complementar para caprinos no combate a mastite.

Alguns autores ressaltam que ha uma variedade de proteinas e vias
envolvidas na formacdo de NETs em resposta a diferentes estimulos, com
énfase especial no papel da citrulinagdo nesse processo (Konig & Andrade,
2016). Por exemplo, os neutréfilos humanos que formam NETs em resposta ao
PMA, necessitam de PKC, célcio, ROS, MPO e NE, o que contrasta com a
inducdo de NETs por S. aureus. Neste ultimo caso, a formacdo de NETs
depende principalmente da capacidade dos neutrofilos de gerar ROS (Fuchs et
al., 2012; Kenny et al., 2017). Assim, compreender essas vias € crucial devido a
liberacdo de cromatina como mecanismo de defesa do hospedeiro, o que ja foi
identificado tanto em animais quanto em plantas. Isso demonstra a necessidade
de uma ampla gama de vias que induzem a formacao dessas estruturas (Tran et
al., 2016).

A formacédo de NET induzida por S. aureus e S. warneri foi responsavel
por valores maiores do que a estimulagdo quimica com PMA em nosso estudo,
apontando para uma capacidade consideravel de indugéo de NET das bactérias
(Figura 2). Outra caracteristica interessante, € que mesmo utilizando a mesma
concentragdo para ambas as bactérias de 2 x 107 UFC/mL, a multiplicagao
observada de S. aureus foi bem maior do que o isolado de S. aureus (Fig 1.) o
que também pode ter influenciado na maior inducédo de NETSs.

Em bovinos em infeccao natural por S. aureus, Swain et al. (2014)
demonstraram a formacdo de NETs como estratégias para combater os
patdgenos invasores na glandula mamaria. S. aureus isolados de mastite tém a
capacidade de produzir varios exopolimeros de superficie, como polissacarideos
capsulares e poli-N-acetil-b-1,6 glucosamina (PNAG), que estdo envolvidos na
resisténcia a fagocitose (Kampen et al., 2005; Pérez et al., 2009; Rainard et al.,
2018).

A cepa ATCC 33591 que utilizamos em nosso estudo possui genes para
codificacado capsular como o cap8A além do gene nuc que é uma nuclease
termoestavel que hidrolisa DNA e RNA nas células hospedeiras que também
promovem a fuga de microrganismos quando retidos por NETs (Andrade et al.,
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2021; Berends et al.,, 2010), possuindo assim mecanismos de escape a
fagocitose e ao proprio aprisionamento e morte por NETs o que pode sugerir a
quantidade maior de NETs por S. aureus em nosso estudo.

E relevante observar que a superexpressdo de NETs também pode
resultar em danos as células epiteliais mamarias. Nesse contexto, as histonas
desempenham um papel significativo na citotoxicidade induzida por NETS,
contribuindo para processos de necrose, piroptose e apoptose dessas células
epiteliais (Wei et al., 2019). Dados de outros estudos enfatizam que isolados de
S. aureus sao 0s principais responsaveis pela mastite gangrenosa em
ruminantes leiteiros, incluindo caprinos (Rainard, Gitton, et al., 2018), isso apoia
a hipétese levantada por nosso estudo que S. aureus induz uma maior formacao
de NETs do que os outros estimulos aqui estudados, o que pode contribuir para
uma resposta celular exacerbada e levar a danos teciduais.

O isolado de S. warneri que utilizamos € oriunda de mastite caprina
subclinica persistente, que possui genes de resisténcia que codificam bombas
de efluxo, bem como genes de viruléncia relacionados a adeséo celular, lipases
e hemolisina. No entanto, ndo apresenta genes envolvidos em mecanismos de
evasao da fagocitose, como os que codificam proteinas capsulares (Franga,
2021 — dados nao publicados).

No contexto da mastite, estudos indicam que a auséncia de expressao
capsular aumenta a adesdo e invasao de células eucaribticas por S. aureus
(Buzzola et al., 2007; Pohlmann-Dietze et al., 2000; Tuchscherr et al., 2005).
Além disso, cepas de E. coli ndo encapsuladas, provenientes de vacas com
mastite, demonstraram menor resisténcia a fagocitose por neutrofilos bovinos
em comparagao com cepas encapsuladas (Hill et al., 1983). Vale mencionar que
S. aureus sem capsula foi associado a mastite crénica em camundongos,
sugerindo que a auséncia de sintese de capsula pode permitir persisténcia
bacteriana na glandula mamaria (Bardiau et al., 2016; Tuchscherr et al., 2005),
caracteristica compartilhada pelo isolado de S. warneri utilizada em nossa
pesquisa, onde observamos que o S. warneri produziu menos NETs em
comparagao com o S. aureus.

Por fim, nosso estudo revela evidéncias inéditas sobre a resposta
imunoldgica dos neutréfilos caprinos frente a patdgenos relacionados a mastite.

Os resultados obtidos ndo apenas ampliam nosso conhecimento sobre a
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dindmica imune envolvida, mas também abrem caminho para futuras
investigagdes e potenciais avang¢os no manejo e controle de infec¢gdes mastiticas

em caprinos.
4.4. CONCLUSAO

Este estudo apresenta, pela primeira vez, a resposta dos neutrofilos
caprinos por meio da formagdo de armadilhas extracelulares para
aprisionamento de patégenos na presenca de S. aureus e S. warneri, sendo

ambos fortes indutores de formacéo dessas estruturas.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

A infecgdo experimental por S. warneri teve um impacto significativo na
microbiota e composicdo quimica do leite das cabras, manifestando notaveis
alteragdes nos constituintes como cloro, célcio, ferro e cobre. A correlacao entre
diferentes patdogenos e elementos quimicos destaca a complexidade dos
eventos durante o desenvolvimento da infec¢do mamaria caprina.

Dentro desta complexidade temos diagndésticos imprecisos, que
demonstramos em nosso trabalho uma potencial alternativa com a NAGase, ja
gue houve um aumento desta enzima no leite de cabras infectadas e em animais
infectadas naturalmente. Além disso, a pesquisa revelou uma resposta, ainda
nao descrita dos neutréfilos caprinos, formando armadilhas extracelulares para
aprisionar patégenos, evidenciando nuances distintas na resposta imunolégica
para cada micro-organismo. Assim, nosso trabalho também contribui para uma
compreensao da interacdo entre patdégenos e o sistema imunoldgico caprino,
oferecendo perspectivas em relacao ao manejo dos animais mastiticos.

Reconhecemos as desafios inerentes a implementacdo de novas
metodologias de diagndstico em ambiente de campo, por exemplo. Contudo, a
identificacdo de métodos alternativos aos tradicionalmente empregados pode
representar um avancgo significativo no manejo da mastite caprina. Além disso,
estudos in vivo investigando a resposta imunoldgica desses animais frente a
mastite forneceriam informacbes adicionais sobre os eventos que ocorrem
durante a infeccéo por patdégenos.

Compreender cada vez mais as interacées multifatoriais, inclusive por
meio de técnicas 6micas, é fundamental no contexto da mastite em rebanhos
caprinos. Essas abordagens oferecem conhecimentos valiosos sobre os
mecanismos envolvidos na doenca, possibilitando o desenvolvimento de

estratégias mais eficazes de prevencao e controle



