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RESUMO

POLVEIRO, Richard C., D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2022. Mastite
caprina: estudo da microbiota do leite por técnicas 6micas e microbiologia tradicional e o
seu uso como forma de tratamento. Orientadora: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira.
Coorientadores: Pedro Marcus Pereira Vidigal, Ricardo Seiti Yamatogi e Tiago Antonio de
Oliveira Mendes.

A mastite caprina € uma das principais doencgas que afeta a produgdo de leite e bem-estar do
caprino, sendo uma infec¢do causada principalmente por um ou mais agentes bacterianos na
glandula mamaria, como o grupo Staphylococcus Coagulase-Negative (SCN) e a espécie
Staphylococcus aureus. Dentre os SCN, Staphylococcus warneri tem sido identificada
comumente em casos de mastite clinica e subclinica. Métodos de diagndsticos padrdao, como
mensuragdes de contagem de células somaéticas (CCS) e isolamento do agente em lactocultura
sdo utilizados para diagnosticar dessa doenca. Por outro lado, os estudos metataxondmicos de
microbiotas surgiram com o desenvolvimento dos sequenciamentos de alto rendimento do gene
16S, o que criou um ponto de inflexdo em novas abordagens de identificagcdo de componentes
na microbiota do leite. Nosso objetivo foi induzir a infec¢do com S. warneri para criar um
quadro de mastite subclinica em cabras e avaliar a utilizagdo do transplante da microbiota do
leite de animais sauddveis como estratégia de tratamento para a mastite caprina. Oito cabras
sadias foram alocadas no infectério do Departamento de Veterindria, e seis delas submetidas a
inducdo da infeccdo por S. warneri e mais uma mantida como controle, sendo avaliadas por
sete dias. Em uma segunda fase, uma das cabras nao infectada foi designada como a doadora
de leite. As seis cabras submetidas a inducao da infec¢do, receberam o transplante de microbiota
por meio do leite da doadora por nove dias, sendo avaliadas por mais quatro apds o término.
Testes utilizados identificaram que a inducdo da infec¢do obteve sucesso nos animais,
apresentando aumento dos valores de CCS e CBT, além de aumento no nimero de cruzes do
exame de CMT, reducdo breve na produgdo de leite, assim como variagOes significativas no
leucograma. A andlise de microbiota por metataxonomia, antes e depois da infec¢do, revelaram
que ocorreram reducdes abruptas de varios gé€neros e espécies, o que culminou com o
predominio de 90% da microbiota por S. warneri e S. caprae em abundancia no leite dos
animais em geral, resultando em uma disbiose. Na fase de transplante de microbiota foi
identificado a diminui¢do da producgdo de leite apds alguns periodos de aplicagcdo da técnica,
assim como variagdes individuais significativas de aumento de CCS, e aumento no nimero de

cruzes no CMT para maioria dos animais, no entanto, ocorreu uma melhora de forma geral nos



parametros avaliados para um animal, a cabra D. Além disso, dois animais apresentaram
resultado negativo na udltima lactocultura realizada em 4gar Sangue. Ademais, de forma
positiva, os animais infectados alteraram a estrutura de suas microbiotas, reduzindo a
abundancia de S. warneri, e elevando a microbiota para uma abundancia geral das principais
espécies como H. parainfluenzae, S. simulans e S. aureus. No transplante, a cabra D apresentou
melhora no quadro clinico, sendo o tnico animal que ndo eliminou S. warneri de sua microbiota
geral, a tornando uma bactéria indigena a sua microbiota. Além disso, as andlises de beta
diversidade demonstraram que grupos diferentes de bactérias foram formados apds o
transplante, ressaltando que a microbiota final se tornou diferente do que foi durante a infeccao.
Portanto, com a indu¢do da mastite subclinica por S. warneri, foi possivel identificar diversas
alteracoes de valores de diagndstico para esse agente, e por outro lado, essa técnica
proporcionou a modificagdo da microbiota para um estado completamente diferente do animal
doador e da microbiota que os animais apresentavam. Assim, o transplante de microbiota do
leite demonstrou ser uma técnica promissora, que se aprimorada, pode se tornar uma nova

ferramenta de tratamento da mastite futuramente.

Palavras-chave: Bactéria. Caprino. Mastite. Metataxonomia. Microbiota do leite. Transplante

de microbiota.



ABSTRACT

POLVEIRO, Richard C., D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2022. Goat mastitis:
study of milk microbiota by omic techniques and traditional microbiology and its use as
a form of treatment. Advisor: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Co-advisors: Pedro
Marcus Pereira Vidigal, Ricardo Seiti Yamatogi and Tiago Antdnio de Oliveira Mendes.

Goat mastitis is one of the main diseases that affects milk production and goat welfare, being
an infection caused mainly by one or more bacterial agents in the mammary gland, such as the
Staphylococcus Coagulase-Negative (SCN) group and Staphylococcus aureus. Among the
CNS, Staphylococcus warneri has been commonly identified in cases of clinical and subclinical
mastitis. Standard diagnostic methods such as somatic cell count (SCC) measurements and
isolation of the agent from lactoculture are used to diagnose this disease. On the other hand,
metataxonomic studies of microbiota emerged with the development of high-throughput
sequencing of the 16S gene, which created an inflection point in new approaches to identifying
components in the milk microbiota. Our objective was to induce infection with S. warneri to
create a picture of subclinical mastitis in goats and to evaluate the use of microbiota
transplantation from milk from healthy animals as a treatment strategy for goat mastitis. Eight
healthy goats were allocated to the Veterinary Department's infectorium, and six of them were
subjected to induction of infection by S. warneri and one more kept as a control, being evaluated
for seven days. In a second phase, one of the uninfected goats was designated as the milk donor.
The six goats submitted to infection induction received the microbiota transplant through the
donor's milk for nine days, being evaluated for another four after the end. Tests used identified
that the induction of infection was successful in the animals, showing an increase in CCS and
CBT values, in addition to an increase in the number of crosses in the CMT exam, a brief
reduction in milk production, as well as significant variations in the leukogram. The microbiota
analysis by metataxonomy, before and after the infection, revealed that there were abrupt
reductions of several genera and species, which culminated in the predominance of 90% of the
microbiota by S. warneri and S. caprae in abundance in the milk of the animals in general,
resulting in a dysbiosis. In the microbiota transplantation phase, a decrease in milk production
was identified after some periods of application of the technique, as well as significant
individual variations in the increase of CCS, and an increase in the number of crosses in the
CMT for most animals, however, there was a general improvement in the parameters evaluated
for one animal, goat D. In addition, two animals showed negative results in the last lactoculture

performed on blood agar. Furthermore, in a positive way, the infected animals altered the



structure of their microbiota, reducing the abundance of S. warneri, and raising the microbiota
to a general abundance of the main species such as H. parainfluenzae, S. simulans and S. aureus.
In the transplant, goat D showed improvement in the clinical picture, being the only animal that
did not eliminate S. warneri from its general microbiota, making it an indigenous bacterium in
its microbiota. In addition, beta diversity analyzes demonstrated that different groups of bacteria
were formed after transplantation, highlighting that the final microbiota became different from
what it was during infection. Therefore, with the induction of subclinical mastitis by S. warneri,
it was possible to identify several changes in diagnostic values for this agent, and on the other
hand, this technique provided the modification of the microbiota to a completely different state
from the donor animal and from the microbiota that the animals showed. Thus, the
transplantation of milk microbiota proved to be a promising technique, which, if improved,

could become a new tool for the treatment of mastitis in the future.

Keywords: Bacteria. Goat. Mastitis. Metataxonomy. Milk microbiota. Microbiota

transplantation.
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1. INTRODUCAO GERAL

A produgdo de leite de cabra tem crescido de forma substancial nos ultimos 20 anos
devido ao reconhecimento dos seus valores nutricionais e propriedades nutracéuticas (KUMAR
et al., 2016). O caprino é um animal rustico, resistente, e o seu leite detém caracteristicas fisicas
Unicas em termos de perfil de sabor, tamanho do glébulo de gordura, propriedades de
coagulacdo e alergenicidade, o que torna o leite de cabra o produto lacteo de escolha para muitos
consumidores (CLARK; MORA GARCIA, 2017a). Ademais, o leite de cabra tem apenas uma
pequena parcela do mercado global de leite, embora seja o suprimento basico em muitos paises
subdesenvolvidos, sendo produzido para subsisténcia ou para abastecendo do comércio local
(MILLER; LU, 2019).

Pequenos, médios e grandes produtores de leite caprino, que criam esses animais para
subsisténcia ou mercado, enfrentam um desafio antigo e constante na producao de leite, que é
a mastite. Essa doenca reduz a producdo e qualidade do leite, aumenta os custos de producao
com o tratamento e interfere diretamente no bem-estar animal, podendo determinar o descarte
do animal devido a destruicao parcial ou total do tecido da glandula mamaria. A definicao de
mastite ou infec¢cdo intramamadria (IMI) € a infec¢do da glandula mamaria causada por um ou
mais agentes. Embora a mastite possa ocorrer como resultado de algum disturbio fisiol6gico ou
trauma no dbere, a causa mais frequente em pequenos ruminantes leiteiros ainda € bacteriana
(BERGONIER et al., 2003). Nesse sentido, a mastite € uma das principais doengas que causa
problemas em animais leiteiros no mundo, sendo a infec¢c@o primadria e mais onerosa das cabras
leiteiras (CLARK; MORA GARCIA, 2017b).

A IMI em animais leiteiros, consequentemente em pequenos ruminantes, pode se
manifestar em formas clinicas de niveis variados de acometimento, de acordo com a gravidade
dos sintomas, caso contrario, com auséncia total de sinais macroscopicos visiveis da doenca, na
forma de infeccao subclinica (COTE—GRAVEL; MALOUIN, 2019). Portanto, a mastite caprina
pode ser caracterizada por mastite subclinica e clinica, gangrenosa e cronica ou persistente. A
mastite cronica € um tipo de mastite persistente que pode ser classificada em mastite persistente
subclinica e clinica (BERGONIER et al., 2003).

A IMI quando causada por uma infec¢do por patégenos pode variar de relativamente
benigna a letal. O grau de dano causado durante a infecc@o pode ser determinado por aspectos
da biologia do patégeno, como a transmissibilidade (RAFALUK-MOHR, 2019), dose
infectante (LEGGETT; CORNWALLIS; WEST, 2012), facultativos/obrigatérios (BROWN;
CORNFORTH; MIDEO, 2012), bem como pela biologia do hospedeiro € o ambiente
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circundante, como ambiente bidtico ou abidtico (BERNARDO-CRAVO et al., 2020). Embora
os hospedeiros possam ser geneticamente predispostos a suscetibilidade (STEVENS; BATES;
KING, 2021a), os resultados da doenga podem piorar se os hospedeiros tiverem uma
comorbidade (ESPER et al., 2006) ou uma resposta imune prejudicada ou super-reativa
(PINSKY, 2004).

Virios patégenos podem causar mastite direta ou indiretamente, mas dentro do dominio
Bactérias, Staphylococcus Coagulase-Negative (SCN) e Staphylococcus aureus sdo as causas
mais frequentemente diagnosticadas de IMI subclinica e clinica em caprinos, respectivamente
(CONTRERAS et al., 2007; DORE et al., 2016). SCN mais prevalentes na mastite caprina sao
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus caprae (BERGONIER et al., 2003;
CONTRERAS et al., 2007; MORONI et al., 2005a), sendo que Staphylococcus warneri €
comumente isolado na mastite subclinica (DA SILVA et al., 2004b; DEINHOFER;
PERNTHANER, 1995a). Outros patégenos também siao importantes na IMI, mas aparecem
com baixa prevaléncia, como Streptococcus spp., Pseudomonas spp., Corynebacterium spp.,
Enterobacteriaceae e Mannheimia spp. (BERGONIER et al., 2003; CONTRERAS et al., 2007;
DORE et al., 2016; MENZIES; RAMANOON, 2001b; SCATAMBURLO et al., 2015;
STEEVE; JOHN; PATRICIA, 2013). Mycoplasmas spp., sdo agentes que t€m sido isolados
mais raramente, mas desempenham um papel importante nas causas de IMI em caprinos
(CORRALES et al., 2007).

Além disso, alguns fatores sdo preponderantes para classificar a mastite, como: sinais
clinicos do animal (MENZIES; RAMANOON, 2001c), determinagdo da contagem diferencial
de leucdcitos no leite, com a técnica de contagem de células somaticas (CCS) (ALBENZIO et
al., 2015). Ademais, pode ser realizado o isolamento do agente que estd em abundancia no leite
(por exemplo, identificagdo bacteriana) e contagem padrdo em placas, por lactoculturas
aerobica ou por outra técnica (ROVAI et al.,, 2014), e assim identificar caracteristicas
genotipicas e fenotipicas do agente (BALABAN et al., 2019; BRAUNER et al., 2016; SOUZA
et al., 2012b).

O CCS do leite de cabras saudaveis (270-2000 x 103 células mL -1) é maior do que o
CCS observado no leite de vacas e ovelhas nao infectadas (SOUZA et al., 2012b). Em caprinos,
DE CREMOUX et al., (1996) estabeleceram um limite de 750 x 107 células mL -1 para prever
a presenca de patégenos menores (menos identificados pela literatura) e um limite de 1750 x
10° células mL -1 para patégenos principais (mais identificados pela literatura). Ao contrario
do leite de vacas e ovelhas, as células polimorfonucleares (PMNLSs) compreendem o principal

tipo de leucdcitos (40-87%) no leite de cabra (SOUZA et al., 2012b). Como os neutréfilos
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atuam como a primeira linha de defesa imunolédgica contra infecgdes, isso poderia explicar por
que as cabras sdo mais resistentes a mastite (SOUZA et al., 2012b; TIAN et al., 2005b).

O teste de mastite da Califérnia (CMT) tem sido amplamente utilizado em ruminantes
para medir indiretamente o CCS porque ndo € invasivo para o animal, também barato e rapido
de realizar (LAFI, 2006, MCDOUGALL et al., 2001; NUNES et al., 2008; PERSSON;
OLOFSSON, 2011). Em caprinos, a maioria dos estudos prop0ds um escore 2 como limiar para
a deteccdo de glandulas infectadas (CONTRERAS et al., 1996; DOSSANTOS; CASTRO;
DACOSTA, 1995; HAENLEIN, 2002; MCDOUGALL et al., 2001, 2010; PEIXOTO; MOTA;
DA COSTA, 2010b; PERSSON; OLOFSSON, 2011). Da mesma forma, PEIXOTO et al.
(2010b) relataram melhor concordancia (81,4%) com exames bacterioldgicos para os escores

CMT = 2. Também foram observadas fortes correlagdes entre os escores do CMT e a contagem

microscopica e automadtica (SOUZA et al., 2012b), o que pode estar relacionado a maior
proporcdo de neutréfilos, ao invés de particulas citoplasmédticas, em amostras de leite de cabra
de metades ndo infectadas. Essas particulas citoplasmdticas ndo reagem com o reagente CMT,
pois ndo contém nicleo (PETTERSEN, 1981; SOUZA et al., 2012b).

Contudo, um dos problemas do diagnostico da mastite € que os testes indiretos, como o
CCS, sao comparados com o “padrdo ouro” da bacteriologia, que seria a lactocultura (SOUZA
et al., 2012b), no entanto, a IMI nem sempre exige a presenca da infeccao estabelecida por um
patégeno que seja determinantemente isolado (PYORALA, 2003). A mastite pode ndo ser
acompanhada do isolamento do agente etioldgico por varios motivos: 0S microrganismos
podem ser excretados de forma intermitente e em pequenas quantidades; patdégenos
relacionados a infec¢do ndo sdo detectdveis usando testes microbiolégicos convencionais;
algumas enzimas ou proteinas do leite (ou seja, lisozima e lactoferrina) podem impedir a
deteccdo de patdgenos; e a infeccdo € suportada por endotoxinas bacterianas € compostos
bioativos liberados por neutréfilos que sobrevivem a eliminagdo das bactérias invasoras
(ALBENZIO et al., 2002; ARSENAULT et al., 2008; NUNES et al., 2008; SOUZA et al.,
2012b).

Por conseguinte, algumas bactérias podem estar presentes no canal do teto sem causar
inflamacao significativa, e outras podem estar presentes como contaminantes (ARSENAULT
et al., 2008). Com isso em mente, alguns autores isolaram os patégenos da mastite de amostras
de leite com CCS muito baixas, enquanto outros encontraram altas propor¢des de amostras de
leite bacteriologicamente negativas com CCS altas (ALBENZIO et al., 2002; DELLA LIBERA
etal., 2011; LEITNER et al., 2001; NUNES et al., 2008). Esses achados sugerem que o CCS e

os exames bacterioldgicos, embora considerados os indicadores mais confidveis de mastite em
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curso, podem falhar no diagndstico da mastite quando ndo utilizados de forma integrada
(ALBENZIO et al., 2002; SOUZA et al., 2012b).

As recentes abordagens de sequenciamento de alto rendimento (incluindo
metataxondmicas, metagendomica e metatranscriptomica) tém sido aplicadas para identificar a
associacdo entre a saide do hospedeiro e a composicdo e funcionalidade da microbiota
intestinal (KOOTTE et al., 2012; COSTEA et al., 2017). A discrimina¢cdo de uma comunidade
microbiana saudavel frente a uma disbidtica ou “doente”, como em mastites, pode auxiliar na
compreensdo da microbiota comensal, e essa pode excluir competitivamente patégenos ou
microrganismos nao indigenas, estimular e programar as defesas imunolégicas e contribuir para
a nutricdo do hospedeiro. Estudos de microbioma de leite de cabras (MCINNIS et al., 2015a;
POLVEIRO et al.,, 2020b; ZHANG et al.,, 2017a) e de vacas (ADDIS et al., 2016b;
BONSAGLIA et al., 2017a; OIKONOMOU et al.,, 2014a) em diversas situagdes tém
demonstrado a complexidade das interacdes de patdgenos e comensais presentes em situagdoes
de satde e doenca.

Essas novas abordagens em pesquisas do leite possibilitam a reconstrucao de sistemas de
interacOes entre de patdégenos e hospedeiros que determinam a IMI (ECKHARDT et al., 2020a;
GARIRA, 2019a). Poucos estudos revelaram microbiota no leite de cabra; no entanto, os
principais filos bacterianos encontrados sdo Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes e
Bacteroidetes, além de uma variedade de géneros como Acinetobacter, Agrobacterium,
Alkalibacterium, Bacteroides, Bacillus, Enterobacter, Escherichia/Shigella, Fusobacterium,
Klebsiella, Massilia, Micrococcus, Pseudomonas, Phyllobacterium, Rhodococcus,
Staphylococcus, Stenotrophomonas, Shewanella, Streptococcus e Yersinia (MCINNIS et al.,
2015a; POLVEIRO et al., 2020b; ZHANG et al., 2017a).

Diante disso, a microbiota bacteriana do leite de cabras e outros mamiferos
(OIKONOMOU et al., 2020) tém demonstrado a existéncia de uma rede complexa, vital para o
funcionamento de seus organismos hospedeiros multicelulares. Essa percepcao tem alimentado
grande interesse nos efeitos dos microrganismos na saide das plantas (KUROSE et al., 2012)
e do hospedeiro animal (OTTMAN et al., 2012). A prote¢do mediada por microrganismos
contra a infecgdo € um fendmeno generalizado em todas as espécies hospedeiras (FORD;
KING, 2016), com componentes da microbiota e suas interacdes com um hospedeiro e a
comunidade microbiana mais ampla mediando a suscetibilidade a patégenos invasores e
patobiontes internos (FONS; GOMEZ; KARJALAINEN, 2009; SCHNEITZ, 2005).

Muitos géneros e espécies antes denominados de patogé€nicos demonstram apresentar

papeis centrais nas interagdes das doengas sem possivelmente causd-las primordialmente. O
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microbioma do leite coevolui com o hospedeiro e o ambiente, formando uma rede de intera¢des
como um unico ser denominado de Holobionte (Figura 1) (BERG et al., 2020). Os
microrganismos interagem uns com 0s outros, € essas interacdes simbidticas t€m diversas
consequéncias para a aptidao microbiana, dinamica populacional e capacidades funcionais
dentro do microbioma (BANERJEE; SCHLAEPPI; VAN DER HEIJDEN, 2018). Alguns
microrganismos podem se beneficiar com o aumento ou redug¢do de nutrientes e causar
perturbagdes ecoldgicas, nas quais 0s microrganismos comensais podem se tornarem novos
oportunistas, os patobiontes, que € seguida por perdas ou ganhos de diferentes espécies
microbianas, o que pode levar a disbiose da microbiota da glandula mamaria, ocasionando a

IMI (JOCHUM; STECHER, 2020; PORCELLATO et al., 2020; SANDEZ et al., 2022).

Figura 1 — Abordagem holistica na teoria das coevolucdes. A abordagem holistica vé o
hospedeiro e sua microbiota associada como uma unidade (denominado de holobionte), que
coevolui como uma entidade. De acordo com a abordagem holistica, o estado da doenca do
holobionte esté ligado a disbiose, baixa diversidade da microbiota associada e sua variabilidade:
um estado chamado de “patobioma”. O estado sauddvel, por outro lado, ¢ denominado de
eubiose, acompanhado de alta diversidade e uniformidade da respectiva microbiota. O fluxo
dindmico de microrganismos de um hospedeiro para outro e para o0 meio ambiente, descrito

pelo conceito One Health, sustenta a abordagem holistica na coevolugao.
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pathogens - symbionts

antagonistic coevolution Mutualistic coevolution

HOLOBIONT
evolution

Holistic approach
Fonte: adaptado de BERG et al., (2020).

Em vacas, foi determinado que sdo vdrias as fontes externas que podem servir para a
constituicdo da microbiota do leite, como a ordenha, os insetos, a cama, a mamada dos bezerros,
entre outros (DERAKHSHANI et al., 2018a), no entanto uma fonte interna ao corpo do animal
seria a principal, na qual os microrganismos chegariam a glandula mamaria por uma via entero-
mamdria (HU et al., 2020; MA et al., 2018). Desvendar a microbiota do leite é de grande
importancia para a compreensdo de processos especificos, como de surtos de patégenos em
aplicacdes biotecnoldgicas e de processamento de alimentos (GIRAFFA, 2004), bem como para
prever e controlar os microbiomas (STEGEN; BOTTOS; JANSSON, 2018), e apresentar novas
propostas clinicas de tratamentos baseados na recuperagdo da disbiose para eubiose
(OOIJEVAAR etal., 2019).

Poucas técnicas tém sido utilizadas com o objetivo de reorganizar a microbiota de forma
que ela seja reconduzida para um estado de eubiose. Assim, a principal técnica que aborda a
reconstru¢do da microbiota para um estado de eubiose é o transplante, sendo que o mais
realizado atualmente é o de microbiota fecal (FMT). Os FMT sdo atualmente utilizados para
tratar com sucesso a infeccao recorrente por Clostridium difficile em humanos (KELLY et al.,
2016), sendo que o seu uso como tratamento € superior a utilizacdo do antibidtico vancomicina

como tratamento convencional (BAUNWALL et al., 2020). No entanto, um efeito colateral
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potencial é a transferéncia ndo intencional de microrganismos patogénicos do doador para o
receptor (LO VECCHIO; COHEN, 2014), como Escherichia coli altamente patogénica, qual
pode levar a 6bito o receptor (SER et al., 2021). Também estao surgindo evidéncias de efeitos
extra intestinais e sistémicos da reposi¢cao da microbiota intestinal (CRYAN; O’MAHONY,
2011) incluindo melhoras no quadro de depressao (KUROKAWA et al., 2018), obesidade (LEE;
YACYSHYN; YACYSHYN, 2019), hipertensao (LI et al., 2017) e distdrbios autoimunes
(ROSSER; MAURI, 2016). O FMT pode ajustar significativamente a riqueza de espécies
intestinais e restaurar a propor¢ao de bactérias anti-inflamatdrias e, portanto, estd sendo cada
vez mais considerado no tratamento de sindromes e infec¢des persistentes (XU et al., 2021a).
Em suinos, juntamente com abordagens 6micas, o FMT tem sido utilizado para reduzir a
diarreia pds desmame em sistemas intensivos de criagdo (SU et al., 2021). O transplante de
microbiota do leite em casos de IMI tem sido explorado com intuito de retornar o equilibrio de
microrganismos no ubere, rompendo assim com o estado de disbiose da glandula mamaria
ocasionado pela infeccdo (HU et al., 2020; MA et al., 2018), mas ainda sao modelos estipulados
em monogastricos. Em ruminantes, essa técnica tem sido utilizada para realizar a transfaunacdo
da microbiota do rumem, a fim de intervir de forma positiva na microbiota responsavel por
processos metabodlicos relacionados a eficiéncia da digestdo de bovinos (STEINER et al., 2020;
ZHOU et al., 2018). O transplante de microbiota do trato gastrointestinal em bezerros também
ja foi testado e demonstrou resultados positivos (KIM et al., 2021). Diante disso, esperamos
com esse trabalho entender melhor o processo da infec¢do causada pelo agente S. warneri, que
€ uma importante bactéria na mastite caprina. Também esperamos que o controle da disbiose e
recuperagdo da microbiota para um estado com alta diversidade e riqueza com o transplante de

leite, possa recuperar o animal ou eliminar o agente causador da mastite.

2.  OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Realizar a indugdo da infec¢do com S. warneri para criar um quadro de mastite subclinica
em cabras e avaliar a utilizacdo do transplante da microbiota do leite de animais sauddveis como

estratégia de tratamento para a mastite caprina.

2.2. Objetivos especificos
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Identificar animais clinicamente sadios, sem historico de mastite e induzir a mastite
subclinica caprina com o agente Staphylococcus warneri;

Realizar o transplante de microbiota do leite de um animal escolhido como doador, para
os animais com mastite subclinica induzida;

Realizar andlises hematoldgicas e bioquimicas do sangue dos animais durante as fases
de infeccdo, transplante e compara-las;

Realizar andlises de CBT, CCS, CMT e microbioldgica das amostras de leite dos
animais durante as fases de infeccdo, transplante e compara-las;

Realizar andlises metataxondmicas das amostras dos animais durante as fases de

infec¢do, transplante e comparé-las.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Comité de ética

As atividades desenvolvidas nessa pesquisa pertencem ao projeto “Mastite caprina:
estudo da microbiota do leite por técnicas dmicas e microbiologia tradicional e o seu uso como
forma de tratamento”, aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFV,

sob protocolo de n.° 62/2018 (anexado ao final).

3.2. Tamanho amostral

Para o cdlculo do n, foi empregada a férmula proposta por COCHRAN; CHAMBERS,

(1965), denominado amostragem aleatdria simples, e dada por:
(Z : 0)2
n=
€o

n, estimativa do tamanho da amostra que se deseja obter;

Em que,

Z, valor tabelado (tabela Z) que representa o valor sob a curva normal que se adota com
determinado intervalo de confianca (1 — a). Intervalo utilizado: 95%; sendo Z, portanto,
igual a 1,96, para os dois experimentos propostos, inducio da infecgdo e transplante;
o, desvio padrdo da caracteristica estudada. Neste caso, como serdo estudadas varias
caracteristicas, serd utilizado o valor 1 como referéncia para os dois experimentos
propostos;

e, nivel de precisdo desejado. Na indugdo da infec¢ao, serd utilizada a seguinte relacdo:
a precisdo de detec¢do de alteracdo serd, no minimo, igual ao desvio padrao, ou seja, €
= 1,0. Para o transplante de microbiota, como € esperada uma varia¢cao maior entre o0s
resultados, pretende-se que a precisao de detec¢do de alteracao seja de, no minimo, 70%

do desvio padrio, ou seja, e = 0,7.

Inducio da infeccio (1)
Temos,

_1,96%.1%  3,8416
N 12 1

n = 3,8416

Assim, devem ser utilizados o minimo de quatro animais por grupo;
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Transplante de microbiota (2)
Temos,

1,96%.1% 38416
"= T077 T 049

Diante disso, o nimero minimo aproximado de oito animais pode ser utilizado nessa

= 7,84

fase experimental de transplante. Para o capitulo 3, como o delineamento experimental prevé
uma andlise pareada dos dados, ou seja, os mesmos animais serdo avaliados antes e depois da

aplicacdo do tratamento com o transplante, foram utilizados 8 animais no total.

3.3. Alocacio e seleciao de animais

Previamente ao inicio do experimento, o Infectério do Departamento de Veterindria
(DVT) foi totalmente pintado e reformado antes da chegada dos animais, com previa
higienizacdo, limpeza e desinfec¢do com vassoura de fogo. Os animais foram alocados em baias
separadas, suspensas do chdao com paletes, com completo impedimento de contato uns com os
outros, além de dgua e alimentacdo individual, sendo os recintos higienizados diariamente. As
janelas e portas foram cobertas com telas milimetradas, para impedir a entrada de insetos e
passaros. O ar de dentro do local era trocado por exaustores. O controle de animais
sinantrépicos foi realizada por uma empresa terceirizada que ja atendia ao departamento. A
entrada do local possuia uma ante-sala com dois pedilivios com cal virgem, com separacao de
areas limpas e sujas, banheiro para higienizacdo e descontaminac¢do na entrada e saida do local.

Uma cabra doadora de microbiota e outras sete cabras fémeas sadias da raca Parda Alpina
foram selecionadas para esse experimento, sendo todas adquiridas da unidade de caprinocultura
da Universidade Federal de Vicosa, no més de outubro de 2019. Todos os animais selecionados
eram fé€meas primiparas, estavam em periodo de lactacdo, e apresentaram histdrico clinico
individual sem antibioticoterapia prévia ou outros medicamentos que pudessem interferir nos
resultados de nossas andlises. Também foram avaliados clinicamente, quanto a sinais de mastite
e presenca de leite visualmente anormal (ou seja, presenca de flocos, codgulos, sangue ou leite
seroso), assim como, alteracdes na glandula mamdéria, como aumento do volume e da
temperatura corporal, e presenca de dor e vermelhiddo, dentre outras condi¢des. A sele¢do
desses animais se baseou também na melhor proximidade possivel em parentesco genealdgico,
com base no histdrico e inventdrio desses animais catalogados pela administra¢do do capril.

Essas foram transportadas, alocadas no Infectorio, € mantidas por um periodo de duas semanas
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de adaptacao ambiental. Posteriormente, durante os meses de novembro e dezembro do mesmo
ano, foi desenvolvido o experimento.

Logo, os animais pré-selecionados foram testados para IMI em trés lactoculturas com
dgar Sangue, de forma consecutiva e apresentaram resultado negativo (anterior ao periodo de
pré-infeccdo) durante os 14 dias transcorridos antes do inicio da indu¢do da infeccdo. Esses
também foram avaliados quanto a infestacdo de helmintos, sendo coletadas amostras de fezes
para exames de coprocultura (HOFFMANN, 1987). Além disso, foram coletadas amostras de
sangue para teste soroldgico de Linfadenite Caprina (Corynebacterium pseudotuberculosis) por
meio da técnica de imuno-absor¢do enzimdtica (ELISA-indireto), o qual foi realizado no
Laboratério de Imunologia e Biologia Celular - Instituto de Ciéncias da Saude - Universidade
Federal de Bahia (UFBA). Também foram realizados testes para Artrite Encefalite Caprina
(CAE), por meio da técnica de imunodifusdo em gel de agarose (IDGA), no Laboratorio de

Microbiologia e Imunologia Animal da Universidade do Vale do Sdo Francisco (Univasf).

3.3.1. Selecao da cabra doadora de microbiota do leite

A selecao da cabra doadora, que posteriormente foi classificada como cabra (A), ocorreu
em um periodo prévio ao experimento, seguindo 0os mesmos critérios ja elencados na seccao
anterior e com outros novos descritos a seguir. Resumidamente, foi realizada uma varredura
dos animais no setor de caprinocultura quanto a critérios alto parentesco genealdgico, de boa
sanidade e de alta producdo de leite. Dessa forma, as cabras analisadas com excelentes
condi¢des clinicas, sem sinais de mastite e assim considerados sadios, foram avaliados
posteriormente em trés lactoculturas consecutivas, € os que ndao apresentaram qualquer
crescimento de coldnias em placas com dgar Sangue, passaram para a proxima etapa de selecao.

A partir desses pontos, nés procuramos identificar animais que poderiam apresentar
caracteristicas no leite e seus constituintes, como propriedades que poderiam retardar o
crescimento bacteriano em placas e, com isso, foram coletadas aliquotas de leite de trés animais
com a maior agregacdo de caracteristicas as quais buscdvamos. Assim, o leite desses animais
passou por processamento de separagdo do soro da massa celular com centrifugagcdes intensas
de 7.000 rpm até 15.000 rpm, sendo coletado posteriormente. Apos essa etapa, separamos um
isolado especifico (102E-UFV) de Staphylococcus aureus causador de mastite em cabras e o
cultivamos em BHI a 37°C “overnight”, o qual ajustamos para uma densidade de
aproximadamente 3x10% UFC/ml. Apés isso, foi realizado o espalhamento das trés amostras do

soro de leite em placas, e separamos mais uma placa sem o soro, sendo um controle positivo, o
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qual iria conter apenas o isolado na placa de forma espalhada. Assim, nas placas contendo o
soro foi inoculada o isolado especifico, relatado anteriormente, e apds, realizamos a contagem
de unidades formadores de colonias por cerca de 16 horas em todas as placas.

Com a colheita dos dados, transformamos os nimeros de coldnias em escalas logaritmicas,
realizamos testes estatisticos nas fases de crescimento (log) bacteriano, estaciondria e morte.
Os dados foram analisados estatisticamente por comparacao de médias com testes de ANOVA,
no software SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, EUA) e teste T, para comparar apenas
duas fases de crescimento (P<0,05). Diante dos resultados, foi demonstrado que a amostra da
cabra denominada de A deteve a atividade de interferéncia no crescimento bacteriano nas
diferentes fases, e com isso, selecionamos esse animal como o doador de leite para o transplante
de microbiota. A metodologia descrita aqui para selecdo do animal doador de leite foi
construida com auxilio de professores e pesquisadores que colaboraram ao longo de toda a

pesquisa.

3.3.2. Organizaciao experimental das cabras para a faze de infeccao experimental

com S. warneri e de transplante de microbiota

Nas fases relacionadas, cada um desses animais selecionados receberam uma letra do
alfabeto como forma de identificacdo experimental: Cabra A — Doadora de leite, Cabra B -
controle externo, Cabra C - Infectada/Transplantada, Cabra D - Infectada/Transplantada, Cabra
E - Infectada/Transplantada, Cabra F - Infectada/Transplantada, Cabra G -
Infectada/Transplantada, Cabra H - Infectada/Transplantada. Desses, seis animais tiveram
apenas um lado do dbere infectado e transplantado (D - lado direito), sendo o outro mantida
como controle interno (E - lado esquerdo), e com isso as cabras da letra C até a letra H foram
infectadas e receberam transplante apenas no ubere do lado direito. Na fase relacionada ao
transplante, esses mesmos animais continuaram com a mesma letra do alfabeto como forma de
identifica¢do experimental, no entanto, obedecendo a uma nova designacdo de transplantadas.

A cabra A foi mantida como doadora de leite, e o ibere do lado esquerdo e direito apenas
foi manipulado para colheita do leite que foi utilizado para o transplante. A cabra B foi mantida
como controle externo, ndo tendo nenhum dos lados do ubere infectados ou recebido transplante,
tendo apenas um dos lados (direito) inoculado com uma solugdo salina 0.9% estéril, utilizada
como placebo no mesmo dia de indugao de infeccao e transplante aos outros animais. Portanto,
seis uberes do lado direito dos animais foram infectados e posteriormente receberam transplante

de leite, e os pares esquerdos ficaram como controle interno, e outras dois lados do ubere de
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um tnico animal (Cabra B - tbere lado direito e esquerdo), foram mantidos sadios, no intuito
de serem estudadas como controle externo e assim determinarem variacdes ambientais e de
manejo no local.

Durante todo o experimento as cabras foram ordenhadas manualmente, com pré-dipping
e pos-dipping, sendo que a ordenha e todo e qualquer contato, sempre seguiu as letras
alfabéticas em ordem crescente, com isso, a primeira cabra a ser sempre ordenhada foi a cabra
A e a ultima a cabra H. Somente pessoas autorizadas estiveram em contato com 0s animais,

seguindo as normas regulares de controle sanitdrio.

3.3.3. Inducio da infeccio, transplante e relacao dos periodos para cada fase

Os animais foram avaliados em 12 periodos (P) consecutivos e duas fases, infectados e
transplantados. Na fase de infec¢do, os animais foram inoculados com uma cepa de S. warneri
entre os periodos PO e P2. Esses foram avaliados durante oito dias e oito periodos (PO até P7),
sendo que PO foi o periodo e dia em que os animais se apresentavam ainda sadios. Na fase de
transplante, os animais foram avaliados por sete periodos, do periodo P8 até o ultimo periodo
PA. Entre P8 e P9 os animais receberam o primeiro transplante de microbiota, no entanto, em
P8 os animais ainda ndo haviam sido transplantados.

Antes da inoculacao, foram estabelecidas as caracteristicas bacterioldgicas e celulares do
leite, realizada a ordenha completa e antissepsia em ambos os tiberes com dlcool 70%. Apds a
inoculagdo (2 ml), foi realizada uma massagem envolvendo movimentos ascendentes para que
o indculo fosse distribuido por toda a glandula mamaria. As inoculacdes foram realizadas
utilizando-se a via intramamadria com uma sonda uretral n°06 estéril, acoplada a uma seringa
plastica esterilizada. Apenas uma cepa de S. warneri foi utilizada na dose infecciosa de 1,2 x
108 UFC (DE MORAES PEIXOTO et al., 2015). Este isolado de campo foi obtido de um caso
de mastite subclinica caprina e identificada por suas caracteristicas microbioldgicas e genéticas.
O DNA da amostra utilizada na infeccdo dos animais foi extraido e submetido ao
sequenciamento completo de seu genoma, pela Universidade do Vale do Sao Francisco
(UNIVASF), a qual confirmou a espécie como S. warneri.

Durante a fase de transplante, o leite da cabra A era coletado diariamente em frascos
reagentes graduados e esterilizados. Apds esses procedimentos, o volume de 120 ml de leite
proveniente da cabra A era introduzida lentamente no ubere do lado direito desses animais com

o auxilio de seringas estéreis, por meio de uma sonda uretral n°06 estéril, e entdo realizada uma



34

massagem envolvendo movimentos ascendentes para que a microbiota presente no leite fosse
distribuida por toda a glandula mamaria.

Em sintese, todo o periodo experimental foi compreendido por 23 dias em que os animais
foram induzidos a mastite subclinica e receberam o transplante em seus tberes do lado direito
o leite de cabra doadora, sendo os ultimos quatro dias da fase de transplante relacionado ao
periodo em que observamos o final da evolu¢do do quadro geral, denominado de resiliéncia.
Logo, foram estabelecidos os seguintes periodos experimentais para a indu¢do da infeccio e
transplante de microbiota: PO - antes da infeccao; P2 - 24 horas apds-infec¢do; P4 - 72 horas
apos-infeccdo; P6 - 120 horas apds-infeccdo; P7 - 144 horas ou seis dias apds-infeccdo; P8 -
168 horas ou sete dias pés-infeccdo e inicio do transplante; P9 — trés dias de transplante; P10 -
cinco dias de transplante; P11 - sete dias de transplante; P12 - nove dias de transplante; P13 —
dois dias de término de transplante e PA - quatro dias de término do transplante.

Os animais foram monitorados frequentemente por meio de avaliagdes clinicas, quanto a
sinais de mastite e presenca de leite visualmente anormal (ou seja, presenca de flocos, codgulos,
sangue ou leite seroso), assim como alteragdes na glandula mamaria, como aumento do volume
e da temperatura corporal, e presenca de dor e vermelhiddo durante a realizacdo da ordenha,
sempre na presenca de um médico veterindrio. Durante os periodos analisados nas fases de
inducdo da infeccdo e transplante, foram estabelecidas as caracteristicas bacterioldgicas e
celulares do leite, e anterior a cada procedimento, foi realizada a ordenha completa, pré-dipping

e pos-dipping, e antissepsia em ambos os tetos com alcool 70%.

3.3.4. Separacio dos periodos e fases em subgrupos para as analises da microbiota

realizadas no capitulo 3

Para facilitar a comparagdo e compreensdo entre as andlises posteriores, de todos os
periodos durante as andlises de microbiota pelo sequenciamento do genel6S, foram criados
subgrupos de periodos para o capitulo 3, compreendendo: Grupo A (cabra doadora) todos os
tetos, direito e esquerdo; Grupo C.E - controle externo - (cabra B) - todos os tetos, direito e
esquerdo; Grupo C.I - controle interno - todos os tetos esquerdos, das cabras C, D, E, F, G, H;
Grupo I - Todos os tetos direitos induzidos a mastite subclinica das cabras C, D, E, F, G, H;
Grupo PS - todos os tetos do lado direito das cabras C, D, E, F, G, H no periodo PO (sadio);
Grupo Ti - Transplante inicial - Todos os tetos do lado direito referentes aos periodos na fase

de Transplante das cabras C, D, E, F, G, H, entre P8, P9, P10; Grupo Tf - Transplante final -
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Todos os tetos do lado direito referentes ao periodos da fase de Transplante das cabras C, D, E,

F, G, H, entre P11, P12, P13 e PA.

Quadro 1 - Separacao dos caprinos subgrupos nos periodos para a analise de microbiota.

Periodos| GrupoA Grupo C.E Grupo C.I Grupo PS Grupo | Grupo Ti Grupo Tf
PO A- UE-UD| B- U.E-UD | C.D.E.F.G.H- UE |C.D.E.F.G.H-UD
P2 A- UE-UD| B- U.E-U.D | C.D.E.F.G.H- UE C.D.E.F.G.H- UD
P4 A- UE-UD| B- UEE-UD | C.D.E.F.G.H- UE C.D.E.F.G.H- UD
P6 A- UE-UD| B- U.E-U.D | C.D.E.F.G.H- UE C.D.E.F.G.H- UD
P7 A- UE-UD| B- UE-UD | C.D.E.F.G.H- UE C.D.E.F.G.H- UD
P8 A- UE-UD| B- U.E-U.D | C.D.E.F.G.H- UE C.D.E.F.G.H-UD
P9 A- UE-UD| B- U.E-U.D | C.D.E.F.G.H- UE C.D.E.F.G.H-UD
P10 |A- UE-UD| B- U.E-U.D | C.D.E.F.G.H-UE C.D.E.F.G.H-UD
P11 A- UE-UD| B- U.E-U.D | C.D.E.F.G.H- UE C.D.E.F.G.H-UD
P12 |A- UE-UD| B- U.E-UD | C.D.E.F.G.H-UE C.D.E.F.G.H-UD
P13 A- UE-UD| B- U.E-U.D | C.D.E.F.G.H- UE C.D.E.F.G.H-UD
PA A- UE-UD| B- U.E-U.D | C.D.E.F.G.H- UE C.D.E.F.G.H-UD

Cada letra representa uma cabra: A, B, C, D, E, F, G, H. Separagao dos uberes contralaterais: U.E: Ubere esquerdo;
U.D: Ubere direito. Separacio dos subgrupos: Cabra A (animal doador de microbiota do leite); cabra B (controle
externo - C.E); tiberes ndo infectados esquerdo - C.I; iberes induzidos a infec¢do - I; periodo PO, em que os animais
estavam sadios - PS; periodos finais do transplante - Tf; periodos iniciais do transplante - Ti. Separacdo das fases,
subfases e periodos por cores: Cor azul: Periodo em que os animais estavam sadios. Cor vermelha: Fase de

infectados. Cor roxa: Fase inicial do transplante. Cor verde: Fase final do transplante. Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4. Coleta e processamento de amostras

3.4.1. Amostras de leite e monitoramento das condicoes clinicas dos uberes

A quantidade de leite produzida por cada animal foi mensurada diariamente com um copo
medidor graduado. Para as mensuracgdes da producgio de leite, foi adicionado o periodo P8.1 no
capitulo 2, devido ao maior nimero de medi¢des nessa fase. As coletas de amostras de leite
para exames foram realizadas em duplicata em todos os periodos experimentais, em tubos de
centrifugacdo do tipo Falcon de 50ml de fundo conico, estéril e livre de DNAse e RNAse -
®Kasvi durante a ordenha manual e prontamente levadas ao laboratdrio para serem separadas
em aliquotas e dar destino adequado. Além disso, para cada amostra, uma aliquota de 2 mL de
leite foi armazenada a -80 °C até posterior extracdo de DNA ou outra andlise requisitada. O
diagnodstico da mastite subclinica e monitoramento das condicdes de saide das glandulas
mamarias, assim como a verificacdo da “carga microbiana” no leite, foram realizadas a partir
de avaliacOes clinicas citadas anteriormente, andlises do leite por meio de lactoculturas
bacterianas, exames laboratoriais sanguineos, contagem de células somaticas (CCS), California

Mastitis Test (CMT) e contagem bacteriana total (CBT).
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O CCS foi mesurado em unidade de 10° x CS/ml, o CBT 10° x UFC/ml, e o CMT foi
avaliado como medida indireta que variou entre negativo, traco, 1+, 2+ e 3+, conforme descrito
por Schalm e Noorlander (SCHALM, 1957). Os seguintes valores foram considerados como
indicadores da doenga: CCS: >1 x 10° CS/ml e/ou CMT: >2+ (DE MORAES PEIXOTO et al.,
2015; SOUZA et al., 2012a). Por outro lado, o CCS no leite de cabras livres de infeccao
intramamdria (IM) ou sauddveis podem variar entre 270 e 1.000 x 10° células mL™"
(MCDOUGALL et al., 2001; SOUZA et al.,, 2012a). A CBT foi utilizada como valor
comparativo de UFC/ml entre os periodos elencados. Nas fases analisadas, os exames de CMT
foram realizados apenas nos periodos PO, P5, P8 e PA.

O leite para realizacdo das andlises de CCS e CBT foi fracionado em frascos de
polipropileno com aproximadamente 40 mL contendo conservantes na forma de pastilhas de
Bronopol® e Azidiol, respectivamente, e entdo refrigeradas a temperaturas de 2 a 6°C em
geladeira e enviadas para a unidade de Embrapa Gado de Leite situada na cidade de Juiz de
Fora - MG, dentro de 3 dias apds coleta. As amostras eram entdo processadas assim que
chegavam a unidade, com prévia verificacdo das condi¢cdes de envase e da temperatura. A
andlise do leite para determinacdo da CCS foi realizada pelo método citometria de fluxo, por
meio do equipamento eletronico da marca ®Bentley Instruments, NexGen modelo Somacount
FCM Bentley FTS. A determinacdo da CTB foi realizada pelo equipamento eletronico da marca

®Bentley Instrument, modelo Bactcount IBC.

3.4.2. Testes bacteriologicos e coletas de amostras de sangue

O cultivo bacteriano foi utilizado como teste confirmatério da mastite juntamente com os
outros métodos de diagndsticos citados nesse trabalho, como o CCS, os exames clinicos e o
teste da caneca de fundo preto e telada. Além disso, o cultivo foi utilizado para fins de
identificacdo e isolamento bacteriano, sendo realizado de acordo com os critérios estabelecidos
pelo National Mastitis Council (HOGAN et al., 1999). Para o cultivo das bactérias, amostras de
100 pL de leite pré-homogeneizado foram utilizadas para cultura bacterioldgica, as quais foram
espalhadas em placas de dgar Sangue e dgar cromogénico Accumast® (GANDA et al., 2016),
as quais eram incubadas a 37°C, utilizando das técnicas de cultivo padrdo. O dgar cromogénico
ndo foi utilizado para diagnostico da mastite. Esse contém trés meios seletivos que permitem
selecionar e identificar bactérias, a partir de uma paleta de cores especificas com bactérias pré
catalogadas e comumente isoladas em casos de mastites. As placas foram lidas apos 24, 48 e

72 horas. No dgar Sangue, as placas com mais de trés colonias apds 48 a 72 horas de incubacao
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a 37 °C foram consideradas positivas em uma amostra de leite individual (BUELOW et al.,
1996).

As amostras de sangue dos animais foram coletadas através da venopuncio a vacuo da
veia jugular, em tubos com e sem anticoagulante (EDTA) para a realizacdo do hemograma e
das provas bioquimicas. Logo, foram realizadas: a contagem de hemécias, determinacdo da
hemoglobina, hematdcrito, o volume corpuscular médio (VCM), a concentragdo da
hemoglobina corpuscular média (CHCM), a contagem de leucdcitos totais, assim como foram
realizadas as contagens de neutréfilos, bastonetes, linfécitos, mondcitos, eosindfilos, baséfilos,
plaquetas, proteina e fibrinogénio. Exclusivamente para as andlises dos capitulos 1 e 3, nds
subdividimos as coletas de amostras de sangue em mais periodos amostrais, para melhor
averiguar as alteracdes, logo, consideramos as seguintes divisoes: PO, PO.1, P2, P2.1, P4, P4.1,

P4.2, P6, P7 e P8.

3.5. Extraciao de DNA, amplificacao do gene 16s rRNA e sequenciamento

O DNA total das amostras de leite foi extraido utilizando o QIAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN, Valencia, CA), seguindo o protocolo de processo “Blood or Body Fluid Spin
Protocol” (Spin Protocol), com modificacdes descritas por KUEHN et al., (2013). A
concentracdo e a pureza do DNA foram quantificadas por dois métodos diferentes, sendo o
primeiro por espectroscopia (densidade dptica) em um espectrofotdmetro NanoDrop® Therm
Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, EUA) (OIKONOMOU et al., 2012), e o segundo
por meio do kit Qubit™ dsDNA BR, com um fluor6metro Qubit 2.0 (Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA).

Amostras de DNA extraidas foram posteriormente liofilizadas no DVT / UFV em um
liofilziador a vacuo Edwards® e enviadas ao Laboratério da empresa Neoprospecta
(Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil) em caixa isotérmica, devidamente
identificadas, para sequenciamento. Nesse laboratério, o preparo das bibliotecas seguiu um
protocolo proprio. As regides hipervaridveis V3/V4 do gene 16S rRNA bacteriano foram
amplificadas a partir de DNA gendmico por reacdo em cadeia da polimerase usando os primers
341F (CCTACGGGRSGCAGCAG) (WANG; QIAN, 2009) e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT)(CAPORASO et al., 2012) otimizados para a plataforma
[Mlumina MiSeq (Illumina Inc., San Diego, CA)112, com MiSeq Reagent Kit V2 de 500 ciclos

no modelo paired-end.
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3.6. Estatisticas

Para realizar comparacdes entre os periodos elencados acima, nas andlises referentes ao
CCB, CCS e entre as séries sanguineas (Leucdcitos, Linfocitos, Neutréfilos e Mondcitos)
utilizamos o teste t pareado, tendo o PO ou P8 como referéncia, dependendo da fase analisada.
Portanto, comparou-se as médias do PO e P8 com as médias dos outros periodos. O software

utilizado foi o SPSS V.20 (IBM, 2012).

3.7. Bioinformatica
3.7.1. Analises de sequéncia e processamento dos dados

As andlises seguiram pipelines executadas no programa R (R TEAM CORE, 2018).
Inicialmente, as sequéncias do adaptador das bibliotecas sequenciadas foram removidas dos
arquivos FASTQ, usando o software Cutadapt v4.0 (MARTIN, 2011). Por conseguinte, as
variantes de sequéncias de “amplicons” (ASVs) foram inferidas utilizando o pacote “DADA2”
(versdao 1.20.0) em R.

O processamento dos dados seguiu o tutorial de referéncia do DADA2 (CALLAHAN et
al., 2016; CALLAHAN; MCMURDIE; HOLMES, 2017)
(https://benjjneb.github.io/dada2/tutorial.html). Depois de uma andlise preliminar da qualidade
das sequéncias, os arquivos FASTQ “brutos” foram filtrados com a fungao fastqFilter de acordo
com os seguintes parametros: as sequéncias foram truncadas para um comprimento de 280 na
sequéncia “foward” e 170 na sequéncia “reverse” (truncLen =280, 170), e descartadas as com
mais de 3 a 5 erros esperados para cada uma das fitas citadas anteriormente (maxEE =3,5). A
partir desse ponto, foi seguida o pipeline padrao do método, com os ASVs inferidos
independentemente. As sequéncias “quimeras” identificadas para cada amostra foram
removidas pelo método de consenso.

A atribuicdo taxondmica foi realizada em nivel de género e espécie de acordo a pipeline
descrita com o tutorial do DADA2 e parte fornecida por um autor em:
https://github.com/ycl6/16S-rDNA-V3-V4. Os bancos de dados utilizados foram o Silva
v.138.1 (PRUESSE et al., 2007) e NCBI (FEDERHEN, 2012) que contém os nomes de todos
os organismos associados as submissoes aos bancos de dados de sequéncias do National Center
for Biotechnology Information (NCBI). A busca e classificacdo foi realizada pela
implementagdo do Classificador Ribosomal Database Project (RDP), um classificador
bayesiano, utilizando pardmetros padroes (QUAST et al., 2013; WANG et al., 2007). A regido

hipervariavel V4 ja permite a classificagdo a nivel de espécie entre ASVs com 99% a 100% de


https://benjjneb.github.io/dada2/tutorial.html
https://github.com/ycl6/16S-rDNA-V3-V4
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identidade para muitas bactérias entre bancos (EDGAR, 2018), e as regides varidveis V3-V4
agrupadas do gene 16S rRNA permitem uma classificacdo taxondmica ainda maior a nivel de
espécies para muitas bactérias (BUKIN et al., 2019). Assim, para alcancar uma classifica¢do
taxonOmica mais acurada a nivel de espécie, uma curadoria manual foi realizada entre os dois
bancos citados e apenas tdxons entre 100% e 99% de identidade de sequéncia em pelo menos
um dos bancos foram mantidas a esse nivel, e o restante foi deixado a nivel de género ou outro
nivel de taxondmico. A reavaliacdo classificatdria foi realizada apenas entre os tdxons mais
abundantes. Outras técnicas similares tém sido utilizadas em outros estudos (GWAK; RHO,

2020).

3.7.2. Analises ecoldgicas e estatisticas

Todas as andlises estatisticas de identificacdo taxondmica foram realizadas utilizando-se
diversos pacotes e funcdes implementadas no software R. Em seguida, utilizando o pacote
Phyloseq (McMurdie e Holmes, 2013a), inspecionamos os dados para remog¢do de quaisquer
contaminacgdes de ASVs com atribuicoes filogenéticas de familias relacionados a cloroplastos
e mitocOndrias. Para simplificar as andlises a jusante e reduzir ainda mais o ruido das andlises,
aplicamos um limiar de prevaléncia e abundancia para ASVs bacterianos, nos quais a taxa s
era mantida se fossem encontradas em uma frequéncia minima de 1% de ASV em pelo menos

uma amostra.

3.7.3. Anailise de diversidade e composi¢ao da microbiota

A diversidade alfa foi analisada no pacote Phyloseq (MCMURDIE; HOLMES, 2013b)
utilizando métricas dos indices de diversidade de Shannon (SHANNON, 1948), de riqueza
Chaol(CHAO, 1984) e Espécies Observadas com o software estatistico R (R TEAM CORE,
2018). Para testar a normalidade estatisticamente, fizemos o teste de normalidade shapiro-wilk
antes de comparar diferentes valores de diversidade alfa nos diferentes grupos. Os valores dos
indices para diferentes grupos foram comparados pela ANOVA (a < 0,05), seguido pelo teste
pos-hoc de Tukey utilizando o pacote Vegan V2.5.7 (JARI OKSANEN, F. GUILLAUME
BLANCHET, MICHAEL FRIENDLY, ROELAND KINDT, PIERRE LEGENDRE, DAN
MCGLINN; R. MINCHIN, R. B. O’'HARA, GAVIN L. SIMPSON, PETER SOLYMOS, M.
HENRY H. STEVENS, 2019).

As diferencas na estrutura comunitdria ou andlise de Beta diversidade entre diferentes

grupos foram avaliadas pela ordenacgdo de coordenadas principais (PCoA), de dimensionamento
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multidimensional ndo métrico (NMDS), andlise canonica das coordenadas principais (CAP)
(ANDERSON; WILLIS, 2003), usando a distancia de dissimilaridade de Bray-Curtis (BRAY;
CURTIS, 1957) e Euclidiana (LEGENDRE; GALLAGHER, 2001), com base em dados de
abundancia para distinguir diferencas nas estruturas da comunidade. A andlise CAP confere a
flexibilidade de utilizar varias medidas de distancia, similaridade ou dissimilaridade, como a
dissimilaridade de Bray-Curtis (ANDERSON; WILLIS, 2003). Explorando os dados mais
profundamente, foram realizadas a Andlise de Variancia Multivariada Permutacional
(PERMANOVA) para as diferengas nas comunidades entre os grupos, sendo conduzidas
utilizando-se a funcdo adonis do pacote Vegan (JARI OKSANEN, F. GUILLAUME
BLANCHET, MICHAEL FRIENDLY, ROELAND KINDT, PIERRE LEGENDRE, DAN
MCGLINN; R. MINCHIN, R. B. O'HARA, GAVIN L. SIMPSON, PETER SOLYMOS, M.
HENRY H. STEVENS, 2019) e diferencas Bray-Curtis acima de 1.000 permutacdes no
software R (R TEAM CORE, 2018). Os testes p6s-hoc em pares foram realizados utilizando a
funcdo pairwise.adonis do pacote pairwiseadonis (MARTINEZ RIO ARBIZU, 2020) com
corre¢do de Bonferroni para calcular a significincia estatistica.

A composi¢do da microbiota foi analisada em gréficos de barra utilizando-se o pacote
Phyloseq (MCMURDIE; HOLMES, 2013b), Microbial (https://github.com/guokai8/microbial)
e ggplot2 em R. Os pacotes  MicrobiotaProcess XU S, 2020,
Venn(https://github.com/dusadrian/venn) e VennDiaGram(Chen e Boutros, 2011) foram

usados para construir um diagrama de Venn com os diferentes grupos.



41

Capitulo 1 — Inducio da mastite subclinica pela inoculacao de Staphylococcus warneri

em cabras sadias.
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1. INTRODUCAO
A mastite, ou inflamacdo da glandula mamaria (IMI) (MENZIES; RAMANOON, 2001b;

SAR et al., 2018), é causada principalmente pela infec¢do bacteriana intramamadria, sendo a
doenca de pequenos ruminantes mais relevante, que causa graves perdas econOmicas para a
industria de laticinios em todo o mundo (DORE et al., 2016; OIKONOMOU et al., 2014a), com
o risco a saude publica devido a presenca de patdgenos e toxinas liberadas nos alimentos, bem
como residuos de antimicrobianos (CONTRERAS et al., 2007). A maioria dos casos de IMI
sdo cronicos, dificeis de tratar e propensos ao ressurgimento e, portanto, sdo frequentemente
acompanhados por tratamento antibidtico de custo intensivo de longa duracdo e descarte
prematuro de animais (GRUNERT et al., 2018; MENZIES; RAMANOON, 2001b;
SCHUKKEN et al., 2011; WHITE; HINCKLEY, 1999). Os estafilococos sdo as bactérias mais
frequentemente isoladas da mastite caprina e, portanto, sdo considerados os mais importantes
agentes etiologicos para esta infec¢ao (SILVA et al., 2004).

Embora menos patogénico que o Staphylococcus aureus, os Staphylococcus coagulase
negativos (SCN) também pode produzir mastite subclinica persistente, aumentar
significativamente a contagem de células somaticas (CCS) no leite e causar mastite clinica
(CONTRERAS et al., 1997, 2007). A persisténcia de IMI subclinica durante a lactagdo é
varidvel de acordo com o patégeno causador, mas geralmente € alta, uma vez que os
estafilococos representam os mais frequentes. As IMI subclinicas sdo em geral mal detectadas
e ndo eliminadas, pelo menos durante a lactagdo. Em geral, a mastite subclinica em caprinos é
mais frequentemente causada por SCN (BERGONIER et al., 2003). S. warneri ¢ um SCN que
geralmente tem sido relacionado na maioria das vezes a casos de mastite subclinica, e outros
poucos casos de mastite clinica em caprinos (DA SILVA et al., 2004b; DEINHOFER;
PERNTHANER, 1995a; PEREIRA et al., 2021), inclusive em casos de mastite persistentes
(BERNIER GOSSELIN et al., 2019).

Além disso, varios outros Staphylococcus sp., em diferente tipos de mastite tem sido
isolados de leite de cabra como: S. epidermidis, S. aureus, S. caprae, S. lentus, S. simulans, S.
capitis, S. lugdunensis, S. xylosus, S. chromogenes, S. hominis, S. arlettae, S. sciuri, S.
saccharolyticus, e S. saprophyticus (DA SILVA et al., 2004a; DEINHOFER; PERNTHANER,
1995b), e outros SCN como S. cohnii, S. equorum, S. haemolyticus, S. hominis, S. lentus
(BERNIER GOSSELIN et al., 2019). Por outro lado, a etiologia da mastite clinica estd
envolvida também com os seguintes patégenos: Staphylococcus aureus, membros da familia
Enterobacteriaceae, Corynebacterium spp., Pseudomonas spp., Mycoplasma spp., alguns SCN,

e fungos, como Aspergillus fumigatus (NOVAC; ANDREI, 2020a).
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Na maioria das vezes, IMI é acompanhada pela multiplicacio de bactérias no leite,
determinando o aumento de contagem de bactérias totais no leite (CBT) e pelo aumento do
células somaticas (CCS). Ambos os indicadores desempenham um papel fundamental na
avaliacdo da qualidade do leite (BAGNICKA et al., 2011; PODHORECKA et al., 2021). O
diagnostico de mastite, denominado como padrdo ouro deve ser realizado a partir da cultura
bacteriana (CONTRERAS et al., 2007). O uso de técnicas como CCS é excelente para o
controle da mastite no rebanho, ¢ o CBT € uma técnica utilizada para acompanhamento da
qualidade higiénica e sanitdria do ambiente de ordenha. As CBTs no leite do tanque expressam
a quantidade de contaminacao microbiana nele contida (BAGNICKA et al., 2011; LIANOU et
al., 2021; LOPES et al., 2012). O teste denominado “California Mastitis Test”, ¢ amplamente
utilizado, com certa precaucdo, para medir indiretamente a CCS em caprinos, porque € barato,
rapido e facil de ser realizado, o qual tem se observado altas correlagcdes com outros testes
(SOUZA et al., 2012b).

Outra forma mais recente de abordas as IMI, sdo os estudos de microbioma do leite de
cabras (MCINNIS et al., 2015b; POLVEIRO et al., 2020a; ZHANG et al., 2017b) e leite de
vaca (ADDIS et al., 2016a; BONSAGLIA et al., 2017b; OIKONOMOU et al., 2014b). Esses
estudos em diversas situacoes t€m demonstrado a complexidade das interacdes de patdégenos e
comensais presentes em situagdes de adoecimento ou ndo do animal. As doencas podem ser
consequéncia de uma soma de muitas varidveis complexas que interagem, que podem ir além
da mera interacdo entre hospedeiro, patdgeno e ambiente, como o conhecemos (HEDRICK,
1998). As andlises Omicas do leite t€ém desvendado novas varidveis para compreensdao dos
diferentes tipos de mastite, 0 que permite a reconstru¢do de sistemas que abordam essa doenca
infecciosa (ECKHARDT et al., 2020b; GARIRA, 2019b).

Poucos estudos t€m revelado a real microbiota do leite caprino (MCINNIS et al., 2015a;
POLVEIRO et al., 2020b; ZHANG et al., 2017a), e sdo quase inexistentes os estudos que
puderem relacionar uma infec¢ao experimental com o desenvolvimento da IMI (GANDA et al.,
2017). Assim, o objetivo desse estudo foi realizar a infeccdo com S. warneri para criar um
quadro de mastite subclinica em cabras, e identificar as modificagcdes que ocorreram na
microbiota bacteriana a partir de técnicas de diagnostico padrao de mastite, sequenciamento de

alto rendimento do gene 16S rRNA e andlise metataxondmica.
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2. RESULTADOS

2.1. Producio de leite, Contagem de células somaticas (CCS), Contagem bacteriana total

(CBT), California mastitis test (CMT) e Lactoculturas

A producao total de leite dos animais infectados (Cabra C, D, E, F, G, H) e do controle
externo (cabra B) que foram mensuradas diariamente se encontram na figura 1. Os animais
encontravam-se sadios no periodo PO, e em P2 foi o primeiro dia em que os animais estavam
infectados, ou seja, havia passado um periodo de 24 horas apds a inocula¢do do agente S.
warneri. Na figura 1 € possivel observar que entre os periodos P2 e P4, ocorreu uma reducao
na producdo de leite (7% no total), sendo que apenas o animal B, o controle externo, manteve
a produgdo em pequeno aumento didrio. Apds o periodo P6 os animais passaram a recuperar a
producdo de leite, e as cabra C (aumento de 57% de P6 para P7) e E (aumento de 11% de P6
para P7) foram os animais que recuperaram a producdo superando até mesmo a quantidade
produzida antes do periodo de inoculagao.

No entanto, por algum fator ainda ndo identificado, ocorreu uma queda na produgdo de
leite dos animais inoculados D (queda de 7% de P7 para P8) e C (queda de 26% de P7 para PS),
e do controle externo B (queda de 17% de P7 para P8) enquanto os outros animais continuaram
a aumentar suas produgdes de leite. Em geral, as cabras C, D e E foram as que mais produziram
leite nesse periodo, deixando as cabras F e G com uma produ¢do mediana, e a cabra H com a

pior producdo inicial e no pés indu¢do da mastite, em todos os periodos estudados.

Figura 1 - Producao média de leite no periodo sadio e na fase de infeccao. A producio de
leite dos animais do Ubere nos lados esquerdo e direito somados tiveram seus valores
distribuidos em medias de mililitros de leite produzidos por periodo estudado. Periodo de sadios
(PO) compreende uma fase de 6 dias antes da inoculacdo do S. warneri. Os periodos P2, P4, P6,
P7 e P8 compreendem desde o inicio da infec¢do induzida até o periodo final catalogado. Cada
cor nas linhas do grifico compreende um animal experimental. A cabra B, em verde, foi o
animal mantido como controle externo, sem infec¢do, e as cabras C, D, E, F, G e H em outras

cores foram os animais induzidos a mastite subclinica.
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Producdo média de leite por periodos
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A producio de leite também foi explorada em um grafico de boxplot na figura 2 abaixo,
o que permite identificar as maiores e menores variagdes de producao de leite dos animais em
todos os periodos aqui elencados. Isso permite demonstrar de uma forma diferente, quais
animais apresentaram uma menor ou maior producdo, e observar a variagao na quantidade de
leite produzida dentre os periodos PO, P2, P4, P6, P7 e P8 somados. Diante disso, € possivel
observar que as cabras D e E, em geral foram as que mais produziram leite no periodo em que
estiveram sadias e na fase de indugdo a infeccdo por S. warneri, as cabras C, F e G apresentaram

uma producao intermedidria, enquanto a cabra H deteve a menor producdo de leite.

Figura 2 - Boxplot da variacao de producao de leite das cabras no periodo sadio em P0 e
na fase de infecciao de P2 até P8. A variagdo da produgao de leite dos animais somando-se os
uberes esquerdo e direito distribuidos em mililitros de leite por animal. Cada cor e ranhura nas
linhas do grafico, compreende um animal experimental somando todos os periodos elencados.
A cabra B na posi¢do inicial a esquerda, foi o animal mantido como controle externo, sem
infeccdo, e as cabras C, D, E, F, G e H, em outras cores e ranhuras, foram os animais induzido

a mastite subclinica.
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Produgdo de leite no periodo de adaptacdo e infeccdo
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A figura 3A demonstra o nimero de contagem de células somdticas (CCS) do ubere
direito de cada cabra durante a fase de infeccdo e periodo de sadios. Retomando brevemente os
valores de diagnostico, foi estipulado que para ser diagnosticado a mastite a partir da contagem
de células no leite, deve ser detectado valores SCC acima de: >1 x 10° CS/ml. As cabras que
foram induzidas a infec¢do tiveram uma “explosao” em numero de células enviadas até as
glandulas mamarias em P2 (24 horas pés infecciio), da ordem de chegar a 9.999 x 10° CS/ml
no leite do ubere animal, a ndo ser a cabra B, que foi a controle externo experimental e por isso
ndo foi infectada. O mesmo ocorreu para a CBT na figura 3B, a qual apresentou contagens até
o limite de deteccdo instrumental em P2, a ndo ser pela cabra E e H que alcancaram a contagem
de 3.000 x 10° UFC/ml, e mesmo assim a cabra H aumentou o nimero de UFC/ml em P4.
Alguns animais apresentaram um leve aumento de contagem de CCS e CTB ap6s a queda em
P4, dando énfase a cabra G que deteve um subito aumento em P7, para ambas as contagens e

depois uma queda.
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Figura 3 - Contagem de células somaticas (CCS) e contagem de bacteriana total (CBT) no
periodo sadio e na fase de infeccao experimental nos iberes do lado direito. A figura 3A
apresenta a contagem de nimero de células somdticas de cada cabra no periodo de sadio (P0) e
nos respectivos periodos de inducao da mastite subclinica ou infec¢do (P2, P4, P6, P7, P8) pelo
agente S. warneri. Cada cor de linha diferente representa uma cabra diferente. A contagem
exibida deve ter sua escala multiplicada por x10* para alcancar os valores reais de contagem. A
figura 3B representa a contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) para cada animal
em seus respectivos periodos, como denotado na figura, assim como os argumentos escalares.

As marcagdes com asteriscos, setas € sombras em cinza demarcam onde ocorreram diferengas

estatisticas entre os periodos avaliados.
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Os testes estatisticos realizados para CTB, teste t pareado, demonstraram que ocorreram
diferencas entre os periodos PO-P2 (P<0.001), PO-P6 (P<0.01) e PO-P8 (P<0.05). Nos testes
realizados para o CCS dentro dos mesmos padrdes anteriores, indicaram diferencgas entre PO-
P2 (P<0.001), PO-P6 (P<0.05) e PO-P8 (P<0.01). Esses resultados refor¢cam a significAncia do
que foi visualizado nas figuras anteriores, indicando altera¢des proeminentes estabelecidas
nesses Uberes apos a indugdo a infec¢do por S. warneri em relagdo ao nimero de UFC/ml e
CCS/ml.

A tabela 1 indica os valores de CMT encontrados durante o experimento. O animal B,
controle externo, ndo apresentou mudancgas durante o periodo inicial e final. Além dessas, a
cabra F também nio indicou por esse teste, sinal de mastite nos periodos analisados. Contudo,
os outros animais inoculados apresentaram 2+ ou 3+ como sinal de mastite. Levando em
consideragdo que os seguintes valores foram considerados como indicadores da doenca: SCC:
>1 x 10° CS/ml e/ou CMT: >2+, apenas as cabras F poderia ser considerada nio mastitica, ao
final do periodo analisado, e a cabra D ainda poderia ser considerada mastitica devido ao teste

de CMT 3+, mesmo demonstrando um baixo valor de CCS.

Tabela 1 - California Mastitis Test (CMT) das cabras em trés periodos durante a fase de

inducao da infeccao.

Periodo Identificacdo Teto Esquerdo Teto Direito
PO Cabra B 0 Cruz 0 Cruz
PO Cabra C 0 Cruz 0 Cruz
PO Cabra D Trago 0 Cruz
PO Cabra E 0 Cruz 0 Cruz
PO Cabra F Traco 0 Cruz
PO Cabra G 1 Cruz 0 Cruz
PO Cabra H 1 Cruz Trago
PS5 Cabra B 1 Cruz 0 Cruz
P5 Cabra C 0 Cruz 2 Cruzes
P5 Cabra D 1 Cruz 2 Cruzes
PS5 Cabra E 0 Cruz 2 Cruzes
PS5 Cabra F 2 Cruzes 1 Cruz
P5 Cabra G 3 Cruzes 1 Cruz

P5 Cabra H 3 Cruzes 1-2 Cruzes
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P8 Cabra B 1 Cruz 0 Cruz

P8 Cabra C 0 Cruz 2 Cruzes
P8 Cabra D 0 Cruz 3 Cruzes
P8 Cabra E 1 Cruz 2 Cruzes
P8 Cabra F 1 Cruz 1 Cruz

P8 Cabra G 3 Cruzes 2 Cruzes
P8 Cabra H 3 Cruzes 2 Cruzes

Periodo experimental, identifica¢@o da cabra, e os uberes aos quais foram submetidos aos testes.

As lactoculturas com 4gar Sangue demonstraram resultados negativo em PO e no
periodo P8 positivo, para todos os tiberes do lado direito dos animais induzidos a infec¢do. As
demais lactoculturas nesse estudo apresentaram resultados correspondentes aos de CCS e CMT
para tipificacdo da mastite, ou seja, quando as técnicas elencadas apresentaram resultados para

diagndstico de mastite subclinica ou clinica, as lactoculturas apresentaram mais de trés colOnias.

2.2. Hemograma e identificacoes bacteriologicas

A figura 4 demonstra os principais tipos de células de defesa que variaram no hemograma.
Outros perfis celulares e bioquimicos ndo representados no grafico abaixo estdo dispostos no
quadro S1 na sec¢do complementar. A figura 4 demonstra a variagdo de leucdcitos totais do
sangue (LT), linfécitos, neutréfilos e mondcitos dos animais desde o periodo sadio (PO) até o
final das medicoes da fase de infeccdo. Na figura 4A € interessante observar que os animais
iniciaram o experimento com diferentes valores padrdes no leucograma, tendo a cabra E um
dos valores mais altos estabelecidos, e a cabra H um dos menores. Na mesma figura € possivel
observar a queda do nimero de LT dos animais apds 24 horas de infeccao em P2, com leve
retorno dos indices em P4 e nova queda em P4.2. Aparentemente, em P6 ocorreu uma melhora
no quadro de niveis dessas células nos animais, em virtude de uma melhora geral no estado
clinicos desses animais e depois uma queda continua para todos os animais até PS8.

Aparentemente as variagdes na cabra B, que € o controle externo, ndo deveriam acontecer,
uma vez que apenas a solucdo salina era introduzida no ubere, mas esse animal teve um
recrutamento de linfécitos (Figura 4B) de maneira repentina e mais abrupta do que os outros,
no entanto, os neutréfilos ndo acompanharam essa tendéncia. Logo, outro tipo de infec¢do ndo
bacteriana pode ter levado a esse quadro. A solucdo salina era produzida sempre 12 horas antes

e autoclavada dentro dos padrdes laboratoriais. Por outro lado, a cabra B também nio teve
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aumento de CCS no leite, assim essas alteracdes podem ter sido de fato por outras causas
desconhecidas ou “stress” ambiental. De qualquer forma, esse animal demonstrou padroes
diferentes dos outros, o que denota a sua separacao das demais. As células LT, geralmente, em
quadros de mastites sdo recrutadas para a glandula mamaria e por consequéncia para o leite
para combater a infeccdo instalada, levando um quadro de leucocitose no animal, o que pode
ter ocorrido na maioria dos animais induzidos a infecc@o. A variagao de neutréfilos (Figura 4C)
nos animais demonstrou ser muito parecida, com queda em P2 e aumento subsequente nos
periodos consecutivos. Ademais, uma queda abrupta ocorreu em P8 para as cabras C e H, no
entanto, essa queda geral apresentou curvas diferentes para o animal B, como relatado acima.

Os mondcitos na figura 4D, que sdo células precursoras dos macréfagos, tiveram aumento
substancial em P2, em virtude da infec¢do, com queda acentuada nos periodos posteriores. No
laudo técnico dos leucogramas foi apontado mondcitos reativos logo no periodo P2 para cabra
G, o que de fato se confirma nesses dados, e aparentemente esse animal foi o mais responsivo
para esse tipo célula durante toda a fase de infecgao.

Os testes estatisticos realizados para a contagem de leucdcitos totais, teste t pareado,
demonstraram que ocorreram diferengas entre os periodos PO - P2 (P<0.05), PO - P2.1 (P<0.01),
PO - P4.1 (P<0.01), PO - P4.2 (P<0.01) e PO - P8 (P<0.01). Nos testes realizados para a contagem
de linfécitos, neutréfilos e mondcitos ndo foram encontradas diferencas. Esses resultados
demonstraram que apenas o conjunto de leucécitos, das demais variagdes de células incluidas
nesse rol, apresentou alteracdes na quantidade presente na corrente sanguinea, o que decorreu
de uma maior producdo dessas células e ao recrutamento delas para serem enviadas para a

glandula mamaria.

Figura 4 - Leucograma das cabras no periodo sadio e fase de infeccao: leucocitos totais,
linfécitos, neutréfilos e monécitos. Cada cabra estd demonstrado por uma cor diferente. As
linhas tracejadas representam a contagem de células das séries medidas, e estdo subdivididas
em figuras distintas. O animal controle externo (Cabra B) € representado pela linha tracejada

em verde e marcador circulo azul.
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Na figura 3, estdo representadas as bactérias que foram identificadas no tbere direito por
meio do dgar cromogénico Accumast®, as quais foram dispostas em porcentagem de
identificacdo no periodo sadio (PO) e fase de infec¢do. No quadro S2, localizado no material
suplementar, foram apresentadas todas as bactérias identificadas por sec¢do, por animal e
periodo experimental. No periodo de sadio encontramos sete tdxons, sendo cinco diferentes e
na fase de infeccdo identificamos 53 tdxons, sendo 10 diferentes. Em PO encontramos
predominantemente bactérias Gram (-), dando énfase para os géneros Klebsiella sp.,
Escherichia coli e Pseudomonas sp. Na fase de infec¢do, identificamos também em maiores
proporcoes esses mesmos géneros citados, além de Enterobacter sp., Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae e Lactococcus sp. € com isso aumentamos a gama de bactérias
relacionadas a Gram (+).

O agente SCN foi interessante de ter sido isolado na fase de infec¢ao nas cabras C e H,
uma vez que eles podem ser correspondentes ao S. warneri utilizado na indugdo da infecgdo.
Nao ter encontrado SCN em outros animais induzidos, pode ser devido ao fato da abundéancia
menor desse agente no leite utilizado para as lactoculturas. A cabra B, controle externo, ndo
teve muitas identificacdes diferentes apdés P2. As demais cabras que foram inoculadas,
comecaram a apresentar um nimero bem maior de tdxons bacterianos identificados apds o
periodo P2. O que nos chamou atencdo foi o nimero de grande de bactérias Gram (-)

identificadas apds a inoculacdo, e que ndo tem provavelmente relacio com o S. warneri
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utilizado, mas dentro do campo de estudo em microbiotas, sabemos que essa fase poderia causar
um distirbio nos microrganismos indigenas presentes, e partir disso, outros agentes poderiam

apresentar alta no crescimento no leite do tbere.

Figura 5 - Porcentagem de identificacdo de bactérias por agar cromogénico Accumast®
no periodo dos animais sadios e na fase das cabras induzidas a mastite por S. warneri. A
figura 5A representa os animais, incluindo a cabra B (controle externo), no periodo PO ou em
que estavam sadios. A figura 5B apresenta os isolados na fase de infeccdo, de P2 até P8 de
todos os animais induzidos a infeccao, incluindo a cabra B. Cada barra representa uma bactéria

diferentemente isolada e sua porcentagem de identificacdo em relacdo a todos os isolados.
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2.3. Dados do sequenciamento

As amostras SBRP2-FE e SBRPS-BE dos dados analisados ndo geraram sequéncias para
as andlises seguintes. Os dados foram separados em dois conjuntos, sendo o primeiro referente
ao animal controle externo (cabra B) em todos os periodos analisados: PO, P2, P4, P6, P7 e P8,
e o segundo remete aos animais induzidos a infec¢do (C, D, E, F, G e H) e os mesmos periodos
analisados anteriormente. Um total de 82 amostras de leite de cabra foram coletadas, e 0o DNA
sequenciado na regido V3 eV4 do gene 16S rRNA. A cabra de letra B, gerou um total de
164.219 sequéncias em 11 amostras, que foram usadas para andlises abaixo
(média = 14.929,000+Desvio padrao =18.632,409 leituras/amostra). Ao todo, 5.184 taxons
identificados foram utilizados nessas andlises. Os induzidos a infec¢do geraram um total de
11.174,561 sequéncias em 71 amostras, que foram wusadas para andlises abaixo
(média=157.388,183+ SD =243.906,093  leituras/amostra). =~ Ao todo, 5.351tdxons
identificados foram utilizados nessas andlises. O comprimento médio para todas as leituras foi
de 450 bp. De antemao, a classificacdo do género Escherichia sp. a nivel de espécie ainda pode
ser reavaliada com a técnica de lactocultura, uma vez que a identificacdo de algumas espécies
com o sequenciamento gene 16S rRNA sdo de dificil resolu¢do (EDGAR, 2018; GWAK; RHO,
2020).

2.4. Abundéancia relativa da microbiota das glandulas mamarias da cabra controle

A figura 6 demonstra a variacdao ao longo da fase de infec¢@o das espécies de bactérias
identificadas para a cabra controle B. Dentre as 11 amostras a seguir, o género mais
representativo é o Staphylococcus caprae. Essa bactéria apresentou as seguintes porcentagens
relativas durante os periodos: PO-BD: 20%, PO-BE: 31%, P2-BD: 20%, P2-BE: 37%, P4-BD
55%, P4-BE 59%, P6-BD 55%, P6-BE 48%, P7-BD 26%, P7-BE 30%, P8-BD 11%.
Interessante observar que tivemos um aumento da abundéncia dessa espécie S. caprae durante
o transcorrer da fase de infeccdo, e depois uma queda retornando a valores parecidos ao inicial.
O segundo género e espécie mais representativos foi Escherichia fergusonii, a qual apresentou
as seguintes porcentagens: PO-BD: 48%, PO-BE: 29%, P2-BD: 4%, P2-BE: 17%, P4-BD 50%,
P4-BE 42%, P6-BD 40%, P6-BE 11%, P7-BD 76%, P7-BE 14%, P8-BD 47%. Depois, como
mais representativa, nés temos a Staphylococcus epidermidis, e na amostra P2-BD observamos
uma alta abundancia da bactéria Staphylococcus xylosus. Além dessas, apesar de menos
representativo, mas talvez de grande relevancia, identificamos a bactéria Bacteroides neonati e

Staphylococcus aureus. Interessante observar, na figura 6, que a microbiota do animal controle
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B, apresentou um perfil de espécies diferente dos animais induzidos a mastite nas figuras 7 e 8,

sendo este o propdsito desse animal experimental.

Figura 6 - Composicao da microbiota bacteriana dos 25 taxons mais abundantes, ao nivel
de género e espécies da cabra controle B, no periodo sadio e ao longo da fase de infeccao.
As abundancias dos géneros e espécies foram distribuidas de forma relativa a 100% da amostra
para cada periodo na fase de infeccdo, sendo que cada cor corresponde uma espécie diferente e
seu respectivo género. A letra D ao final da nomenclatura da amostra corresponde ao tibere do

lado direito e a letra E ao lado esquerdo.
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2.5. Abundéancia relativa da microbiota dos aberes das cabras infectadas

A figura 7 demonstra a variacdo ao longo da fase de infeccao das espécies de bactérias
identificadas durante a fase de infec¢@o de todas as cabras que receberam o agente inoculado S.
warneri. A Figura S1 localizada no material suplementar, correspondente aos nimeros
absolutos de ASVs para cada género e espécie, correspondente aos animais durante a fase de
infeccdo e periodo em que estavam sadios. Dentre as 71 amostras a seguir, ndo identificamos o
S. warneri nas primeiras amostras do periodo sadio (P0). No periodo P2, o qual ja haviamos
inoculado o agente, observamos que todos os uberes do lado direito apresentaram alta
porcentagem relativa do agente, o que foi confirmado pela técnica de sequenciamento de alto
rendimento do gene 16S, o sucesso da indu¢do da infec¢do no ubere. O agente, apesar de
persistir, diminui sua porcentagem relativa em P4, principalmente na cabra de letra C e G, e
desaparece das amostragens em P6, P7 e P8. Notamos que a microbiota da cabra C no periodo
PO era predominantemente dominada pelos microrganismos, S. caprae (53%) e E. fergusonii
(29%), e em P8, a cabra C detinha predominantemente E. fergusonii (71%) na sua microbiota.
Por outro lado, o animal G, apresentava em PO predominadncia do género e espécie
Staphylococcus pasteuri (80%), e no periodo final da infec¢do em P8, se tornam predominantes,
S. caprae (52%), Staphylococcus pasteuri (35%) e S. epidermidis (11%). As cabras H e F,

mantiveram as percentagens altas do agente S. warneri nas microbiotas do leite.
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Figura 7 - Composi¢ao da microbiota bacteriana dos 25 taxons mais abundantes, ao longo
da fase de infeccao com S. warneri e periodo em que estavam sadias, ao nivel de género e
espécies. As abundancias dos géneros e espécies foram distribuidas de forma relativa a 100%
da amostra para cada periodo em que as cabras estavam sadias e na fase de infec¢ao, sendo que
cada cor corresponde a uma espécie diferente e seu respectivo género. As amostras estdo
alinhadas em ordem crescente por periodo. A letra D ao final da nomenclatura da amostra

corresponde ao ubere do lado direito e a letra E ao esquerdo.

1.00

1 i I" IIII_ Il .'_ "_'I I. bt [l
-
Species
. A. olivapoviiticus . R. tabzcinazalis
& . A, septicus . &, autens
q::; . A ursingil . 8. baltica.
9 B fumiris . 5 et
@
8 I B. graminisolvens . 8. capras
‘g 0.50 B. neanat 5. epidermidiz
5..‘ . G. cnudilaclis 5. hominis
ﬂ)-! .C.puHuﬁ?nh 5. pasteuri
g . C. stalionis . & simulans
o ! C. tuberculostearicum . 5. wameri
E. lergusani 8 xylosus
F. glareas I Serratia sp.
L]
._ u!l. = | L1

O DLIJDLIJDLUDLLIOU.IDOUJOUJDLIJQUJDUJQLLIDLIJDUJDLIJOUJDUJDLUOUJDUJDLUDLUDUJDLLIDLIJQUJDLIJOU.IC}UJDLIJC}UJDUJ

(&} GUIIO0OOUULEGIIO000WULLEGUITI000OWULLGOITIOONCWULLEUITIO0D0WULLGOIT

f=1= L 5 e o e U Ty AL QU o ot T T T o ot o W OB D DD D DD b (B e P b B [ [ P T b p T 000 60 €0 00 00 0000 oy o D )

z EE&&Q&&&&&&EE&&E&E&un.amﬁﬁo.n_aao.a,n_amﬁﬁgn.u.u.u_u_n.u_n.LLtLEEu.n_g_n_u_n,chmn-&”Eu.u_

A figura 8 demonstra a evolucao da microbiota do leite dos animais ao longo da fase de
inducdo a infec¢do. Observamos que no periodo P0.D.S, os animais ndo haviam sido inoculados
com 0 agente e por isso sua microbiota era predominantemente dominada por Staphylococcus
pasteuri (58%), Acinetobacter septicus (19%), S. caprae (11%), Acinetobacter ursingii (8%) e
E. fergusonii (1%). Apés a inoculagdo, observamos uma mudanca na microbiota, o que gerou
as diminui¢des abruptas de varios géneros e espécies, com predominio de cerca de 98% de S.
warneri e 1% de E. fergusonii em P2, e ao longo dos periodos, a microbiota comegou a retomar
de forma gradativa, mas alguns tdxons como Acinetobacter ursingii e Acinetobacter septicus
praticamente desapareceram, assim como outros géneros destacados na figura 7. Em P8, 90%
da microbiota dos animais era composta por S. warneri e S. caprae.

A figuras 7 e 8 também demonstraram as microbiotas dos tberes esquerdo nao infectados.
Ao observar a figura 8, notamos que a microbiota do tbere esquerdo pouco se alterou ao longo
dos periodos mensurados, e isso nos mostra que as flutuacdes que observamos nos uberes

infectados foram desencadeadas provavelmente pela infeccdo que provocamos. Outros fatores
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importantes que constatamos foi que os tuberes contralaterais, esquerdos e direitos, sdo
independentes e a microbiota ndo se modifica em ambos por fatores que estejam ligados
diretamente a uma infeccao induzida em apenas um dos tberes, se nao haveriamos observado
o S. warneri no tbere do lado esquerdo. De forma geral, S. warneri no tbere do lado direito

aparentemente causou uma disbiose na glandula mamaria.

Figura 8 - Composicao da microbiota bacteriana somada os 25 tixons mais abundantes,
identificando o periodo em que as cabras estavam sadias e a fase de infeccio com S.
warneri, ao nivel de género e espécie das bactérias. As abundancias dos géneros e espécies
foram distribuidas de forma relativa a 100% da amostra para cada periodo na fase de infec¢do
e periodo de sadios, sendo que cada cor corresponde uma espécie diferente e seu respectivo
género. As amostras estdo alinhadas em ordem crescente por periodo. A letra D.I ao final da
nomenclatura da amostra corresponde ao tbere do lado direito infectado e a letra E.S ao lado

esquerdo que prevaleceu sadio em cada animal.
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2.6. Alfa diversidade da microbiota do leite da cabra controle B
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A figura 9 apresenta a variacdo da riqueza e diversidade amostral da cabra controle
durante o periodo sadio e de inducdo a infec¢do. Nessa figura observamos que ocorreu uma
variacdo menor na riqueza do ubere esquerdo da cabra controle B, sendo que as maiores
variagdes foram no periodo P6-BE e menor no PO-BE, o que significa que ocorreu um pequeno

aumento de riqueza entre esses periodos. Por outro lado, o indice de diversidade de Shannon,
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demonstrou uma variacao um pouco maior, principalmente entre os periodos P4-BE e P7-BE.
O ubere direito apresentou variacdes maiores nos indices, nos quais a riqueza e a diversidade

aumentaram muito em P7-DD e menores indices em P2-BD.

Figura 9 - Indices de diversidade alfa da microbiota do leite da cabra controle B,
subdividida entre ubere esquerdo (EI) e direito (DI), representados pelos indices de
riqueza observada por ASVs, de riqueza Chaol, e o de diversidade por amostra com o

indice de Shannon. Cada periodo e lado do tbere foi identificado com uma cor diferente ao

lado da figura.
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2.7. Alfa diversidade da microbiota do leite das cabras infectadas

A figura 10 avaliou os indices de diversidade alfa entre os periodos de PO até P8, dos
animais induzidos a infecc@o e sadios, separando o tbere em lados esquerdo e direito. Ao
analisar os indices de diversidade do ubere inoculados com S. warneri, lado direito, podemos
observar que a riqueza Chaol e a riqueza observada por ASVs apresentaram um leve aumento
de PO.D.S até P7.D.I o que pode ser decorrente da infeccdo induzida. Em P8 os indices de
riqueza retornam proximo ao patamar de PO, o que poderia representar uma adaptacdo da
microbiota de alguns animais ao novo agente introduzido no teto, e para outros, uma

autolimitacdo do agente por mecanismos de defesa da glandula e da prépria microbiota indigena
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local. O indice de Shannon apresentou uma flutuacdo em formato de onda ao longo dos periodos
analisados, culminando numa semelhanga do indice final P8, com o indice inicial PO. Como
induzimos uma infec¢do subclinica, esse tipo de mastite pode ser autolimitante ao longo do
tempo, e os indices tenderiam a se estabilizar por mais alguns periodos. Portanto, no periodo
final P8, tanto os indices de riqueza quanto de diversidade, demonstraram estarem maiores no

lado esquerdo sadio, do que no direito induzido a mastite.

Figura 10 - Indices de diversidade alfa da microbiota do leite dos animais induzidos a
infeccao (C, D, E, F, G e H) subdividida entre ibere esquerdo sadio (E.S), direito sadio
(DS) em PO e direito infectado (DI) representados pelos indices de riqueza observada por
ASVs, de riqueza Chaol, e o de diversidade por amostra com o indice de Shannon. Cada

periodo e lado do tbere fo1 identificado com uma cor diferente ao lado da figura.
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3. DISCUSSAO

O leite possui uma microbiota complexa, que pode ser amplamente alterada por diversos
fatores inerentes a espécie, raca e saide do animal, bem como nos diferentes tipos de mastite
(BHATT et al., 2012; HOQUE et al., 2019; LI et al., 2018; OIKONOMOU et al., 2014;
POLVEIRO et al., 2020). O sequenciamento do material genético microbiano do leite caprino,

juntamente com outras abordagens tradicionais utilizadas no monitoramento do quadro de
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mastite, pode relevar populacdes microbianas anteriormente negligenciadas e padrdes de
assinaturas populacionais, que podem ajudar a compreender melhor o desenvolvimento das
infeccdes na glandula mamdria. Nossos dados indicam que a progressdo da mastite subclinica,
quando induzida por S. warneri, reduz por um curto espaco de tempo a produgdo de leite,
modifica o leucograma sanguineo, contagem de CCS e CBT e a estrutura da microbiota
bacteriana do leite caprino, alterando a riqueza e diversidade e acentuando o quadro de disbiose.

Embora ambas as formas de mastite clinica e subclinica tenham efeitos negativos na
producdo de leite, a variacdo na producdo depende do agente patogénico envolvido na IMI
(NOVAC; ANDREI, 2020a). Estudos conduzidos em caprinos focados no efeito de IMI na
producdo leiteira em sistemas intensivos sdo controversos, pois demonstraram que a mastite
pode ser associada a valores mais baixos (LEITNER; MERIN; SILANIKOVE, 2004),
semelhantes (MIN; TOMITA; HART, 2007; MORONI et al., 2005b) ou mesmo com um
aumento na producdo de leite em cabras doentes em compara¢do com as sauddveis (KOOP et
al.,, 2012a). LEITNER et al., (2004) demonstraram que certas espécies de SCN, como S.
epidermidis, S. simulans, S. caprae, S. chromogenes ou S. xylosus, podem reduzir a produgdo
de leite. Embora a maioria dos estudos relacionados nado tenha citado S. warneri e sua relagao
com a producdo de leite em caprinos, identificamos que a recuperacao da producao de leite apds
induzida a mastite subclinica por S. warneri parece ser presumivel de acontecer em até ao
menos quatro dias ap6és inducgdo a infec¢do. Além disso, € interessante observar que em geral,
apos alguns dias de indugdo da infec¢do, alguns animais superaram a producao de leite de antes
da inoculacao do agente.

Em amostras de leite caprino o género Staphylococcus sp. geralmente pode estar
relacionado a mastite (DEINHOFER; PERNTHANER, 1995b; PEIXOTO; MOTA; DA
COSTA, 2010a), embora espécies desse género tenham apresentado importancia em animais
saudaveis (POLVEIRO et al., 2020b). Esse género tem se destacado nas glandulas mamarias
saudaveis de cabras, assim como foram identificadas no microbioma do leite saudavel de
humanos e vacas (HUNT et al., 2011; MARTIN et al., 2007; OIKONOMOU et al., 2014a).
Assim como identificamos S. epidermidis e S. aureus no leite do animal controle, o leite
materno humano, por exemplo, mesmo coletado assepticamente de uma mulher sauddvel, pode
conter esses mesmos géneros (JEURINK et al., 2013), logo ndo € incomum identificar essas
espécies em mamiferos clinicamente sauddveis. Algumas espécies de SCN estao relacionadas
ao aumento na CCS do leite, bem como ja foram isolados de achados patologicos do ubere,
como S. epidermidis, S. simulans, S. lugdunensis, S. chromogenes e S. warneri, que foi utilizado

nesse experimento (DEINHOFER; PERNTHANER, 1995b).
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Como descrito em nossos dados, 0s animais variaram muito em quantidade e tipo de
leucécitos sanguineos no inicio e ao longo da infec¢do, e concomitantemente os CCS também
variaram. Estudos indicam a possivel existéncia de migracdes intensas de leucdcitos da corrente
sanguinea para a glandula mamaria (MCKENZIE; ANDERSON, 1981; SEELIG; BEER, 1978),
no entanto, essa ndo € uma migracao simples de células, uma vez que existe uma complexa rede
de sinais para que esse evento aconteca, principalmente pela movimentagdo de neutréfilos que
sdo de grande importincia em infec¢des intramamadrias (ALNAKIP et al., 2014; RAINARD;
FOUCRAS; MARTINS, 2022; TIAN et al., 2005a).

Diferentes tipos de células podem ser encontrados no leite de vacas, as quais incluem
leucécitos polimorfonucleares (neutrdfilos), linfécitos, eosindfilos, macréfagos e células
epiteliais (PAAPE et al., 2002). Por outro lado, o numero de CCS do leite de cabras sauddveis
€ maior do que o observado no leite de vacas e ovelhas ndo infectadas e ao contrario destas, os
neutréfilos compreendem o principal tipo de leucécitos (40-87%) em caprinos, isso pode
explicar por que as cabras sdo mais resistentes a mastite (TIAN et al., 2005b).

Segundo BLAGITZ et al., (2011) alguns animais podem, de forma continua, apresentar
niveis baixos de leucdcitos, o que sugere que cabras com menor nimero de células leucocitérias
consequentemente geram um menor nimero de CCS no leite, e diante disso geralmente estdo
associadas a maior incidéncia de mastites (BERGONIER et al., 2003; MORONI et al., 2005b;
SOUZA et al., 2012b). Portanto, caracteristicas intrinsecas ao animal, com a diminui¢cdo da
viabilidade de neutréfilos polimorfonucleares estd associada a funcio fagocitica e bactericida
prejudicada (TIAN et al., 2005b; VAN OOSTVELDT et al., 2002). O exame CMT, apesar de
ter seus resultados aparentemente contestados em caprinos, SOUZA et al., (2012b) relataram
que foram observadas fortes correlagdes entre os escores de CMT, contagem microscépica e
automdtica em leite de caprinos, pressupondo assim que maiores scores encontrados em leite
dessa espécie podem estar relacionados a maior propor¢do de neutréfilos, em vez de particulas
citoplasmaticas (SOUZA et al., 2012b). Essas particulas citoplasmaticas nao reagem com o
reagente CMT, pois ndo possuem nucleos celulares (PETTERSEN, 1981).

Algumas bactérias foram identificadas em maior abundancia no leite de animais
sauddveis, como S. pasteuri, A. septicus, S. caprae, A. ursingii e E. fergusonii e por outro lado,
algumas espécies se destacaram no leite dos animais mastiticos como S. warneri e E. fergusonii,
S. caprae, que geralmente sdo isolados em leite de caprinos (DA SILVA et al., 2004a;
DEINHOFER; PERNTHANER, 1995b), especialmente em animais mastiticos. No entanto,
somente a presenga do microrganismo ndo define a ocorréncia da infec¢do, uma vez que esta

necessita da conexao de uma série de fatores para ser desencadeada, como um desequilibrio da
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composi¢do microbiana da glandula mamaria, denominado disbiose (DERAKHSHANI et al.,
2018b).

Além disso, a microbiota pode estimular a resposta imune do hospedeiro, alterando sua
suscetibilidade a patégenos invasores e com isso a infectividade do patégeno pode ser
indiretamente reduzida pela microbiota do hospedeiro (STEVENS; BATES; KING, 2021b). S.
pasteuri tem sido isolado de alimentos e ambientes alimentares, ¢ demonstrado resisténcia a
antibidticos e formagao de biofilme (MARINO et al., 2011), mas foi a primeira vez que foi
relatado a sua possivel presenca em leite caprino. O género Acinetobacter sp., ndo é incomum
de ser isolado de leite caprino, principalmente a espécie A. ursingii (DE PAIVA ANCIENS
RAMOS; DOS SANTOS NASCIMENTO, 2019), mas A. septicus nao tem relatos de ter sido
identificado nesse tipo de amostra, uma vez que € uma espécie catalogada recentemente (KILIC
et al., 2008).

Alguns animais apresentaram a diminui¢do constante do agente inoculado em resposta a
propria infeccdo, algo esperado naturalmente apds uma resposta imunoldgica normal, mas
também pode ter ocorrido porque a microbiota pode estimular a resposta imune do hospedeiro,
alterando sua suscetibilidade a patdgenos invasores (STEVENS; BATES; KING, 2021b).
Portanto, ao invadir um hospedeiro, os patégenos também irdo interagir com outras espécies
microbianas (PALLEN, 2011). Diante disso, a infectividade do patégeno pode ser
indiretamente reduzida pela microbiota do hospedeiro, conforme observamos (CLARKE et al.,
2010; GARCIA-BAYONA; COMSTOCK, 2018; KWONG; MANCENIDO; MORAN, 2017;
MUHAMMAD et al., 2019a, 2019b, 2019¢c; OGAWA et al., 2001).

A espécie E. fergusonii esteve presente tanto em animais sadios, quanto animais com a
infec¢do mastitica. Existem poucos relatos dessa espécie relacionada a produtos lacteos (SAAD
et al., 2012) ou leite, em especial, em caprinos (HARIHARAN et al., 2007). Geralmente em
estudos de microbioma, o género Escherichia sp. esta associado a casos de mastite em caprinos
(POLVEIRO et al., 2020b; RIBEIRO et al., 2007), bovinos (GANDA et al., 2017), assim como
mastite gangrenosa em casos de isolamento do agente por técnicas padrdes de cultivo (AMEH
et al., 1994; RIBEIRO et al., 2007). No entanto, esse género tem sido associado a microbiotas
de cabras (ZHANG et al., 2017a) e ovelhas sadias (ZHANG et al., 2017a), assim como relatado
nesse estudo.

Alguns microrganismos podem evoluir rapidamente (BARROSO-BATISTA;
DEMENGEOT; GORDO, 2015) por causa de seus grandes tamanhos populacionais e tempos
de geracdo ripidos, o que pode ter ocorrido com E. fergusonii em nossos dados. Os

componentes da microbiota podem evoluir durante a vida do hospedeiro com consequéncias
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para a saide do hospedeiro (KOSKELLA; PARR, 2015). Por exemplo, uma cepa levemente
patogénica do componente da microbiota intestinal Enterococcus faecalis demonstrou em
hospedeiros nematoides evoluir para se tornar mais protetor devido a interagdes competitivas
com um patégeno virulento (KING et al., 2016). Da mesma forma, o patégeno Candida
albicans mostrou evoluir para o mutualismo protetor quando introduzido em um novo
hospedeiro, em um estudo tendo como modelo camundongos (STEVENS; BATES; KING,
2021b; TSO et al., 2018).

O genoma do género Escherichia sp., de forma geral, é extremamente relacionado
geneticamente, logo 0s genomas ndo estdo separados claramente em testes filogenéticos, entao,
ndo € possivel segregar com toda certeza algumas espécies a partir do gene 16SrRNA, como E.
coli de E. fergusonii ou Escherichia albertii (LUKJANCENKO; WASSENAAR; USSERY,
2010). Portanto, levando em considera¢do os achados por dgar cromogénico, podemos estar
lidando dentro desses sequenciamentos com outra espécie, como a E. coli, ou mesmo,
descobrindo algo totalmente novo para essa espécie de E. fergusonii. Contudo, por mais que a
identificacdo do agente por meio da cultura seja o padrdo ouro para diagndstico de mastite
(CONTRERAS et al., 2007), nesse caso especifico, mais andlises devem realizadas para
descobrir qual agente de fato estd atuando.

A inducdo da mastite subclinica decorre da introdugdo de agentes bacterianos no utbere
do animal, e isso consequentemente desencadeou uma série de processos inflamatdrios que
alteraram a composicdo quimica e fisica do leite (NOVAC; ANDREI, 2020b), e
consequentemente causou uma disbiose alterando a composicio da microbiota
(DERAKHSHANI et al., 2018a), o que culminou no formato de onda nas andlises de alfa
diversidade. Com isso, observamos que ao final do experimento, a microbiota comecou a
estabilizar-se, o que resultou numa microbiota mais rica e diversa nos uberes sadios, o que ja
foi constatado em outros estudos por POLVEIRO et al., (2020), e os uberes infectados
obtiveram menor riqueza e menor diversidade. Além disso, no Uibere controle, observamos uma
microbiota especifica e constante ao longo de todos os periodos, o que caracteriza 0s animais
sadios sem o distirbio ou disbiose da microbiota. Diante disso, o principio de Anna Karenina
(ZANEVELD; MCMINDS; THURBER, 2017) (“todas as familias felizes se parecem, mas cada
familia infeliz ¢ infeliz a sua maneira”) pode ser aplicado para explicar observacdes em que a
composi¢do da comunidade da microbiota varia mais entre individuos doentes do que
individuos saudaveis (STEVENS; BATES; KING, 2021a).

Portanto, induzimos com sucesso infec¢cdo mastitica por S. warneri em cabras e

demonstrarmos como ocorre a dindmica de sua patofisiologia, com andlises de CCS, CBT,
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CMT, perfil de células sanguineas, juntamente com andlises de microbiota por meio do
sequenciamento do gene 16SrRNA. As andlises permitiram identificar alteracdes na producao
leite, assim como a caracteriza¢do da demanda de células leucocitdrias pela glandula mamaria
no decorrer da infeccdo para cada animal, ou seja, existe uma série de fatores inerentes ao
animal para que ocorra o combate a infeccdo. Demonstramos também como o leucograma pode
apresentar variagdes significativas ao longo da infeccdo e avaliamos por meio de dgar
cromogénico o aumento na identificacdo de tdxons de bactérias e outros, apds a inducdo de
mastite subclinica. Além disso, identificamos as alteracdes da microbiota a qual no periodo
sadio detinhamos bactérias de espécies como S. pasteuri, A. septicus, S. caprae, A. ursingii e
E. fergusonii e, apds a inoculagdo, observamos uma mudanga na microbiota, 0 que gerou as
diminui¢Oes abruptas de varios géneros e espécies, com predominio de S. warneri e de E.
fergusonii. Por fim, os indices de alfa diversidade se comportaram de maneira errdtica durante
a evolucdo da infeccdo, se estabilizando com uberes sadios com uma maior riqueza e

diversidade em relacdo aos infectados.
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4. MATERIAL SUPLEMENTAR

Quadro S1 - Exames de hemograma e bioquimico das cabras divididos em periodo de
sadios e fase de infeccao.

PO D berite vem CHCM | Leucécitos |Neutrdfilos | Bastonetes | Linfécitos | Monécitos | Eosindfilos |Basofilos| Total [ Plaquetas | Proteina | Fibrinogénio
A 14 10,1 33 23 31 9300 2604 [ 4836 186 1674 [ 9300 390.000 6,4 0,2
B 17 9,5 34 20 28 10300 5150 [ 4223 927 o ) 10300 300.000 7.4 04
C 15 9,9 33 22 30 5050 2475 0 2273 253 51 0 5050 270.000 7,2 0,2
D 15 9,7 33 22 29 7900 3634 o 3634 553 79 0 7900 360.000 7,2 0,2
E 13 9,9 33 25 30 15900 5088 [ 9699 795 318 [ 15900 525.000 6,6 0,2
F 17 10 32 18 31 8550 3591 [ 4361 599 3] [ 8550 405.000 6,8 04
G 20 11,9 42 21 28 8900 4183 [ 4005 623 89 [ 8900 195.000 7,2 0,2
H 14 11,1 37 27 30 4200 1806 84 1932 294 84 0 4200 150.000 6,6 0,2
PO.1 1D Hemacias| Hemoglobina | Hematécrito e\ CHCM Leucécitos |Neutréfilos | Bastonetes | Linfocitos | Mondcitos | Eosindfilos Basofilos| Total Plaquetas | Proteina [ Fibrinogénio
A 15 11 31 21 35 8800 1936 0 4400 616 1848 0 8800 250000 6,8 0,4
B 13 9,3 30 23 31 10000 4700 o 5200 100 o 0 10000 200000 7,2 0,2
c 13 10,3 31 24 33 5600 3248 [ 1960 224 168 [ 5600 200000 7.2 0,2
D 11 10,2 30 28 34 6100 2745 [ 2806 366 183 [ 6100 200000 7.4 0,6
E 14 11,4 34 25 34 13200 5808 39 6864 [ 132 [ 13200 250000 7,2 04
F 14 10,9 30 22 36 5800 2610 58 2784 348 0 0 5800 300000 8 0,4
G 17 13,2 41 24 32 6800 2108 136 3604 952 ) [ 6800 200000 7.8 0,6
H 15 12,7 37 24 34 6600 3564 [ 2904 132 o [ 6600 200000 7.2 04
P2 D ity vem CHCM | Leucécitos |Neutrdfilos | Bastonetes | Linfécitos | Monécitos | Eosindfilos |Basofilos| Total | Plaquetas | Proteina | Fibrinogénio
A 17 10,6 31 19 34 7000 2170 [ 3920 ) 910 [ 7000 300000 6,8 0,2
B 15 10 29 19 34 9150 6222 [ 2379 549 o [ 9150 250000 7.4 0,2
C 17 10 30 18 33 3600 1080 108 2304 108 0 0 3600 200000 7,2 0,2
D 13 9,8 29 23 34 3700 1073 o 2405 222 0 0 3700 350000 7,6 0,2
E 14 11,1 32 24 35 7800 1248 [ 6396 78 78 [ 7800 300000 7.2 04
F 15 10,4 30 20 35 3600 1080 [ 2268 108 144 [ 3600 350000 7.8 0,6
G 18 12,8 36 20 36 4100 779 246 2296 779 o [ 4100 200000 82 0,6
H 16 12,1 38 24 32 5100 1632 969 2040 459 0 0 5100 200000 7,8 0,6
P2.1 1D Hemacias| Hemoglobina | Hematécrito e CHCM Leucécitos |Neutréfilos | Bastonetes Eosindfilos |Basofilos| Total Plaquetas | Proteina [ Fibrinogénio
A 17 10,5 30 35 35 9000 3780 0 270 0 9000 300000 6,6 0,2
B 14 9,5 28 20 34 5000 2900 o o 0o 5000 370000 7,6 0,2
< 17 10,2 30 17 34 4800 1728 96 3] [ 4800 240000 7.6 04
D 19 9,5 27 14 35 4700 987 282 94 [ 4700 300000 7,6 04
E 15 11,3 34 23 33 10900 2725 218 109 0 10900 400000 7,4 0,4
F 16 9,66 30 19 32 3800 1140 0 0 0 3800 250000 7,6 0,6
G 17 13 39 22 33 6500 1755 195 65 [ 6500 200000 8 08
H 16 11,4 33 20 35 3400 952 68 o [ 3400 200000 7,6 1
P4 D ity vem CHCM | Leucécitos |Neutrdfilos | Bastonetes | Linfécitos | Monécitos | Eosindfilos |Basofilos| Total | Plaquetas | Proteina | Fibrinogénio
A 17 10,5 31 19 34 8200 2378 [ 5084 82 656 [ 8200 360000 6,6 0,2
B 17 9,5 29 17 33 8500 5440 [ 2720 340 3] [ 8500 300000 7 0,2
C 17 10 29 17 34 6300 2709 0 3402 63 126 0 6300 280000 7,2 0,2
D 15 10 29 19 34 5700 2166 0 3135 399 0 0 5700 300000 7.8 0,6
E 16 10,7 32 21 33 9800 3430 [ 5684 490 196 [ 9800 300000 6,8 04
F 15 10,1 29 19 35 3950 1620 [ 2212 40 79 [ 3950 350000 7 04
G 17 12,6 36 21 35 7200 2952 72 3600 576 o [ 7200 200000 7,6 0,4
H 16 12 36 22 33 4200 1764 168 1974 252 42 0 4200 200000 7 0,4
P4.1 1D Hemacias| Hemoglobina | Hematécrito e\ CHCM Leucécitos |Neutréfilos | Bastonetes Monécitos | Eosindfilos |Baséfilos| Total Plaquetas | Proteina [ Fibrinogénio
A 16 10,9 31 19 35 8400 2184 0 420 672 0 8400 340000 6,6 0,4
B 18 9,4 28 16 34 7650 4361 o 153 o 0 7650 350000 7 0,2
< 15 10 30 19 33 3500 2275 140 [ 3] [ 3500 220000 7.2 0,2
D 14 10,3 34 24 30 3850 1386 193 193 77 [ 3850 360000 7,6 0,6
E 17 11,4 32 18 36 5500 1980 0 385 0 55 5500 360000 7 0,4
F 14 11,1 26 18 43 4600 2484 46 230 0 0 4600 400000 6,8 0,4
G 17 12,2 38 23 32 4000 1520 [ 280 80 [ 4000 260000 7.8 04
H 16 12,3 35 22 35 2800 1092 56 308 56 [ 2800 350000 7.2 0,6
P4.2 D ity vem CHCM | Leucécitos |Neutrdfilos | Bastonetes | Linfécitos | Monécitos | Eosindfilos |Basofilos| Total | Plaquetas | Proteina | Fibrinogénio
A 16 11,2 31 19 36 4100 1107 [ 2788 [ 205 [ 4100 140000 6,8 0,2
B 14 9,7 27 19 36 3900 2457 [ 1443 [ o [ 3900 340000 7 0,2
C 16 10,4 30 19 35 3000 1170 90 1680 30 30 0 3000 160000 7,2 0,4
D 16 10,6 30 19 35 3400 1632 0 1530 68 170 0 3400 300000 7,6 0,4
E 14 11 31 22 35 7400 3478 [ 3700 222 3] [ 7400 320000 6,6 0,2
F 13 10,3 29 22 36 3450 1863 [ 1449 104 35 [ 3450 400000 6,8 04
G 17 12,9 36 21 36 3900 1482 [ 2262 156 ) [ 3900 400000 7.8 0,6
H 14 11,8 38 27 31 2400 1008 24 1272 96 0 0 2400 140000 7 0,4
P6 1D Hemacias| Hemoglobina | Hematécrito e CHCM Leucécitos |Neutréfilos | Bastonetes | Linfocitos | Mondcitos | Eosindfilos |Basofilos | Total Plaquetas | Proteina [ Fibrinogénio
A 17 11,1 34 19 33 7900 2133 0 5135 79 553 0 7900 400000 7,6 0,4
B 17 9,9 31 18 32 6700 3417 67 2948 268 o 0 6700 300000 7 0,2
< 15 10,2 32 21 32 5800 3016 116 2552 ) 116 [ 5800 260000 7.1 0,1
D 16 10,7 34 21 31 8800 5016 528 2992 176 88 [ 8800 400000 7,6 04
E 15 11,4 37 24 31 13300 4921 0 8246 133 0 0 13300 350000 7 0,4
F 14 10,1 33 24 31 7400 3552 0 3700 148 0 0 7400 350000 6,8 0,4
G 14 13,3 42 29 32 12400 4836 [ 7192 248 124 [ 12400 360000 8 04
H 16 12,4 38 24 33 7750 3720 [ 3875 155 o [ 7750 400000 7.2 04
P7 D ity vem CHCM | Leucécitos |Neutrsfilos | Bastonetes | Linfécitos | Monécitos | Eosindfilos |Basofilos| Total | Plaquetas | Proteina | Fibrinogénio
A 18 11,4 34 19 34 11000 3630 [ 7150 110 110 [ 11000 240000 7.4 04
B 18 10,4 30 17 35 8150 3668 [ 4320 82 81,5 [ 8150 300000 82 04
C 15 9,9 23 16 43 4800 1872 0 2688 144 48 48 4800 240000 7,4 0,2
D 18 11 33 19 33 9650 5501 0 3764 193 193 0 9650 350000 8,2 0,4
E 19 11,2 32 17 35 11000 3190 [ 7590 110 110 [ 11000 400000 7.4 0,6
F 17 10,3 30 18 34 6050 3025 121 2904 o o [ 6050 380000 7,6 0,6
G 19 12,8 36 18 36 6800 2176 0 4216 204 204 0 6800 260000 82 0,6
H 17 12,2 35 20 35 5000 2900 100 1850 50 100 o 5000 400000 7,6 0,4
P8 1D Hemacias| Hemoglobina | Hematécrito e\ CHC™M Leucécitos |Neutréfilos | Bastonetes | Linfocitos | Mondcitos | Eosindfilos |Basofilos | Total Plaquetas | Proteina | Fibrinogénio
A 17 11,1 32 19 35 8000 1840 0 6000 80 80 0 8000 280000 7 0,4
B 17 10,2 31 18 33 6000 2700 60 3120 120 0 0 6000 220000 7,4 0,8
< 16 9,9 28 18 35 4900 2107 [ 2548 245 3] [ 4900 400000 7.2 04
D 14 10,6 31 23 34 6000 1620 120 4020 180 60 [ 6000 550000 7,6 0,6
E 13 11,4 34 26 34 8550 2651 342 5216 0 342 0 8550 320000 7,2 0,4
F 11 9,5 28 26 34 4750 2375 o 2328 48 0 0 4750 500000 6,8 0,6
G 15 13,2 39 26 34 4550 1820 [ 2321 410 3] [ 4550 400000 7.6 04
H 14 12,1 35 24 35 2700 945 [ 1647 27 81 [ 2700 400000 7,2 0,6

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Quadro S2 - Identificacio de bactérias de leite de cabras por lactocultura em agar
cromogénico Accumast®, proveniente do lado direito do ibere, no periodo de sadios e fase
de infeccao.

Periodos |Secg¢ao 1 Seccdo 2 Seccdo 3
Bd-P0O Klebsiella sp. N.D N.D
Cd-P0 Pseudomonas sp. N.D N.D
Dd-P0 Escherichia coli Lactococcus sp. N.D
Klebsiella sp. N.D N.D
Ed-PO N.D N.D N.D
Fd-P0 N.D N.D N.D
Gd-P0O Klebsiella sp. Streptococcus agalactiae. |N.D
Hd-P0 N.D N.D N.D
Bd-P2 Klebsiella sp. Lactococcus sp. N.D
Cd-P2 N.D N.D N.D
Dd-P2 Escherichia coli N.D N.D
Klebsiella sp. N.D N.D
Ed-P2 Escherichia coli N.D N.D
Klebsiella sp. N.D N.D
Fd-P2 Klebsiella sp. N.D N.D
Gd-P2 Klebsiella sp. Streptococcus agalactiae. |N.D
N.D Aerococcus sp. N.D
Hd-P2 Escherichia coli Streptococcus agalactiae. | Staphylococcus SCN
Klebsiella sp.
Bd-P4 Escherichia coli Lactococcus sp. N.D
Streptococcus
Klebsiella sp. dysgalactiae. N.D
Cd-P4 N.D N.D Staphylococcus SCN
Dd-P4 Levedura sp. Lactococcus sp. N.D
Ed-P4 Klebsiella sp. N.D N.D
Fd-P4 Klebsiella sp. N.D N.D
Gd-P4 Klebsiella sp. Streptococcus agalactiae. |N.D
Enterobacter sp. N.D N.D
Hd-P4 Klebsiella sp. N.D N.D
Bd-P6 Klebsiella sp. N.D N.D
Cd-P6 N.D N.D N.D
Dd-P6 Escherichia coli Lactococcus sp. N.D
Klebsiella sp. N.D N.D
Ed-P6 Klebsiella sp. N.D N.D
Enterobacter sp. N.D N.D
Fd-P6 Pseudomonas sp. |N.D N.D
Gd-P6 Escherichia coli Streptococcus agalactiae | N.D
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Klebsiella sp. Lactococcus sp.
Hd-P6 Pseudomonas sp. |N.D

Bd-P8 Klebsiella sp. N.D

Cd-P8 N.D N.D

Dd-P8 Escherichia coli Lactococcus sp.
Klebsiella sp. N.D

Enterobacter sp. N.D
Ed-P8 Pseudomonas sp. |N.D
Enterobacter sp. N.D

Klebsiella sp. N.D

Fd-P8 Pseudomonas sp. N.D
N.D N.D

Gd-P8 Klebsiella sp. Streptococcus agalactiae.
Enterobacter sp. Lactococcus sp.

Hd-P8 Pseudomonas sp. |N.D
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura S1 - Composicao da microbiota absoluta bacteriana dos 25 taxons mais abundantes,
ao longo da fase de infeccao com S. warneri e periodo sadio ao nivel de género e espécies.
As abundancias dos géneros e espécies foram distribuidas de em nimeros absolutos de ASVs
da amostra para cada periodo na fase de infeccdo, sendo que cada cor corresponde uma espécie
diferente e seu respectivo género. As amostras estdo alinhadas em ordem crescente por periodo.

A letra D ao final da nomenclatura da amostra corresponde ao uUbere direito e a letra E ao

esquerdo.
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Capitulo 2 — Transplante de microbiota de cabra sadia para glandula mamaria de

cabras induzidas a mastite subclinica
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1. INTRODUCAO

A mastite € uma das principais doengas infecciosas em animais leiteiros no mundo, e
assim como ocorre em vacas (HALASA et al., 2007) € a infec¢ao mais onerosa na criagdao de
cabras leiteiras (CLARK; MORA GARCIA, 2017b). Virios patégenos podem causar mastite
direta ou indiretamente, mas dentro do dominio Bactérias, Staphylococcus Coagulase-Negative
(SCN) e Staphylococcus aureus sdo as causas mais frequentemente identificadas em
diagnosticos de infec¢do intramamarias (IMI) subclinica e clinica em caprinos, respectivamente
(DER HAM] et al., 2017; DORE et al., 2016). Os SCN mais prevalentes na mastite caprina sao
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus caprae (BERGONIER et al., 2003;
CONTRERAS et al., 2007; MORONI et al., 2005a).

Outra forma mais recente de abordar as IMI, sdo os estudos de microbioma do leite de
cabras (MCINNIS et al., 2015b; POLVEIRO et al., 2020a; ZHANG et al., 2017b) e de vacas
(ADDIS et al., 2016a; BONSAGLIA et al., 2017b; OIKONOMOU et al., 2014b). Esses estudos
em diversas situacOes tém demonstrado a complexidade das interacdes de patdgenos e
comensais presentes em situagdes de adoecimento ou ndo do animal. As doencas podem ser
consequéncia de uma soma de muitas varidveis complexas que interagem, e podem ir além da
mera interacdo entre hospedeiro, patdgeno e ambiente, como o conhecemos (HEDRICK, 1998).
As anélises Omicas do leite tém desvendado essas novas varidveis para uma nova compreensao
dos diferentes tipos de mastite. Essa nova abordagem de pesquisa permitiu a reconstrucao de
sistemas que abordam a IMI (ECKHARDT et al., 2020b; GARIRA, 2019b).

Os transplantes de microbiota fecal (FMT) sdo atualmente utilizados para tratar com
sucesso a infeccdo recorrente por Clostridium difficile em humanos (KELLY et al., 2016). No
entanto, os efeitos a longo prazo e fora do objetivo principal desta interven¢cdo permanecem
desconhecidos (SANDERS et al., 2019). Um efeito colateral potencial € a transferéncia ndo
intencional de organismos patogénicos do doador para o receptor (LO VECCHIO; COHEN,
2014), como a Escherichia coli altamente patogénica a qual pode levar a 6bito o receptor (SER
et al., 2021). Também estdo surgindo evidéncias de efeitos positivos, extra intestinais e
sist€émicos da reposi¢cdo da microbiota intestinal (CRYAN; O’MAHONY, 2011), como no
tratamento da depressio (KUROKAWA et al.,, 2018), obesidade (LEE; YACYSHYN;
YACYSHYN, 2019), hipertensdo (LI et al., 2017) e disturbios autoimunes (ROSSER; MAURI,
2016). O FMT pode ajustar significativamente a riqueza de espécies intestinais e restaurar a
propor¢ao de bactérias anti-inflamatorias e, portanto, estd sendo cada vez mais considerado no

tratamento de sindromes e infec¢des persistentes (XU et al., 2021a).
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Em suinos, juntamente com abordagens 6micas, a FMT tem sido utilizada para reduzir a
diarreia pds desmame em sistemas intensivos de criagdo (SU et al., 2021). O transplante de
microbiota do leite em casos de IMI tem sido explorado com intuito de retornar o equilibrio de
microrganismos no ubere, rompendo assim com o estado de disbiose da glandula mamaria
ocasionado pela infeccdo (HU et al., 2020; MA et al., 2018), mas ainda sao modelos estipulados
em monogastricos. Em ruminantes essa técnica tem sido utilizada para realizar a transfaunacao
da microbiota do rumem, a fim de intervir de forma positiva na microbiota responsavel por
processos metabodlicos relacionados a eficiéncia da digestdo de bovinos (STEINER et al., 2020;
ZHOU et al., 2018). O transplante de microbiota do trato gastrointestinal em bezerros também
ja foi testado e demonstrou resultados positivos (KIM et al., 2021).

Assim, o objetivo do estudo foi de aplicar uma técnica de transplante de leite contendo a
microbiota residente de uma cabra doadora sadia, como forma de tratamento da mastite, e
identificar as modifica¢des bacterianas que ocorreram na microbiota dos transplantados com
técnicas de diagndstico padrao de mastite e sequenciamento de alto rendimento do gene 16S

rRNA.

2. RESULTADOS

2.1. Producao de leite, Contagem de células somaticas (CCS), Contagem bacteriana total

(CBT), Califérnia mastitis test (CMT) e Lactoculturas

A producao total de leite dos animais transplantados (Cabras C, D, E, F, G, H), da cabra
doadora de leite (A) e do controle externo (cabra B) foram mensuradas diariamente e se
encontram na figura 1. De acordo com os dados, os animais A e B mantiveram a producdo de
leite constante na maioria dos periodos apresentados, sendo que apenas a cabra B um leve
aumento 1nicial (36% de P8 para P8.1). As cabras restantes mantiveram a produgdo constante
até o periodo P11, depois, todas tiveram um acentuado declinio de produ¢do, com relevante
destaque para a cabra E, que apresentou um quadro sério de mastite clinica aguda, e por isso
declinou a producio de leite intensamente (queda de 88% de P11 para P12). A resposta esperada
de recuperacdo da mastite para o animal E foi lenta apds esse episddio, mas constante, com
aumento de producdo de 140% de PA para P12, uma vez que ela recebeu uma dose do
medicamento anti-inflamatoério Flunixina Meglumine de forma subcutianea na dose de 2mg/kg.
O periodo P12 foi o dltimo dia de transplante de microbiota, P13 responde por dois dias de

término ¢ PA como quatro dias de término. De forma geral, as cabras responderam
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diferentemente ao final transplante, sendo que as cabras C e D declinaram na produgdo de leite
e as cabras F, G e H apds o declinio tiveram um leve aumento ou manuten¢do da produgao.
Além disso, algum fator ainda ndo identificado determinou a queda repentina de produgdo
ap6s o P11 na maioria dos animais transplantados (queda total de 22% de P10 para P12), no
entanto para o animal E a causa foi identificada, mas como um todo, apenas as cabras D e E

tiveram de fato uma queda mais abrupta.

Figura 1 - Producao média de leite por periodos na fase de transplante e da cabra doadora.
A produgdo de leite dos animais nos lados esquerdo e direito do Ubere somados foram
distribuidos em valores de médias em mililitros produzidos por periodo estudado. Cada cor nas
linhas do gréfico, compreende um animal experimental. As cabras C, D, E, F, G e H em outras
cores foram os animais que receberam o transplante de microbiota apds serem induzidos a
mastite subclinica previamente com S. warneri. A cabra doadora A esté representada pela linha
tracejada roxa escuro com marcacao triangular. A cabra controle externo B esta demarcada com
linhas verde e marcacao de ponto como circulo em azul. Os periodos P8, P8.1, P9, P10, P11,

P12, P13 e PA compreendem desde o inicio do transplante até o periodo final.
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A figura 2 apresenta o grafico que informa a variabilidade na producdo total de leite nos
animais em todos os periodos de transplante. A cabra A, doadora de leite, apresentou minima
flutuagao e alta capacidade de producao de leite. As cabras C e H, também apresentaram pouca
variabilidade na producao de leite, e as cabras D, F e G demonstraram uma variabilidade média
de produgdo. A cabra E, por outro lado, como desenvolveu mastite clinica grave, foi o animal
com maior variabilidade na produg@o. Assim como cabra A (doadora), a cabra B, controle
externo, uma vez que elas ndo foram submetidas previamente a nenhuma infeccio na glandula

mamaria demonstraram produgao de leite com pouca variabilidade e alta produgao.

Figura 2 - Boxplot da variacao de producao de leite das cabras receptoras do transplante
nos periodos P8 até PA e da cabra doadora A. A variacdo da producdo de leite dos animais
somando-se os uberes esquerdo e direito distribuidos em mililitros de leite por animal. Cada
cor e ranhura nas linhas do gréfico, compreende um animal experimental somando todos os
periodos elencados. A cabra A, a primeira a esquerda, foi a doadora de leite e de microbiota. A
cabra de letra B na segunda posicdo a esquerda, foi o animal mantido como controle externo.
As cabras C, D, E, F, G e H em outras cores e ranhuras foram os animais submetidos ao

transplante de microbiota.
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A figura 3 representa as diferentes contagens de CCS e CBT referente ao inicio (P8) e
final (PA) do transplante de microbiota. Dentre as cabras transplantadas, somente a cabra de
letra D, obteve uma menor, ou seja, melhor contagem de CCS ao final do transplante, inclusive
menor do que o animal controle B. No entanto, esse animal ja detinha uma contagem baixa de
células somdticas no inicio das medi¢des. No restante das cabras transplantas, todas
apresentaram um valor final (PA) maior do que no inicio do tratamento (P8). A cabra doadora
A apresentou uma contagem menor do que todas as outras amostradas.

Na contagem de CBT, a cabra de letra G apresentou uma baixa contagem no inicio e
menor ainda ao final das medig¢des, e a cabra D, também apresentou baixas contagens de CTB,
no inicio e final dos periodos experimentais. A cabra A teve alta contagem apenas ao final do
tratamento (PA) no ubere direito, mas o ubere esquerdo e a cabra B no geral apresentaram
padrdes similares as cabras G e D. As cabras C, E, F e H apresentaram contagens de UFC/ml

maiores no final do tratamento.

Figura 3 - Contagem de células somaticas (CCS) e contagem bacteriana total (CBT) da
fase de transplante de microbiota, referente aos animais transplantados e doadora de
microbiota (cabra A - ubere direito e esquerdo). A figura 3A apresenta a contagem de
nimero de células sométicas de cada cabra no periodo em que os animais estavam infectados
com S. warneri (P8 - animais infectados) e ao ultimo periodo PA (quatro dias apds final do
transplante ou periodo de resili€éncia). A figura 3B representa a contagem de unidades
formadoras de colonias (UFC) para cada animal em seus respectivos periodos, como denotado
na figura acima, assim como os argumentos escalares. Os tracejados e as diferencas de cores de
cada barra de linha diferente representam os periodos, sendo o PA mais escuro, e P8 o mais
claro. A contagem exibida deve ter sua escala multiplicada por 10° para alcangar os valores

reais.
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Nos testes estatisticos realizados para CTB, teste t pareado, ndo foi encontrada diferenca
entre P8 - PA. Por outro lado, nos testes realizados para o CCS dentro dos mesmos padrdes
anteriores, indicaram diferencas entre P8 - PA (P<0.05). Esses resultados reforcam a
significancia do que foi visualizado nos gréficos anteriores, indicando altera¢cdes proeminentes
estabelecidas nesses uberes apos a inducao a infec¢do por S. warneri em relagdo ao niumero de
CCS/ml.

A tabela 1 indica os valores de CMT encontrados durante o experimento. Os animais A e
B, doadora e controle externo, respectivamente ndo apresentaram mudangas nos exames
realizados durante o periodo inicial e final. Lembrando que apenas o tbere direito passou por
transplante, sendo assim, apenas o animal de letra D teve melhora no exame de CMT. Diante
disso, a cabra D apresentou melhora no diagndstico de 3+ para 0 cruz e C apresentou
manutencdo de 2+, e os outros animais transplantados praticamente apresentaram aumento no
numero de cruzes. Levando em considerag@o que os seguintes valores foram considerados como
indicadores da doenga: SCC: >1 x 10°CS/ml e/ou CMT: >2+, apenas o animal de letra D pode

ser considerado nao mastitico ao final do transplante.
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Tabela 1 - California Mastitis Test (CMT) de cabras em trés periodos durante a fase de

transplante de microbiota.

Periodo Identificacao Teto Esquerdo Teto Direito
P8 Cabra A 0-1 Cruz 0 Cruz

P8 Cabra B 1 Cruz 0 Cruz

P8 Cabra C 0 Cruz 2 Cruzes
P8 Cabra D 0 Cruz 3 Cruzes
P8 Cabra E 1 Cruz 2 Cruzes
P8 Cabra F 1 Cruz 1 Cruz

P8 Cabra G 3 Cruzes 2 Cruzes
P8 Cabra H 3 Cruzes 2 Cruzes
PA Cabra A 1 Cruz 0 Cruz

PA Cabra B 0 Cruz 1 Cruz

PA Cabra C 0 Cruz 2 Cruzes
PA Cabra D 1 Cruz 0 Cruzes
PA Cabra E 0 Cruz 3 Cruzes
PA Cabra F 1 Cruz 2-3 Cruzes
PA Cabra G 2 Cruzes 3 Cruzes
PA Cabra H 2 Cruzes 3 Cruzes

Periodo experimental, identifica¢do da cabra, e os tiberes aos quais foram submetidos aos testes. P8

(animais infectados) e PA (quatro dias apds final do transplante ou periodo de resiliéncia).

Dentre os animais transplantado, as cabras F e G, apresentaram resultado negativo na

lactocultura com &4gar Sangue. As demais lactoculturas nesse estudo, menos a cabra D,

apresentaram resultados correspondentes aos de CCS e CMT para tipificacdo da mastite, ou

seja, quando as técnicas elencadas apresentaram resultados para diagndstico de mastite

subclinica ou clinica, as lactoculturas apresentaram mais de trés colonias. No entanto, tendo em

consideragdo o conjunto de todos os testes realizados, a cabra D por mais que tenha apresentado

resultado positivo, foi dentre todos os animais a que melhorou os sinais de mastite. Assim, esse

resultado discrepante da cabra D pode decorrer devido as limitagcdes da cultura microbiolégica

e em apenas um tipo de dgar.
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2.2. Hemograma e identificacées bacteriologicas

A figura 4 demonstra os principais tipos de células de defesa que variaram no hemograma.
Outros perfis celulares e bioquimicos ndo representados no grafico abaixo estdo dispostos no
quadro S1 na secdo complementar. A figura 4 apresenta a variagdo de leucdcitos totais do
sangue (LT), linfécitos, neutréfilos e mondcitos dos animais desde o periodo (P8) até o final
das medicdes da fase de transplante (PA). A cabra E foi o animal que mais apresentou alteracdes
dentre os valores apresentados, mas como relatado anteriormente, ela apresentou uma grave
mastite clinica, diagnosticada por exames clinicos entre os periodos P10 e P11, com elevado
decréscimo de producdo de leite.

Interessante ressaltar na figura 4A, que os LT comecaram de fato a variar de P8 para P9
na cabra E, ou seja, logo no inicio do transplante e com um retardo em relagdo ao exame clinico,
podendo indicar que algum microrganismo proveniente da cabra doadora pode ter
desequilibrado a microbiota do ubere desse animal, ou se ndo, por outro fator nio identificado.
Como demonstrado nessa figura 4(B-C-D), os linfécitos, neutréfilos e mondcitos foram
mobilizados rapidamente da corrente sanguinea para a glandula mamaria, denotando um
intenso decréscimo dessas células, que comecaram a recuperar valores apenas em P13. A
leucocitose, demonstrou ser um bom indicador de mastite em cabras, e entre as células
destacadas, os mondcitos e neutréfilos aparentaram ser os mais reativos a esse tipo de doenca,
uma vez que a monocitose e neutrofilia aparentaram ser bem proeminentes, o que pode nos
indicar que os macréfagos e leucdcitos polimorfonucleares sdo de suma importincia na mastite
clinica bacteriana.

A cabra B, o controle externo, demonstrou algumas variacdes no nimero de LT, o que
pode ter refletido nos exames de CCS demonstrados anteriormente, no entanto, ndo observamos
alteracdes em outros fatores importantes, como a produgdo leite ou nos exames clinicos, o que
sugere que pode ter sido alguma variacdo relacionada ao manejo ou ambiental. A cabra D que
apresentou melhora durante o transplante, ndo demonstrou grandes alteracdes nos valores
celulares demonstrados. A cabra A se manteve constante nos valores celulares apresentados.
Outro animal com comportamento “estranho” aos demais € a cabra H, pois sempre apresentou
valores baixos de leucdcitos, pouca reacdo celular, mas nos exames de CMT, sempre
demonstrou 2 ou mais cruzes no teto direito. Hipoteticamente, algum fator ainda nao
identificado para esse animal pode estar caracterizando esse quadro atonito para reatividade a

inflamacdo da glandula mamaria.
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Os testes estatisticos realizados para a contagem de LT demonstraram que ocorreram
diferengas entre os periodos P8 - P11 (P<0.05). Na contagem de mondcitos, encontramos
diferencas entre P8 - P11 (P<0.05) e P8 - P13 (P<0.05). Em relagdo aos neutréfilos, foi
evidenciada a diferenca entre P8 - PA (P<0.01). Nos testes realizados para a contagem de
linfécitos, ndo foram encontradas diferencas significativas. As comparacdes realizadas
demonstraram que mudancas nas células do sistema imunolégico presentes no sangue dos
animais foram evidentes ndo somente para conjuntos de LT, mas também de alguma forma foi
afetada a contagem de mondcitos e neutrdfilos, demonstrando que durante a transfusdo de
microbiota pelo leite, essas células podem ser de importincia nas alteracdes ocorridas na

glandula mamaria.

Figura 4 - Leucograma das cabras na fase de transplante de microbiota, compreendendo
leucdcitos totais, linfcitos, neutroéfilos e mondcitos dos animais transplantados e da cabra
doadora de microbiota. Cada cabra estd demonstrado por um tracejado de cor diferente. As
linhas tracejadas representam a contagem de células das séries medidas, e estdo subdivididas
em figuras distintas. O animal doador (Cabra A) e o controle externo (Cabra B) sado
representados pela linha tracejada em verde e marcador bolinha azul, respectivamente. As
marcacdes com asteriscos, setas e sombras em cinza demarcam onde ocorreram diferencas

estatisticas entre os periodos avaliados.
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Na figura 5, estdo representadas as bactérias que foram identificadas no lado direito do
tbere por meio do dgar cromogénico Accumast®, as quais foram dispostas em porcentagem de
identificacdo na fase de transplante, correspondendo a todos os periodos analisados (P9 - PA)
e periodo de inicial ao transplante (P8). No quadro S2 localizado, no material suplementar,
foram apresentadas todas as bactérias identificadas por secc¢do, por animal e periodo
experimental. No periodo inicial do transplante (P8) (Figura 5A), identificamos 15 tdxons,
sendo seis diferentes e na fase de transplante (Figura 5B) identificamos 65 tdxons, sendo 12
diferentes. Em P8 encontramos predominantemente bactérias Gram (-), dando &nfase para os
géneros Enterobacter sp., Klebsiella sp. e Pseudomonas sp. Na fase de transplante como um
todo, identificamos maiores propor¢des de bactérias Gram (-), adicionando E. coli como uma
espécie importante, como evidenciado na figura 5B, mas a quantidade de tdxons diferentes de
Gram (+) demonstrou um salto de isolados desse tipo, inicialmente em P8 de 2, para 6 diferentes
na fase de transplante de P9 até PA. Diante disso, verificamos que a riqueza de bactérias
identificadas no transplante aumentou, o que pode significar que bactérias de fato podem ter
sido introduzidas no tubere dessas cabras receptoras do transplante, ou um distirbio da
microbiota, disbiose, proporcionou um aumento dessas bactérias no leite, o que nos possibilitou

isolar esses géneros e espécies em lactoculturas seletivas e aerdbicas.
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Figura 5 - Porcentagem de isolamento e identificacao de bactérias por agar cromogénico
Accumast® no periodo inicial do transplante e na fase total de transplante. A figura SA
representa os animais no periodo P8, em que estavam apenas infectados e ainda ndo
transplantados. A figura 5B apresenta os isolados na fase de transplante, de P9 até PA. Cada
barra representa uma bactéria diferentemente isolada e sua porcentagem de identificagdo em

relagdo a todos os isolados.
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2.3. Dados do sequenciamento

A amostra SBRP8-BE dos dados analisados ndo gerou sequéncias para as andlises
seguintes. A amostra P13-ED ndo foi sequenciada por falta de material. Os dados foram

separados em dois conjuntos, sendo o primeiro referente ao animal doador de leite (cabra A)
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em todos os periodos analisados: P8, P9, P10, P11, P12, P13 e PA, e o segundo remete aos
animais transplantados (cabras C, D, E, F, G e H) nos mesmos periodos analisados
anteriormente. Um total de 97 amostras de leite de cabra foram coletadas e sequenciadas na
regido V3 eV4 do gene 16S rRNA. A cabra A, gerou um total de 1.099.045 sequéncias em 14
amostras, que foram usadas para as andlises (média=78.503,214+ Desvio
padrdo = 144.749,143 leituras/amostra). Ao todo, 5.271 tédxons identificados foram utilizados
nessas andlises. Os animais transplantados geraram um total de 13.631.127 sequéncias em 83
amostras, que foram usadas para andlises abaixo (média=164.230,446+Desvio
padrdo =265.318,795 leituras/amostra). Ao todo, 5.340 taxons identificados foram utilizados
nessas analises. O comprimento médio para todas as leituras foi de 450 bp. De antemaio, a
classificacdo do género Escherichia sp. a nivel de espécie ainda pode ser reavaliada com a
técnica de lactocultura, uma vez que a identificagdo de algumas espécies com o sequenciamento

gene 16S rRNA sdo de dificil resolucio (EDGAR, 2018; GWAK; RHO, 2020).

2.4. Abundéincia relativa da microbiota dos uberes da cabra doadora

A figura 6 apresenta a composi¢do da microbiota bacteriana do animal doador de leite
(cabra A) ao longo de toda a fase de transplante de microbiota. A Figura S1 localizada no
material suplementar, correspondente aos nimeros absolutos de ASVs para cada género e
espécie, correspondente ao animal doador na fase de transplante. Observamos que a microbiota
apresenta sempre de dois a trés microrganismos mais predominantes para o ubere do lado
esquerdo e direito em todos animais e periodos analisados, com algumas flutuacdes que
ocorrem, aumentando ou diminuindo alguns microrganismos transeuntes. O tbere do lado
direito e esquerdo apresentaram diferentes microrganismos, como: Acinetobacter johnsonii,
Bacteroides neonati, Bacillus wiedmannii, Alkalibacterium olivapovliticus, Acinetobacter
guillouiae, Staphylococcus capitis entre outros microrganismos. No entanto, o ubere direito
apresentou alta abundancia de Escherichia fergusonii com percentagens de abundancia de: P8-
AD (57%); P9-AD (75%); P10-AD (41%); P11-AD (68%); P12-AD (41%); P13-AD (91%);
PA-AD (80%).

O tubere do lado esquerdo apresentou alta abundancia de Staphylococcus simulans em
praticamente todos os periodos estudados, com porcentagens de: P8-AE (99%); P9-AE (60%);
P10-AE (27%); P11-AE (54%); P12-AE (98%); P13-AE (96%); PA-AE (75%). O
microrganismo E. fergusonii também foi encontrado do lado esquerdo do ubere, nas

abundancias menores de: PS-AE (0.3%); P9-AE (26%); PA-AE (60%); P11-AE (30%); P12-
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AE (0.3%); P13-AE (2%); PA-AE (86%). Além desses, esse lado do ubere apresentou em
menores percentagens A. olivapovliticus e Bacteroides Graminisolvens, sendo esse ultimo

também identificado no lado direito, mas em menor nimero.

Figura 6 - Composicao da microbiota bacteriana dos 25 tixons mais abundantes, ao nivel
de espécies do animal doador de microbiota do leite (cabra A) ao longo da fase de
transplante. As abundancias dos géneros e espécies foram distribuidas de forma relativa a
100% da amostra para cada periodo na fase de transplante, sendo que cada cor corresponde uma
espécie diferente e seu respectivo género. A letra D ao final da nomenclatura da amostra

corresponde ao ubere direito e a letra E ao esquerdo.
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A figura 7 reldne a soma dos periodos relacionados ao animal doador de microbiota do
leite (cabra A) na fase de transplante. O ubere do lado direito aparenta maior riqueza que o
esquerdo, demonstrando assim muito mais espécies diferentes durante toda a fase avaliada na
figura. Podemos constatar nessa mesma figura que o ubere do lado direito apresentou alta
abundancia do género E. fergusonii somados os periodos da fase transplante, com 73% de
abundancia total, enquanto o dbere do lado esquerdo apresenta 96% de S. simulans. O dbere
em seu lado direito apresentou também os seguintes géneros e espécies em abundancia: B.
neonati (4%), A. olivapovliticus (3.6%), A. guillouiae (1.6%), Haemophilus parainfluenzae
(1.4%), Staphylococcus capitis (1.3%). O tbere no lado esquerdo, no entanto, apresentou altas
abundancias, em menores percentagens, de B. neonati (0.2%), H. parainfluenzae (0.1%). Em

nossas andlises ndo detectamos o microrganismo S. simulans no lado direito do Ubere da cabra
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doadora A. Diante dessa outra perspectiva da microbiota, evidenciamos que 0s microrganismos
de ambos os uberes ndo sdo completamente diferentes, mas possuem microrganismos nao

comuns uns aos outros € em alta abundancia.

Figura 7 - Composicao da microbiota bacteriana dos 25 tixons mais abundantes, ao nivel
de espécies do animal doador de microbiota do leite (cabra A), somado o conjunto de
periodos da fase de transplante. As abundancias dos géneros e espécies foram distribuidas de
forma relativa a 100% da amostra para cada periodo na fase de transplante, sendo que cada cor
corresponde a uma espécie diferente e seu respectivo género. A letra DT ao final da

nomenclatura da amostra corresponde ao ubere no lado direito e a letra ET, ao esquerdo.
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2.5. Abundéancia relativa da microbiota nos uberes das cabras transplantadas

A figura 8 demonstra a evolugdo da microbiota das cabras transplantadas durante o
periodo P9 até P12, sendo P8 denotado como marco zero e P13 e PA, como periodos de
resiliéncia da microbiota. A Figura S2 localizada no material suplementar, corresponde aos
numeros absolutos de ASVs para cada género e espécie durante a fase de transplante. Os uberes

do lado esquerdo foram mantidos como controle. Diante do que foi relatado anteriormente para
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a cabra doadora de leite (cabra A), existiam dois principais géneros presentes nos Uberes desse
animal, sendo E. fergusonii e S. simulans. As cabras transplantas seguiram de um experimento
em que foram inoculadas S. warneri, sendo que as cabras D, E, F, H detinham altas taxas de
abundancia desse género em P8 como observado na figura 8. O animal de letra D em P8 detinha
em sua microbiota S. warneri (65%), S. caprae (26%), S. epidermidis (4%) e outros
microrganismos; o animal de letra E detinha S. warneri (61%), E. fergusonii (31%) e outros
microrganismos; o animal de letra F detinha 97% de S. warneri e outros microrganismos; o
animal de letra H detinha S. warneri e outros microrganismos. As cabras restantes, C e G, ndo
demonstraram presenca de ASVs de S. warneri. A cabra C apresentou em P8 E. fergusonii
(71%), B. neonati (4%), Achromobacter kerstersii (3%) e outros microrganismos. A cabra G,
apresentou S. caprae (52%), S. pasteuri (35%), S. epidermidis (11%) e outros microrganismos.

No periodo PA, a maioria desses animais apresentaram uma microbiota diferente da
inicial (P8), diferentemente da cabra D, que ainda apresentou altas abundancias de S. warneri,
e diante de todos os resultados ela foi a inico animal que apresentou melhoras clinicas apds o
transplante. Ao longo dos periodos analisados, esse microrganismo chegou a diminuir a sua
abundincia, mas depois, retomou a microbiota do leite do ubere. Além disso, apresentou no
periodo PA, 97% de abundancia de S. warneri e outros microrganismos. Os outros animais
alteraram a microbiota ao longo dos periodos como demonstrado na figura 8, e em PA foram
constatados os seguintes microrganismos bacterianos: a cabra C com Staphylococcus aureus
(57%) e E. fergusonii (29%); a cabra E com E. fergusonii (99%) e S. aureus (0.5%); a cabra F
com H. parainfluenzae (98%) e outros microrganismos; a cabra G com H. parainfluenzae
(99%); a cabra H com E. fergusonii (90%), H. parainfluenzae (2%) e outros microrganismos.
Diante disso tudo, aparentemente os animais ao final do periodo de transplante herdaram
algumas bactérias oriundas da doadora, como H. parainfluenzae e E. fergusonii, e S. simulans
deixou de estar presente em altas abundancias nesses animais.

A cabra E desenvolveu mastite clinica aguda, a qual se intensificou no periodo P11 e P12,
deixando P13 sem amostra e retornando a amostragem em PA. Diante disso, supomos que o
agente de maior abundéincia na microbiota e que seja estranho a microbiota indigena estivesse
presente entre esses periodos. Em P10, a microbiota desse animal era composta por
Macrococcus canis (89%), E. fergusonii (3%) e S. Warneri (3%) e outros microrganismos. No
periodo P11, apresentou S. aureus (64%), S. warneri (20%), E. fergusonii (8%) e outros
microrganismos. Em P12 era praticamente igual a de PA, com 99% de E. fergusonii. Na figura
6, relacionada a cabra doadora, identificamos uma maior abundancia de S. aureus no periodo

P11. Levando em consideragao esses microrganismos identificados e os resultados de cultura
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microbioldgica realizada em dgar cromogénico demonstrada no quadro complementar 4, o
Unico microrganismo estranho entre esses periodos, € incomum nos isolamentos foi S. aureus,
e com isso supomos que ele é o agente responsdvel pelo quadro de mastite clinica aguda.
Contudo, ndo podemos descartar que esse microrganismo causou alguma intercorréncia junto
a outros microrganismos e proporcionou que o agente E. fergusonii causasse a mastite clinica,

pois esse dltimo foi o isolado mais identificado em P13 e PA.

Figura 8 - Composi¢cao da microbiota bacteriana ao nivel de espécies dos 25 taxons mais
abundantes, das cabras receptoras da microbiota do leite ao longo da fase de transplante.
As abundancias dos géneros e espécies foram distribuidas de forma relativa a 100% da amostra
para cada periodo na fase de transplante, sendo que cada cor corresponde uma espécie diferente
e seu respectivo género. A letra D ao final da nomenclatura da amostra corresponde ao tibere

do lado direito e a letra E ao esquerdo.
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A figura 9 abaixo permite uma visdo geral de todos os animais incluidos na fase de
transplante. Interessante observar que E. fergusoni sempre esteve presente na microbiota desses
animais e que no periodo P8, existiu uma alta abundancia de S. warneri no tbere direito,
decorrente da inducdo a infeccdo prévia e anterior ao transplante. Apds, em P9 esses animais
apresentaram altas abundancias de H. parainfluenzae, S. simulans e S. aureus no ubere direito,
e uma queda quase que constante até PA de S. warneri. Os tberes esquerdo desses animais

transplantados sempre apresentaram alta abundancia de S. aureus. Comparando os periodos
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P8.D.I com PA.D.T, que sdo referentes aos uberes transplantados, conseguimos avaliar que

ocorreu uma modificacdo da microbiota levando-se em conta o transplante realizado.

Figura 9 - Composicao da microbiota bacteriana dos 25 taxons mais abundantes, ao nivel
de espécies do animal doador de microbiota do leite (cabra A), somado o conjunto de
periodos da fase de transplante. As abundancias dos géneros e espécies foram distribuidas de
forma relativa a 100% da amostra para cada periodo na fase de transplante, sendo que cada cor
corresponde a uma espécie diferente e seu respectivo género. A letra D.T ao final da

nomenclatura da amostra corresponde ao ubere direito e a letra E. T ao esquerdo.
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2.6. Alfa diversidade da microbiota do leite de ambos os lados do ubere da cabra doadora

de microbiota

A figura 10 apresenta a diversidade e riqueza do leite da cabra doadora de microbiota (A)
por meio de indices. O grafico demonstra que ocorreu uma alta variabilidade de riqueza
observada e de diversidade da cabra doadora ao longo da fase de transplante. O tbere esquerdo
da cabra doadora apresentou uma maior riqueza e diversidade, assim como notado nos graficos
anteriores. Em P8 o tbere do lado direito apresentou os menores valores de riqueza e maiores
em P10, e a diversidade foi menor em P13 e maior em P10. Por outro lado, o dbere do lado

esquerdo apresentou a menor riqueza em P10 e maior em P9, e a diversidade foi menor em P8
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e maior em P9. Aparentemente as variabilidades dos indices foram em periodos diferentes para
cada lado do ubere, mas cada lado do ubere apresentou diversidade e riqueza em maiores

proporc¢oes em periodos semelhantes.

Figura 10 - Indices de diversidade alfa da microbiota do leite da cabra doadora de leite (A)
subdividida entre ubere esquerdo (ET) e direito (DT), representados pelos indices de
riqueza observada por ASVs, de riqueza Chaol, e o de diversidade por amostra com o
indice de Shannon. Cada periodo e lado do tbere foi identificado com uma cor diferente ao

lado da figura.
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2.7. Alfa diversidade da microbiota do leite de ambos os lados do ubere das cabras

infectadas

A figura 11 demonstra os indices de riqueza e diversidade dos animais transplantados por
periodos em ordem crescente, desde P8 até o final em PA. Os indices de riqueza demonstraram
um aumento até P10, seguido por aumentos e diminuicdes, até terminar com indices menores
do que o inicial, ou seja, a microbiota dos animais transplantados perdeu espécies diferentes ou
riqueza até o seu término. Aparentemente ocorreu uma grande variabilidade de riqueza desde o
inicio do transplante e nos periodos finais, de resiliéncia, nos quais os animais tenderam a

estabilizar a queda entre P13 e PA. Os indices de diversidade variaram muito desde o inicio do
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processo de transplante, sendo que o final (PA) apresentou uma média parecida com a inicial
(P8), mas PA terminou com uma variabilidade muito maior que P8, ou seja, a diversidade

continuou parecida, porém mais instavel.

Figura 11 - Indices de diversidade alfa da microbiota do leite dos animais transplantados
(C,D, E, F, G e H) subdividida entre iibere do lado esquerdo sadio ou controle (E.S) e
lado direito transplantado (D.T), representados pelos indices de riqueza observada por
ASVs, de riqueza Chaol, e o de diversidade por amostra com o indice de Shannon. Cada

periodo e lado do ubere foi identificado com uma cor diferente ao lado da figura.
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3. DISCUSSAO

O transplante de comunidades microbianas inteiras mostrou-se promissor no tratamento
de doencas humanas, contudo o tratamento de disbioses do leite em uberes de mamiferos €
desafiador, pois o sistema celular que envolve a producio leite, defesa e desenvolvimento da
glandula mamaria durante a lactagdo, assim como a microbiota ¢ complexa (BHATT et al.,
2012; HOQUE et al., 2019; LI et al., 2018; MICHAEL AKERS, 2017; OIKONOMOU et al.,
2014a; POLVEIRO et al., 2020b; RAINARD, 2017). Nosso estudo introduziu uma nova técnica
de alteragdo da microbiota por meio do transplante de microrganismos em um ruminante por

meio do leite de um animal sadio, diretamente para animais com mastite subclinica quando
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induzida por S. warneri. Os dados revelam que essa técnica produziu diferentes efeitos sobre a
producdo de leite, contagem de células somdticas, assim como alterou diferentemente os
padrdes de série de células de defesa presentes na corrente sanguinea. Observamos a reducio e
quase completa elimina¢do do agente causador de mastite subclinica em grande parte dos
animais, € interessantemente, a técnica conseguiu manter o agente patogénico S. warneri na
microbiota de um dos animais induzidos a mastite e que se tornou sadio ao final do transplante,
permitindo assim que o agente se tornasse indigena aquela microbiota anteriormente disbidtica.

A producgdo de leite por animais diagnosticados com mastite subclinica, nem sempre
apresentaram resultados padrdes, ainda mais quando aplicamos uma técnica de tratamento
ainda ndo reproduzida por outros estudos, logo o aumento ou diminuicao da producdo de leite
num curto periodo ndo poderia ser uma forma de avaliar a melhora ou piora no quadro. Diante
disso, estudos conduzidos em caprinos focados no efeito de IMI com apenas um agente
patogénico na producdo leiteira em sistemas intensivos sdo controversos, pois demonstraram
que a mastite pode ser associada a valores menores (LEITNER; MERIN; SILANIKOVE, 2004),
semelhantes (MIN; TOMITA; HART, 2007; MORONI et al., 2005b) ou mesmo com um
aumento na producgdo de leite em cabras doentes em comparagdo com as sauddveis (KOOP et
al., 2012a). Além disso, observamos que a queda nao foi repentina ao inicio do transplante, logo
o que pode ter prejudicado a producao foi a intensa introducao de novos microrganismos, o que
segundo WRZOSEK et al., (2018), a alta frequéncia no transplante pode prejudicar a
estabilidade do ecossistema recém-formado ou em formacao.

Durante o transplante era esperado que ocorresse uma queda nos valores de CCS e CTB,
assim como a melhora de outros sinais clinicos, o que de fato ocorreu apenas para um animal,
contudo, algumas espécies de SCN estdo relacionadas ao aumento na CCS do leite como S.
epidermidis, S. simulans, S. lugdunensis, S. chromogenes e S. warneri ao (DEINHOFER;
PERNTHANER, 1995b). Destacamos que S. simulans estava presente em alta abundéancia no
leite da cabra doadora, logo foi introduzida durante o transplante nos animais que foram
transplantados. Além do mais, esperdvamos um intenso quadro inflamatério com a introdugao
de uma gama de 5.271 taxons contra os outros que existiam na glandula mamaria. Além disso,
ndo seria algo altamente receptivo para o sistema de defesa da glandula mamaria, uma vez que
além dos microrganismos pré-existentes, a cabra doadora também detinha diferentes tipos de
células que poderiam ser encontradas no leite, as quais incluem leucécitos polimorfonucleares
(neutroéfilos), linfécitos, eosinéfilos, macréfagos, células epiteliais e outras (SOUZA et al.,
2012b). Os valores de CTB podem ndo ter apresentado diferenca significativa, mas

apresentaram alta contagem, o que poderia ter ocorrido pela introdu¢do de uma alta carga de
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novas bactérias e outros microrganismos provenientes do animal doador, criando um ambiente
altamente competitivo em que alguns microrganismos poderiam se multiplicar em decorréncia
dessa mudanca ecoldgica.

Dentre as principais bactérias encontradas no leite do animal doador de microbiota,
destacanis que S. capitis € geralmente identificada em cabras diagnosticados com mastite
subclinica (BERNIER GOSSELIN et al., 2019; CONTRERAS et al., 2007) e outros ruminantes
com mastite (CONDAS et al., 2017a; FESSLER et al., 2010; PIZAURO et al., 2021). O género
Escherichia sp., comumente estd associada a casos de mastites clinica e gangrenosa em cabras
(POLVEIRO et al., 2020b; RIBEIRO et al., 2007), e outras mastites em ruminantes (GANDA
etal.,2017; KACZOROWSKI et al., 2022), mas também esta presente em microbiota de cabras
(ZHANG et al., 2017a) e ovelhas sadias (ESTEBAN-BLANCO et al., 2020), assim como
encontramos nesse estudo. Diante disso, embora a disbiose da microbiota em geral possa se
correlacionar com a doenca infecciosa, as assinaturas taxondmicas microbianas para infec¢des
especificas nem sempre podem ser um indicador confidvel da doenca (MA; LI; GOTELLI,
2019).

Dentre as outras espécies encontradas no doador de microbiota, Alkalibacterium
olivapovliticus tem sido relacionado a produtos lacteos como queijos (ISHIKAWA et al., 2007)
e dguas de azeitonas (NTOUGIAS; RUSSELL, 2001), logo sua identificacdo em leite caprino
nesse estudo foi a primeira. Acinetobacter guillouiae € uma bactéria que ja foi isolada em leite
de cabras (DE PAIVA ANCIENS RAMOS; DOS SANTOS NASCIMENTO, 2019) e vacas
(WEBER et al., 2014), mas comumente esta associada a contaminagdes do leite. B. neonati é
uma espécie que foi isolado primeiramente de amostras de fezes de neonatos prematuros, mas
carece de estudos recentes e essa € primeira vez que € detectado em amostras de leite (CASSIR
et al., 2014). Bactérias anaerdbicas no leite como B. neonati, tem sido associada a uma via
enddgena de rota enteromamaria (MA et al., 2018; OIKONOMOU et al., 2020) que comunica
a microbiota intestinal com a do leite no dbere.

Os uberes dos animais transplantados alteraram a microbiota com a modificacdo da
estrutura ecoldgica ao longo dos periodos analisados desde o inicio do processo de transplante,
com transformag¢des na microbiota que levaram ao aumento de abundancia de microrganismos
que estavam presentes ou ndo, na microbiota do animal doador. As diferencas de
microrganismos entre os tberes do animal sadio e até nos uberes controles, demonstraram a
dificuldade de padronizar os transplantes de forma que encontremos os mesmos tdxons entre
doador e transplantado. Segundo FLORES et al., (2014), as composi¢des da comunidade

microbiana sauddvel podem diferir entre individuos e grupos populacionais e dentro do mesmo
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individuo ao longo do tempo. Consequentemente, nem sempre € possivel estabelecer como é
uma microbiota disbidtica “tipica” durante uma doenga infecciosa, logo os tdxons encontrados
nos transplantados nao nos dizem muita coisa.

A introdug@o de novos microrganismos ou espécies em geral em um nicho aparenta ser
um processo desafiador. Um estudo recente relacionado a apicultura demonstrou como as
perturbacdes precoces da microbiota podem ter consequéncias negativas sustentadas no
hospedeiro e aumentar a suscetibilidade a patégenos dentro de uma populacio (SCHWARZ;
MORAN; EVANS, 2016). SCHWARZ et al., (2016) administraram a espécie comensal
Snodgrassella alvi em abelhas operdrias recém-emergidas como uma terapia probidtica
potencial para proteger contra o parasita Lotmaria passim. No entanto, apesar de S. alvi fazer
parte da microbiota indigena das abelhas, a inoculacdo desta espécie sozinha em hospedeiros
jovens levou a perturbacido da microbiota, possivelmente reduzindo os beneficios protetores
normalmente conferidos e, finalmente, aumentando a suscetibilidade ao parasita (SCHWARZ;
MORAN; EVANS, 2016; STEVENS; BATES; KING, 2021a).

Alguns animais apresentaram a diminuicdo constante do agente inoculado devido a
resposta a propria infec¢do durante o transplante, algo esperado naturalmente apds uma resposta
imunoldgica normal, mas também pode ter ocorrido porque a nova microbiota pode ter
estimulado a resposta imune do hospedeiro, alterando sua suscetibilidade a patégenos invasores
(STEVENS; BATES; KING, 2021b). Diante disso, a infectividade do patégeno pode ser
indiretamente reduzida pela microbiota do hospedeiro, conforme observamos em um tinico
animal que ser tornou clinicamente sadio ao final do transplante (CLARKE et al., 2010;
GARCIA-BAYONA; COMSTOCK, 2018; KWONG; MANCENIDO; MORAN, 2017;
MUHAMMAD et al., 2019a, 2019b, 2019¢c; OGAWA et al., 2001). Logo, o transplante de
microbiota do leite demonstrou que pode desencadear diferentes respostas, como na redugdo,
eliminacdo dos agentes e uma adaptacdo responsiva com a possivel reducdo da infectividade do
patégeno, o tornando um novo microrganismo indigena aquela microbiota transplantada.
Ademais, alguns microrganismos considerados patogénicos, podem ser comensais ou indigenas
em determinadas microbiotas, logo, a protecdo mediada por microbioma pode conduzir a
evolugdo do aumento (MCNALLY; VALE; BROWN, 2015) e diminui¢ido (FORD et al., 2016)
da viruléncia do patdgeno.

O hospedeiro e sua microbiota podem possuir uma relacdo de troca de beneficios, assim
como ocorre no rimen (FRANCO-LOPEZ et al., 2020) e no intestino de humanos (VALDES
et al., 2018) e animais (XU et al., 2021b). A diminuic¢ao da saide do hospedeiro pode remover

os servigos benéficos que a microbiota normalmente fornece, ou seja, mudancas na saide do
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hospedeiro podem se correlacionar com a disbiose da microbiota do hospedeiro (BOUTIN et
al., 2013; MCMURTRY et al., 2015; ZENG et al., 2018), e os microrganismos oportunistas da
microbiota podem fazer a transic@o para se tornarem prejudiciais entre periodos da perturbagao
(MARTINEZ et al., 2015; TENA et al., 2014; TOVAGLIERI et al., 2019; ZENG et al., 2018),
assim como observamos no animal que apresentou quadro grave de mastite. Essa perturbacao
e transicdo de comensais para a patogenicidade pode, as vezes, ser causada por patdgenos
invasores (BRODERICK; RAFFA; HANDELSMAN, 2006; WEI et al., 2017). Além disso, os
microrganismos protetores podem tornar-se relativamente ‘“caros” para o hospedeiro na
auséncia dos patégenos invasores que, de outra forma, suprimiriam (CHROSTEK et al., 2013;
MARTINEZ et al., 2015; VORBURGER; GOUSKOV, 2011), ou seja, a mesma espécie
microbiana € protetora em um contexto, mas cara em outro (STEVENS; BATES; KING, 2021a).

Segundo MCNALLY et al., (2015), a manipula¢do da microbiota pode gerar um maior
desafio entre competidores comensais e aumentar a intensidade da “guerra bacteriana”. Usando
essa teoria, eles descobriram que uma competicdo mais forte selecionava o aumento da
expressao de armas patogénicas (fatores de viruléncia). A produ¢do aumentada de fatores de
viruléncia por muitas bactérias patogénicas pode consequentemente prejudicar o hospedeiro.
Por exemplo, a liberacdo de fago que codifica a toxina Shiga por E. coli shigatoxinagénica
(GAMAGE et al., 2004), e similarmente TcdA liberado por Clostridioides difficile, podem
dizimar os comensais diretamente por meio da provocagdo da inflamacao do hospedeiro (LIMA
et al., 1988; RODEMANN et al., 2007).

A microbiota dos animais transplantados perdeu espécies diferentes ou riqueza, no
entanto, uma comunidade de microbiota sauddvel geralmente demonstra alta diversidade
taxonOmica, alta riqueza de genes microbianos e microbiota central estivel (FAN; PEDERSEN,
2021). POLVEIRO et al., (2020b) relataram que até mesmo o leite de caprinos sadios pode ter
sua microbiota reduzida, diante disso, deve-se notar que a distribuicdo relativa dos
microrganismos € tnica entre os individuos e pode sofrer variagdes (HOU et al., 2022).

Portanto, reduzimos e até eliminamos o agente S. warneri causador de mastite subclinica
no leite de alguns animais, e a técnica ainda permitiu tornar o agente patogénico S. warneri, no
animal que se tornou sadio ao final do transplante, permanentemente indigena aquela
microbiota anteriormente disbidtica, sem causar sintomas de mastite. Além disso, denotamos
uma diferenca interessante entre microbiota desejada proveniente do doador e a qual nos
deparamos apés o transplante. Ademais, microbiota do doador demonstrou uma caracteristica
intrigante de bactérias até entdo consideradas patogénicas pela literatura, mas que ndo causam

doenca em determinados animais. Logo, a técnica aparentemente deve ser utilizada por um
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tempo menor, pois isso poderia reduzir o risco de diminui¢do da produgdo de leite, de alteracdes
de valores importantes como de CCS, CMT, CBT e do leucograma. Assim, o transplante de
microbiota do leite demonstrou ser uma técnica interessante, que se aprimorada, poderia se
tornar uma nova ferramenta de tratamento da mastite futuramente. Contudo, novos estudos
devem ser realizados aprimorando a técnica e de identificagdo do animal doador de leite,
determinando previamente uma microbiota ideal para o transplante, além de possivelmente
promover uma eliminacdo da microbiota pré-existente do transplantdo para realizar uma nova

colonizagdo limpa e sem interferéncia da microbiota residente.
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4. MATERIAL SUPLEMENTAR

Quadro S1 — Exames de hemograma e bioquimicos das cabras na fase de transplante e da
cabra doadora de microbiota (Cabra A).

P8 1D Hemdécias |F Hematdcrito [ VCM CHCM | Leucdcitos | Neutréfilos Linfécitos | Mondcitos | Eosindfi Basdfilos| Total Plaquetas | Proteina | Fibrinogénio
A 17 11 32 19 35 8000 1840 0 6000 80 80 0 100 280000 7 0,4
B 17 10 31 18 33 6000 2700 60 3120 120 o o 100 220000 7,4 0,38
C 16 10 28 18 35 4900 2107 0 2548 245 0 0 100 400000 7,2 0,4
D 14 11 31 23 34 6000 1620 120 4020 180 60 0o 100 550000 7,6 0,6
E 13 11 34 26 34 8550 2651 342 5216 0 342 0 100 320000 7,2 0,4
F 11 10 28 26 34 4750 2375 0 2328 48 o o 100 500000 6,8 0,6
G 15 13 39 26 34 4550 1820 0 2321 410 0 0 100 400000 7,6 0,4
H 14 12 35 24 35 2700 945 0 1647 27 81 0 100 400000 7,2 0,6
P9 1D Hemdécias |F Hematdcrito [ VCM CHCM | Leucécitos | Neutrdfilos | Bastonete: Linfécitos | Mondcitos | Eosindfi Basdfilos| Total Plaquetas | Proteina | Fibrinogénio
A 18 11 30 17 35 5300 1060 0 4028 106 106 0 100 200000 6,6 0,4
B 18 10 27 15 36 8200 3526 o 4100 574 o 0o 100 270000 6,6 0,2
C 16 10 29 18 35 5700 2508 0 3135 57 0 0 100 240000 7,2 0,2
D 15 10 29 19 36 5500 2530 385 2365 220 o o 100 300000 74 0,4
E 16 11 31 19 36 13600 4760 0 6664 1224 952 0 100 300000 6,8 0,2
F 12 9 25 20 37 5100 2346 0 2652 102 0 0 100 300000 6,6 0,4
G 16 13 35 22 37 6900 1656 o 5244 o o 0o 100 200000 7,4 0,4
H 15 12 33 22 36 3700 1517 0 2072 74 37 0 100 200000 7 0,2
P10 1D + |obi Hematdcrito | VCM CHCM | Leucdcitos | Neutrdfilos Linfécitos | Mondcitos | Eosindfil Basofilos| Total Plaguetas | Proteina | Fibrinogénio
A 11 31 18 35 7200 1728 0 5328 144 0 0 100 150000 6,8 0,2
B 10 27 18 36 7000 3290 0 3430 210 70 0 100 220000 7 0,4
9 10 28 21 36 4700 2068 94 2256 47 235 0 100 300000 7,2 0,4
D 10 29 20 36 6900 2346 138 4071 138 207 0 100 500000 7,6 0,8
E 11 30 23 35 13600 3264 1904 7752 272 408 0o 100 260000 6,8 0,6
F 10 27 22 35 3600 612 252 2628 108 0 0 100 300000 6,8 0,2
G 13 38 23 35 7000 3990 o 2940 70 Y 0o 100 250000 7.8 0,4
H 11 31 23 35 3600 1188 0 2340 36 36 0 100 420000 6,8 0,4
P11 D Hemécias bina| Hematdcrito VCM CHCM | Leucdcitos | Neutrdfilos Linfdcitos Mondcitos | Eosindfil Basdfilos| Total Plaquetas | Proteina | Fibrinogénio
A 20 11 33 16 32 6200 1240 o 4774 186 [ 0o 100 300000 6,8 0,2
B 18 10 30 16 33 7500 3300 0 3900 300 0 0 100 200000 7,4 0,2
C 15 10 31 21 33 6350 2984,5 o 3302 63,5 o 0o 100 270000 7,4 0,2
D 15 10 31 20 32 6100 2440 61 3477 61 61 0 100 500000 7,4 0,4
E 16 11 33 20 33 12600 4410 252 6048 378 1512 o 100 200000 7 0,2
F 14 9 25 18 36 8300 1577 83 6142 498 0 0 100 350000 7 0,4
G 16 13 41 26 32 7100 1704 426 4260 426 284 0 100 400000 8,2 0,4
H 15 12 35 23 33 4200 1092 42 2772 294 0 0 100 200000 7,2 0,4
P12 1D Hemadcias bina| Hematdcrito VCM CHCM | Leucdcitos | Neutrdfilos Linfécitos Mondcitos | Eosinofi Basofilos| Total Plaquetas | Proteina | Fibrinogénio
A 18 11 33 18 33 5700 1368 o 4161 114 57 0 100 200000 6,6 0,2
B 13 11 29 22 37 4800 2160 0 2640 0 0 0 100 300000 7,2 0,4
C 15 11 32 22 34 5900 2773 118 2891 59 59 o 100 260000 7,2 0,4
D 13 10 31 23 33 6100 2074 0 3660 305 61 0 100 400000 7,6 0,6
E 18 12 38 22 32 4500 450 360 3555 135 o o 100 300000 7 0,6
F 14 9 25 18 38 5500 1760 275 3245 220 o 0o 100 350000 7,2 0,6
G 17 14 37 21 37 6450 1355 65 4515 516 0 0 100 180000 7,8 0,6
H 15 12 33 22 36 4150 1162 1162 1785 41,5 0 0 100 400000 6,8 0,4
P13 1D Hemadcias | Hemoglobina| Hematécrito VCM CHCM | Leucdcitos | Neutrofilos | Bastonetes Linfocitos Mondcitos | Eosindfilos | Basofilos| Total Plaquetas | Proteina | Fibrinogénio
A 16 11 30 19 37 7200 1944 0 4824 432 0 0 100 270000 6,8 0,2
B 15 10 30 20 34 6350 2730,5 0 3556 63,5 0 0 100 350000 6,4 0,6
C 13 11 31 24 34 4500 1980 0 2385 135 0 0 100 300000 7,2 0,2
D 14 10 30 22 34 6200 3162 0o 2728 248 62 0o 100 270000 7,6 0,8
E 16 13 38 24 33 3600 396 288 2196 432 288 0 100 200000 7,4 0,4
F 13 10 29 23 35 3400 1122 102 2074 68 34 0o 100 400000 7,6 0,38
G 17 12 39 23 31 3450 1794 0 1587 35 35 0 100 200000 7,4 0,4
H 13 11 34 26 31 4500 630 1260 2070 540 0 0 100 300000 7,2 0,2
PA 1D Hemdécias |+ Hematdcrito [ VCM CHCM | Leucdcitos | Neutrdfilos Linfécitos | Mondcitos | Eosindfi Basdfilos| Total Plaquetas | Proteina | Fibrinogénio
A 16 10 32 20 31 7500 2400 0 5025 75 0 0 100 380000 6,6 0,2
B 17 10 31 18 31 6100 2867 o 2989 183 61 0o 100 400000 7,4 0,4
C 14 10 31 22 32 5300 2332 0 2544 371 53 0 100 240000 7,4 0,4
D 11 9 30 26 31 4200 2436 o 1470 294 o 0o 100 350000 7,6 0,4
E 16 12 40 25 29 7600 2812 152 4104 532 0 0 100 250000 7,6 0,6
F 12 7 21 17 34 5100 2550 204 2193 153 o o 100 450000 7,2 0,6
G 16 13 47 29 28 6800 1904 748 3876 272 0 0 100 260000 8 1
H 13 12 36 28 32 3700 1665 0 1961 37 37 0 100 300000 7,2 0,6

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Quadro S2 — Identificacao de bactérias de leite de cabras por lactocultura em agar

cromogénico Accumast®, proveniente do lado direito do ibere na fase de transplante.

Periodos | Seccdo 1 Seccdo 2
Ae-P8 Klebsiella sp. N.D
Ad-P8 N.D N.D
Bd-P8 Klebsiella sp. N.D
Cd-P8 N.D N.D
Dd-P8 Escherichia coli Lactococcus sp.
Klebsiella sp. N.D
Enterobacter sp. N.D
Ed-P8 Pseudomonas sp. |N.D
Enterobacter sp. N.D
Klebsiella sp. N.D
Fd-P8 Pseudomonas sp. |N.D
N.D
Streptococcus
Gd-P8 Klebsiella sp. agalactiae.
Enterobacter sp. | Lactococcus sp.
Hd-P8 Pseudomonas sp. |N.D
Streptococcus
Ae-P10 | Klebsiella sp. agalactiae.
Ad-P10  |[N.D N.D
Bd-P10 | Klebsiella sp. N.D
Cd-P10 | Escherichia coli N.D
Dd-P10 | Escherichia coli Lactococcus sp.
Klebsiella sp. N.D
Ed-P10 | Klebsiella sp. Lactococcus sp.
Enterobacter sp. N.D
Fd-P10 | Pseudomonas sp. |Aerococcus sp.
Gd-P10 | Klebsiella sp. N.D
Hd-P10 | Klebsiella sp. N.D
Ae-P11 | Klebsiella sp. N.D
Ad-P11 |[N.D N.D
Bd-P11 | Levedura sp. N.D
Cd-P11 | Escherichia coli N.D
Dd-P11 | Klebsiella sp. N.D
Levedura sp. N.D
Ed-P11 | Escherichia coli N.D
Klebsiella sp. N.D
Pseudomonas sp. |N.D
Fd-P11 | Pseudomonas sp. |N.D
Gd-P11 | Klebsiella sp. N.D




Hd-P11 | Escherichia coli N.D
Ae-P12 | Klebsiella sp. Aerococcus sp.
Lactococcus sp.
Ad-P12 |N.D N.D
Bd-P12 | Klebsiella sp. N.D
Cd-P12 | Escherichia coli N.D
Dd-P12 | Klebsiella sp. N.D
Levedura sp. N.D
Ed-P12 | Enterobacter sp. | Aerococcus sp.
Lactococcus sp.
Streptococcus
Fd-P12 | Pseudomonas sp. |agalactiae.
Gd-P12 | Klebsiella sp. Aerococcus sp.
Streptococcus
Hd-P12 | Escherichia coli agalactiae.
Streptococcus
Ae-Pca | Klebsiella sp. dysagalactiae.
Ad-Pca |N.D N.D
Bd-Pca | Klebsiella sp. Aerococcus sp.
Lactococcus sp.
Cd-Pca | Escherichia coli N.D
Streptococcus
Dd-Pca | Klebsiella sp. agalactiae.
Pseudomonas sp. | Colonia desconhecida.
Lactococcus sp.
Streptococcus
Ed-Pca | Escherichia coli agalactiae.
Aerococcus viridans.
Fd-Pca | Klebsiella sp. N.D
Gd-Pca | Escherichia coli Streptococcus agalactiae
Pseudomonas sp. |N.D
Hd-Pca | Klebsiella sp. N.D
Pseudomonas sp. |N.D

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura S1 - Composi¢ao da microbiota bacteriana absoluta dos 25 tixons mais abundantes
ao longo da fase de transplante do animal doador de microbiota ao nivel de género e
espécies. As abundancias dos géneros e espécies foram distribuidas em nimeros absolutos de
ASVs das amostras do animal doador de leite para cada periodo na fase de transplante, sendo
que cada cor corresponde a uma espécie diferente e seu respectivo género. A letra D ao final da

nomenclatura da amostra corresponde ao ubere direito e a letra E ao esquerdo.
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Figura S2 - Composi¢ao da microbiota bacteriana absoluta das cabras transplantadas ao
nivel de géneros e espécies dos 25 taxons mais abundantes. As abundancias dos géneros e
espécies foram distribuidas em nimeros absolutos de ASVs da amostra para cada periodo na
fase de transplante, sendo que cada cor corresponde a uma espécie diferente e seu respectivo
género. A letra D ao final da nomenclatura da amostra corresponde ao tbere do lado direito e a

letra E ao esquerdo.
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Capitulo 3 — Analise da microbiota bacteriana de animais infectados com S. warneri e

posteriormente tratados com o transplante experimental de microbiota do leite.
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1. INTRODUCAO

A producio de leite de cabra vem crescendo de forma constante nos dltimos 20 anos
devido ao reconhecimento dos valores nutricionais e propriedades nutracéuticas (KUMAR et
al., 2016). Pequenos, médios e grandes produtores de leite caprino, que criam esses animais
para subsisténcia ou mercado, enfrentam um desafio antigo e constante na produgdo de leite,
que ¢ a mastite. Esta € uma doenga que reduz a produgado e qualidade do leite, aumenta os custos
com o tratamento e interfere diretamente no bem-estar animal, podendo determinar o descarte
precoce devido a destruicdo parcial ou total do tecido da glandula mamaria. A definicao de
mastite ou infec¢do intramamaria (IMI) € a inflamacdo da glandula mamaria causada por um
ou mais agentes (MENZIES; RAMANOON, 2001a; SAR et al., 2018).

A mastite em caprinos pode ocorrer como resultado de algum distirbio fisioldgico,
trauma no ubere ou um agente patogénico especifico, principalmente bacteriano (BERGONIER
et al., 2003). Desse modo, a mastite € uma das principais doencas que causa problemas em
animais leiteiros no mundo, sendo a infeccdo primdria e mais onerosa para produtores das
cabras leiteiras (CLARK; MORA GARCIA, 2017b). Virios patégenos bacterianos podem
causar IMI, mas Staphylococcus spp. sdo os microrganismos causais mais frequentemente
diagnosticados em caprinos e ovinos (CONTRERAS et al., 2007). Outros patégenos, como
Streptococcus spp., da familia Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Mannheimia
haemolytica, Corynebacterium spp. € fungos, podem produzir IMI em pequenos ruminantes,
embora com menores taxas de ocorréncia. A alta diversidade de microrganismos,
principalmente de bactérias causadoras de IMI, dificulta o tratamento e o controle na medicina
humana e veterinaria (CONTRERAS et al., 2007; WHITE; HINCKLEY, 1999).

Os agentes envolvidos na mastite podem ser estudados por técnicas rotineiras de
laboratdrio, como de biologia molecular, no entanto, outra forma mais recente de abordar as
IMI, sdo os estudos de microbiomas do leite de cabras (MCINNIS et al., 2015b; POLVEIRO et
al., 2020a; ZHANG et al., 2017b) e leite de vacas (ADDIS et al., 2016a; BONSAGLIA et al.,
2017b; OIKONOMOU et al., 2014b). A microbiota é geralmente definida como o conjunto de
microrganismos vivos presentes em um ambiente definido (MARCHESI; RAVEL, 2015),
como a comunidade bacteriana do leite. Atualmente a disbiose da microbiota do leite no tbere
tem se destacado como causa da mastite (POLVEIRO et al., 2020b). Esses estudos em diversas
situagdes tém demonstrado a complexidade das interacdes de patdgenos e comensais presentes
em situacdes de adoecimento ou niao do animal. As doengas podem ser consequéncia de uma
soma de muitas varidveis complexas que interagem e que podem ir além da mera interacao entre

hospedeiro, patégeno e ambiente, como conhecemos (HEDRICK, 1998). As analises de Omicas
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do leite t¢ém desvendado novas varidveis para compreensao dos diferentes tipos de mastite. Essa
nova abordagem de pesquisa permitiu a reconstru¢cdo de sistemas que compreendem essa
doenca infecciosa (ECKHARDT et al., 2020b; GARIRA, 2019b).

Além disso, outro problema do setor de producdo de leite ¢ o crescente numero de
microrganismos que nao respondem aos atuais protocolos de tratamento de IMI, principalmente
por bactérias resistentes a antibidticos (AMR). O surgimento e dissemina¢cdo da AMR entre os
animais e produtos direcionados a alimentacdo humana, decorrentes principalmente dos
animais produtores de leite, podem ser devido a inumeros fatores, tais como: condig¢des
socioecondmicas do pais produtor; a estratégia inadequada na terap€utica e prevencao de
doengas; acesso a medicamentos de ma qualidade; informagdes técnicas inadequadas
fornecidas aos produtores por profissionais ndo veterinarios; baixa escolaridade e falta de
conscientizagao dos produtores (ELIZABETH PISANI, 2015; IBRAHIM et al., 2020; MALIK;
BHATTACHARYYA, 2019).

Diante disso, novas abordagens para contornar os problemas no tratamento das mastites
tém sido testadas (SHARUN et al., 2021), no entanto, os transplantes da microbiota do leite em
ruminantes para contornar a disbiose ainda ndo foi testada. O transplante de microbiota do leite
em casos de IMI tem sido explorado com intuito de retornar o equilibrio de microrganismos no
ubere, rompendo assim com o estado de disbiose da glandula mamaria ocasionado pela infec¢ao
(HU et al., 2020; MA et al., 2018), mas ainda sao modelos estipulados em monogéstricos. Por
outro lado, os transplantes de microbiota fecal (FMT) sdo atualmente utilizados para tratar com
sucesso a infec¢do recorrente por Clostridium difficile em humanos (KELLY et al., 2016).
Também estdo surgindo evidéncias de efeitos extra intestinais e sistémicos da reposi¢ao da
microbiota intestinal (CRYAN; O’MAHONY, 2011) incluindo depressdao (KUROKAWA et al.,
2018), obesidade (LEE; YACYSHYN; YACYSHYN, 2019), hipertensdo (LI et al., 2017) e
disturbios autoimunes (ROSSER; MAURI, 2016). A FMT pode ajustar significativamente a
riqueza de espécies intestinais e restaurar a propor¢ao de bactérias anti-inflamatérias e, portanto,
estd sendo cada vez mais considerado como um possivel tratamento de sindromes e infec¢des
persistentes (XU et al., 2021a).

Assim, o objetivo do estudo foi de comparar as microbiotas bacterianas do leite da cabra
doadora, juntamente com a microbiota da inducdo da infeccdo e dos animais ao longo do
transplante, com técnicas de diagndstico padrao de mastite, sequenciamento de alto rendimento
do gene 16S rRNA, a fim de identificar se ocorreram alteracdes a nivel bacteriano que pudesse
sugerir que a técnica de transplante de microbiota possa ser condicionada nesse tipo de doenga

como tratamento.
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2. RESULTADOS

2.1. Producio de leite, Contagem de células somaticas (CCS), Contagem bacteriana total

(CBT) e California mastitis test (CMT)

A figura 1 remete as producdes médias de leite dos animais durante todos as fases e
periodos avaliados, sendo PO como sadios, P2 até PS8, induzidos a mastite, P9 até PA
correspondente ao transplante. De forma geral, a indu¢do da mastite subclinica com o agente S.
warneri resultou em pequenas quedas na producao de leite em P2. A cabra A, doadora de leite,
manteve uma producdo constante de leite durante todo o experimento, € a cabra B, controle
externo, apresentou uma queda na producdo de leite (17% em relacdo a P7) mais proeminente
no periodo P8, devido a alguma variacdo comportamental ou ambiental, ou por causas nao
determinadas, ja que em P7 ndo foi realizado nenhum procedimento diferente. O mesmo padrao
de producdo de leite foi apresentado pelas cabras C e D. Em quase todos os animais
transplantados, foi visualizada uma queda de producgdo de leite entre os periodos P9 e P13
(queda geral de 30%), mais precisamente em P11, tendo apenas a cabra D uma variagcao de
aumento (13% em relacdo de P9 a P11) entre esses periodos. O transplante de microbiota que
se iniciou de fato no periodo P9, demonstrou reduzir a producao de leite durante a aplicacdo da
técnica, e apds o ultimo transplante em P12, os animais comegaram a retomar a produgdo de
leite.

Antes mesmo do inicio do transplante, em P9, a cabra E apresentou queda na produgdo
de leite, e foi diagnosticada clinicamente, entre P10 e P11, com mastite clinica grave. A resposta
esperada de recuperacdo da mastite foi lenta apds esse episddio, mas constante, com aumento
leve de producdo em periodos subsequentes, uma vez que ela recebeu uma dose do
medicamento anti-inflamatério Flunixina Meglumine de forma subcutanea na dose de 2mg/kg

entre os periodos P11 e P12.

Figura 1 - Produ¢ao média de leite no periodo de sadios e nas fases de inducio a infec¢cao
e transplante, juntamente com dados da cabra doadora de leite. A producdo de leite dos
animais do ubere no lado esquerdo e direito somados foram distribuidos em médias em
mililitros produzidos por periodo estudado. Cada cor nas linhas do grifico, compreende um
animal experimental. As cabras C, D, E, F, G e H em outras cores foram os animais induzidos
a mastite subclinica previamente com S. warneri e apds transplantados. A cabra A, doadora,

estd representada pela linha tracejada roxa escuro com marcagao triangular. A cabra B, controle
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externo, esta demarcada com linhas verde e marcacdao de ponto como circulo em azul. Os

periodos compreendem desde o estado clinicamente sadios até o periodo final de transplante.

A figura 2 abaixo, demonstra a variacio na producao de leite dos animais durante todos

os periodos e fases experimentais. A cabra A, doadora, foi o animal que apresentou a maior

Producio média de leite no periodos de sadios, fases de infec¢do e
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producdo de leite durante todo o experimento, e menor variacdo, o que a coloca dentro do seu
principal papel que era a doagdo de leite como animal sadio. A menor variagdo foi cabra H, a
qual apresentou em todo o experimento, mesmo durante a fase de infec¢cdo, pouca mudanga na
pequena producdo de leite. O interessante desse tipo grafico, é que podemos observar que a
producdo de leite do animal D chegou a superar as variagdes da cabra E, que apresentou uma
mastite clinica grave. As cabras F, G e C apresentaram pouca variacdo na produgdo de leite
durante todas fases e periodos experimentais.

Figura 2 - Boxplot da variacio de producao de leite das cabras no periodo sadio (P0) e nas
fases de infeccao e transplantados. A variagdo da producao de leite dos animais somando-se
os uberes no lado esquerdo e direito distribuidos em mililitros de leite por animal. Cada cor e

ranhura nas linhas do grafico, compreende um animal experimental somando todos os periodos
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elencados. A cabra A, primeira a esquerda do grafico representa o animal doador de leite no
transplante de microbiota, cabra B foi o animal mantido como controle externo, sem infeccao,
e as cabras C, D, E, F, G e H, em outras cores e ranhuras, foram os animais induzidos a mastite

subclinica e ap6s transplantados a microbiota.

Producdo de leite no periodo de adaptacao, infecgdo e transplante

L300

1.100

455

38

900

T00

Producg3o de leite em mililitros

500

300 - %

100

B Cabra A % Cabra B ® Cabra C = Cabra D # Cabra E © Cabra F = Cabra G U Cabra H

A figura 3 relaciona os dados de CCS e CBT do periodo sadio dos animais, as fases de
inducdo da infeccdo e transplante da microbiota. De acordo com o que foi demonstrado nos
dados das cabras em P2 (C, D, E, F, G e H), ocorreu um aumento abrupto do nimero de
contagem de CCS e CBT, devido a inoculacdo do agente S. warneri, e as cabras A ¢ B
mantiveram os baixos niveis. Esses resultados eram esperados com a infec¢ao subclinica e logo
apos P2, ocorreram varia¢des na contagem de CCS, principalmente relacionados as cabras G e
H. Apés o periodo P8, ocorreram os transplantes de microbiota, e isso proporcionou o aumento
das CCS para quase todos os animais, menos para cabra transplantada D, a cabra doadora A e
a cabra B, controle externo. Para as variacdes de CTB, apenas a cabra G teve uma variagao
atipica no periodo P7, assim como no CCS, devido algum fator ndo identificado, como uma
pequena alteragdo no equilibrio da microbiota do tbere. Apds o transplante de microbiota,

apenas a cabra D, ndo teve aumento de CTB. Os dados demonstraram que a cabra D, respondeu
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diferentemente das outras para o transplante, tendo os valores mantidos, assim como a cabra B

controle e doadora de leite, cabra A.

Figura 3 - Contagem de células somaticas (CCS) e contagem de bacteriana total (CBT) nas
fases de infeccao experimental, transplante e o periodo sadio dos animais no lado direito
dos uberes. A figura 3A apresenta a contagem de nimero de células somaticas de cada cabra
no periodo de sadio (PO) e nos respectivos periodos referentes a fase de infeccao (P2, P4, P6,
P7, P8) pelo agente S. warneri e o Gltimo periodo relacionado ao transplante de microbiota (PA).
Cada cor de linha representa uma cabra diferente. A contagem exibida deve ter sua escala
multiplicada por 10° para alcancar os valores reais de contagem. A figura 3B representa a
contagem de unidades formadoras de coldnias (UFC) para cada um dos animais em seus
respectivos periodos, assim como os argumentos escalares. As cabras A e B tem marcadores de

pontos diferentes.
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A tabela 1 indica os valores de CMT medidos durante todo o experimento. Os animais A
e B, doadora e controle externo, respectivamente, ndo apresentaram mudancas além de 1+ cruz
no transcorrer das fases estudadas. Analisando a fase de indugdo a infec¢do, a cabra F também
ndo indicou por esse teste sinal de mastite nos periodos analisados. Lembrando que apenas o
lado direito do ubere passou por transplante. Contudo, os outros animais inoculados
apresentaram 2+ ou 34 como sinal de mastite. Levando em consideracdo que os seguintes
valores foram considerados como indicadores da doenca: SCC: >1 x 10° CS/ml e/ou CMT: >2+,
apenas a cabra F poderia ser considerada ndo mastitica ao final do periodo analisado, e a cabra
D ainda poderia ser considerada mastitica devido ao teste de CMT 3+, mesmo demonstrando

um baixo valor de CCS.
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Na fase de transplante, apenas o animal de letra D apresentou melhora no exame de CMT,
variando de 3+ para O cruz, por outro lado, a cabra C apresentou manutencao de 2+, € 0s outros
animais transplantados praticamente apresentaram aumento no nimero de cruzes. Tendo em
consideracdo que os seguintes valores foram considerados como indicadores da doenga: SCC:
>1 x 10°CS/ml e/ou CMT: >2+, apenas o animal de letra D pode ser considerado ndo mastitico
ao final do transplante. Interessantemente, durante a fase de infeccdo, os animais F, G e H
tiveram aumentaram o nimero de cruzes avaliadas no teste de CMT, e na fase de transplante
ocorreu uma pequena queda no nimero de cruzes avaliadas.

Nos testes realizados para o CCS dentro dos mesmos padrdes anteriores, indicaram
diferencas entre PO-P2 (P<0.001), PO-P6 (P<0.05), PO-P8 (P<0.01) e PO-PA (P<0.01). Os testes
estatisticos realizados para CTB demonstraram que ocorreram diferencas entre os periodos PO-
P2 (P<0.001), PO-P6 (P<0.01) e PO-P8 (P<0.05). Esses resultados reforcam a significincia do
que foi visualizado nos gréficos anteriores, indicando alteracdes proeminentes estabelecidas
nesses Uberes apds a indugdo a infec¢io por S. warneri, e indicam que existe diferenca entre a

fase final do transplante (PA) e entre o periodo de sadio (PO) em relagdo ao numero de CS/ml.

Tabela 1 - California Mastitis Test (CMT) das cabras no periodo sadio (P0), e nos periodos

referentes as fases de inducao de infeccao e de transplante de microbiota.

Periodo Identificacio  Ubere Esquerdo Ubere Direito

PO Cabra A 0 Cruz 0 Cruz
PO Cabra B 0 Cruz 0 Cruz
PO Cabra C 0 Cruz 0 Cruz
PO Cabra D Trago 0 Cruz
PO Cabra E 0 Cruz 0 Cruz
PO Cabra F Trago 0 Cruz
PO Cabra G 1 Cruz 0 Cruz
PO Cabra H 1 Cruz Traco
PS Cabra A 1 Cruz 0 Cruz
PS Cabra B 1 Cruz 0 Cruz
PS5 Cabra C 0 Cruz 2 Cruzes
PS5 Cabra D 1 Cruz 2 Cruzes
PS5 Cabra E 0 Cruz 2 Cruzes
PS Cabra F 2 Cruzes 1 Cruz

P5 Cabra G 3 Cruzes 1 Cruz
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Ps Cabra H 3 Cruzes 1-2 Cruzes
P8 Cabra A 0-1 Cruz 0 Cruz
P8 Cabra B 1 Cruz 0 Cruz
P8 Cabra C 0 Cruz 2 Cruzes
P8 Cabra D 0 Cruz 3 Cruzes
P8 Cabra E 1 Cruz 2 Cruzes
P8 Cabra F 1 Cruz 1 Cruz
P8 Cabra G 3 Cruzes 2 Cruzes
P8 Cabra H 3 Cruzes 2 Cruzes
PA Cabra A 1 Cruz 0 Cruz
PA Cabra B 0 Cruz 1 Cruz
PA Cabra C 0 Cruz 2 Cruzes
PA Cabra D 1 Cruz 0 Cruzes
PA Cabra E 0 Cruz 3 Cruzes
PA Cabra F 1 Cruz 2-3 Cruzes
PA Cabra G 2 Cruzes 3 Cruzes
PA Cabra H 2 Cruzes 3 Cruzes

Periodo experimental, identificacdo da cabra, e os Uberes aos quais foram submetidos aos testes.

Toda as cabras apresentaram positividade na lactocultura com agar Sangue no periodo
P8, e apenas as cabras F e G, apresentaram resultado negativo em PA. No entanto apenas a
cabra D apresentou melhora em todos os outros sinais de mastite. Isso pode ter ocorrido devido
as limitacOes das culturas microbioldgicas tradicionais. As demais lactoculturas nesse estudo
apresentaram resultados correspondentes aos de CCS e CMT para tipificagdo da mastite, ou
seja, quando as técnicas elencadas apresentaram resultados para diagndstico de mastite

subclinica ou clinica, as lactoculturas apresentaram mais de trés colOnias.

2.2. Comparacao do hemograma e identificacoes bacteriolégicas

A figura 4 demonstra os principais tipos de células de defesa que variaram no hemograma.
Outros perfis celulares e bioquimicos nao representados no grafico estdo dispostos no quadro
S1 na sec¢ao complementar. A figura 4 demonstra a variagdo de leucdcitos totais do sangue
(LT), linfécitos, neutréfilos e mondceitos dos animais desde o periodo sadio (P0O), fase de
infeccdo, até o final das medi¢Oes da fase de transplante de microbiota. Na figura 4A ¢

interessante observar que os animais iniciaram o experimento com diferentes nimeros de
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leucdcitos, retidos como valores padrdes no leucograma, tendo a cabra E um dos valores mais
altos estabelecidos, e a cabra H um dos menores. Durantes os periodos e fases mensurados, a
cabra E aparentemente sempre manteve valores altos de leucécitos, e o seu minimo foi apenas
quando ela desenvolveu a mastite clinica, sendo uma das tunicas no experimento a ser
diagnosticada com esse tipo de mastite.

A cabra E apresentou uma queda mais brusca de células de defesa de forma geral quando
desenvolveu mastite clinica, e foi tratada com Flunixina Meglumine pela via subcutinea na
dose de 2mg/kg a partir de P9 e P10. A mastite em cabras aparenta ser um quadro com uma
inflamacdo mais intensa do que outros animais de producao, o que em alguns casos favorece o
desenvolvimento da mastite clinica e até gangrenosa. Apesar da cabra E aparentar um niimero
maior de leucdcitos que as outras desde o inicio das medi¢des e ndo ser diagnosticada com
mastite inicialmente, ndo sabemos se isso influenciou o aparecimento do quadro agudo de
mastite, uma vez que outras varidveis devem ser consideradas. Dos leucdcitos estudados, os
mondcitos (Figura 4D) aparentam ser um bom indicador de inicio de mastite clinica nesse
estudo.

Na mesma figura € possivel observar a queda do niimero de LT apds 24 horas de infec¢ao
em P2 na maioria dos animais, com leve retorno dos indices em P4 e nova queda brusca em
P4.2. Aparentemente, em P6 ocorreu uma melhora no quadro de niveis dessas células nos
animais, em virtude de uma melhora geral nos estados clinicos e depois uma queda continua
para todos os animais at€é P8. Esses aumentos e quedas nos niveis de células, pode ter
envolvimento na producdo e recrutamento delas para a glandula mamaria, na medida que
aparece algum agente estranho a microbiota local, em riqueza e abundancia diferentes das
caracteristicas indigenas da microbiota. As células que mais identificaram as fases e periodos
foram os linfécitos, com quedas pontuais na indugdo a infec¢do, e numa resposta celular com
leve aumento ao final do transplante.

Aparentemente as variacdes na cabra A, doadora de leite, e B, controle externo, ndo
deveriam acontecer uma vez que para cabra A, ndo teve qualquer manipulacdo de introducao
de solugdes no teto, e para cabra B, apenas a solugdo salina estéril foi introduzida no tubere.
Logo, essas variacdes ocorreram de forma conjunta no rebanho, e por algum fator ambiental ou
desconhecido. A cabra B, teve um recrutamento de linfécitos (Figura 4B) de maneira repentina
e mais abrupta do que os outros animais, mas os neutr6filos ndo acompanharam essa tendéncia.
Assim, outro tipo de infec¢do ndo bacteriana pode ter levado a esse quadro. A solucdo salina
era produzida sempre 12 horas antes e autoclavada dentro dos padrdes laboratoriais. Por outro

lado, a cabra B também nao teve aumento de CCS no leite, dessa maneira essas alteragdes



109

podem ter sido de fato por “stress” a algum fator ambiental ou outras causas desconhecidas. A
cabra A, doadora de leite, foi um animal de suma importancia experimental, e aparentemente
foi que menos alterou os niveis de células avaliados.

Os mondcitos na figura 4D, que sdo células precursoras dos macréfagos, tiveram aumento
substancial em P2, em virtude da infeccdo com ligeira queda acentuada nos periodos
posteriores. Em P9, logo no inicio da fase de transfusdo, tivemos aumentos dessas mesmas
células para cabra E e B, mas como relatado anteriormente, a cabra E desenvolveu uma mastite
grave, e a cabra B pode ter sido afetada por algum fator desconhecido. No laudo técnico dos
leucogramas foi apontado mondcitos reativos logo no periodo P2 para cabra G, o que de fato
se confirma nesses dados, e aparentemente, esse animal foi 0 mais responsivo para esse tipo
célula durante toda a fase de infeccao.

Outro animal com comportamento “diferente” aos demais ¢ a cabra H, pois sempre
demonstrou valores baixos de leucdcitos, pouca reagcdo celular, mas nos exames de CMT,
sempre demonstrou 2 ou mais cruzes no ubere do lado direito. Hipoteticamente, algum fator
ainda ndo identificado para esse animal, pode ter caracterizado esse quadro atOnito para
reatividade a inflamacao da glandula mamaria. A cabra D, foi o tnico animal que apresentou
melhora e estabilidade nos quadros avaliados apds ao transplante, e o conjunto de dados do
leucograma sempre demostrou discreta flutuacdo de células leucocitarias.

Os testes estatisticos realizados para a contagem de leucdcitos totais demonstraram que
ocorreram diferencas entre os periodos PO - P2 (P<0.05), PO - P2.1 (P<0.01), PO - P4.1 (P<0.01),
PO - P4.2 (P<0.01) e PO - P8 (P<0.01), PO - P9 (P<0.01), PO - P10 (P<0.01), PO - P13 (P<0.05)
e PO - PA(P<0.05). Em relacdo aos linfécitos, neutréfilos e mondcitos, ndo encontramos
diferencas significativas. Presumimos que com esse teste especifico englobando todos os
animais e periodos, que os animais alteraram a série leucocitdria, mas ndo retornaram ao mesmo
padrdo de PO apo6s o final da fase de transplante (PA) e que os animais induzidos a mastite
alteraram de fato o status de células de defesa, observando-se as diferencas de P2 até P8, tendo
PO como referéncia. Interessante que em P11 e P12, ndo encontramos diferencga, logo dentro

desses periodos os niveis de células leucocitarias ficaram semelhantes a PO.
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Figura 4 - Leucograma das cabras no periodo de sadios, fase de infeccio e de transplante:
leucécitos totais, linfocitos, neutroéfilos e mondcitos. Cada cabra esta demonstrada por uma
cor diferente. As linhas tracejadas representam a contagem células das series medidas, e estao
subdivididas em figuras distintas as quais estdo indicadas acima das mesmas. O animal doador
de leite (cabra A) estd com uma linha tracejada de cor roxa e marcador triangular e o controle

externo (cabra B) € representada pela linha tracejada em verde e marcador circulo azul.
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Na figura 5, estdo representadas as bactérias que foram identificadas no ubere do lado
direito por meio do dgar cromogénico Accumast®, as quais foram dispostas em porcentagem
de identificacdo no periodo sadio (PO), fases de infeccdo e transplante. As porcentagens e os
numeros absolutos podem ser consultados na tabela suplementar 1. No quadro S2 localizado no
material suplementar foram apresentadas todas as bactérias identificadas por secdo, por animal
e periodo experimental.

No periodo de sadio, PO, (Figura 5SA) encontramos sete tdxons, sendo cinco diferentes e
na fase de infec¢do (Figura 5B) identificamos 40 tdxons, sendo dez diferentes. No periodo de
transplante (Figura 5C) encontramos 78 taxons, sendo 12 diferentes, representando um salto de
100% ou o dobro em relacdo ao que foi isolado na fase de inducdo a infeccao.

Em PO, encontramos predominantemente bactérias Gram (-), dando énfase para os
géneros Klebsiella sp., Escherichia coli e Pseudomonas sp. Na fase de infec¢do, identificamos

também em maiores proporcdes esses mesmos géneros citados anteriormente, e adicionalmente
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o taxon Enterobacter sp., uma Gram (-), que ainda nao havia sido isolada em outro momento.
Além disso, encontramos Streptococcus agalactiae e Lactococcus sp., € com 1Ss0, aumentamos
a gama de bactérias relacionadas a Gram (+).

Na fase de transplante, identificamos maiores nimeros absolutos de tdxons e menores
propor¢des de bactérias Gram (-), como Klebsiella sp. (31%) e E. coli (14%) (tabela
suplementar e figura 5C), em relacdo ao periodo de infecdo. De forma geral, com o transplante
ocorreu um aparente aumento de riqueza de bactérias ou tdxons diferentes, influenciado
provavelmente pela técnica de transplante de leite no tbere desses animais.

O agente Staphylococcus coagulase negativa (SCN) foi isolado na fase de infeccdao nas
cabras C e H, provavelmente, eles podem ser correspondentes ao S. warneri utilizado na
inducdo da infec¢do. Nao ter encontrado SCN em outros animais induzidos, pode ser devido ao
fato da abundancia menor desse agente no leite utilizado para as lactoculturas. A cabra B,
controle externo, nio teve muitas identificacdes diferentes ap6s P2, quando as demais foram
inoculadas. A cabra A, doadora de leite, apresentou isolamento em vdrios periodos do género
Klebsiella sp., mas foi um género identificado em vérios periodos e animais, o que deve ser
mais bem avaliado do ponto de visto microbioldgico por meio do sequenciamento para melhor
caracterizar esse agente.

Diante disso, verificamos o aumento de riqueza de bactérias identificadas no transplante,
o que pode significar que bactérias de fato podem ter sido introduzidas no tbere dessas cabras
receptoras do transplante, ou um distirbio na microbiota proporcional ao aumento dessas
bactérias no leite, o que nos possibilitou isolar esses gé€neros e espécies em lactoculturas
cromogeénicas e seletivas. Esse tipo de isolamento por lactoculturas tem suas limitacdes, e outras

técnicas de sequenciamento de microbiota pode elucidar melhor todo o quadro de identificagdo.
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Figura 5 - Porcentagem de identificacdo de bactérias por agar cromogénico Accumast®
no periodo sadio, nas fases de inducao a infeccao e transplante. Cada barra representa uma

bactéria diferentemente isolada e sua porcentagem de identificagdo em relagdo a todos os
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2.3. Dados do sequenciamento

As amostras SBRP2-FE e SBRPS-BE dos dados analisados ndo geraram sequéncias para
as andlises seguintes. Os dados foram alocados de uma forma tnica em um conjunto total de
189 amostras, referentes as cabras A, B, C, D, E, F, G e H, sendo a cabra A, doadora de leite, e
cabra B o controle externo. As amostras de leite de cabra foram sequenciadas na regido V3 eV4
do gene 16S rRNA. O comprimento médio para todas as leituras foi de 450 bp. O conjunto
gerou um total de 26.096.146 sequéncias, que foram usadas para andlises abaixo
(média = 138.074,847+ Desvio padrao =244.758,161 leituras/amostra). Ao todo, 5.356 taxons
identificados foram utilizados nessas andlises. De antemdo, a classificagdo do género
Escherichia sp. a nivel de espécie ainda pode ser reavaliada com a técnica de lactocultura, uma
vez que a identificacdo de algumas espécies com o sequenciamento gene 16S rRNA sao de

dificil resolu¢do (EDGAR, 2018; GWAK; RHO, 2020).
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2.4. Comparacao da abundancia relativa da microbiota das glandulas mamarias

A figura 6 demonstra as principais espécies de bactérias encontradas nos subgrupos
delimitados para anélise de microbiota em todas as fases e periodos experimentais. Como pode
ser observado, os subgrupos nio apresentaram muitas bactérias em comum, a ndo ser por
Escherichia fergusonii e Staphylococcus caprae. Encontramos alta abundancia de S. warneri,
nos periodos de infec¢do e inicio do transplante, uma vez que a inducao de infec¢do teve sucesso
e no periodo final do transplante o nimero desse microrganismo caiu bruscamente em
abundancia, devido ao transplante de microbiota do leite. A cabra doadora A, apresentou alta
abundancia de Staphylococcus simulans (96%) e E. fergusonii. O controle externo, animal B,
obteve uma microbiota mais varidvel, com S. caprae (45%), E. fergusoni (25%),
Staphylococcus epidermidis (7%), Bacteroides neonati (5%), Alkalibacterium olivapovliticus
(2%) e outros microrganismos. O controle interno, que representa os tberes no lado esquerdo,
e ndo infectados, apresentaram alta abundancia de Staphylococcus aureus (68%), S. caprae
(20%), Staphylococcus simulans (6%), Staphylococcus xylosus (3%) e outros microrganismos.
O periodo PO, que compreendeu todos os animais anteriormente a indu¢do da infec¢do, ou seja,
o periodo sadio apresentou Staphylococcus pasteuri (59%), Acinetobacter septicus (20%), S.
caprae (11%), Acinetobacter ursingii (8%) e outros microrganismos.

No subgrupo referente ao inicio da fase de transplante, a microbiota era composta por S.
warneri (58%), Macrococcus canis (23%), S. caprae (6%), E. fergusoni (4%) e Haemophilus
parainfluenzae (4%) e outros microrganismos. Ao final do transplante foram encontradas em
baixa abundancia de S. warneri (1%) e H. parainfluenzae (55%), S. aureus (25%), E. fergusonii
(17%), S. simulans (0.3%), entre outros microrganismos. Diante disso, apesar de alguns
microrganismos dos transplantados serem iguais ao da cabra doadora, aparentemente a

microbiota se modificou por completo em quase todas as fases estudadas nos subgrupos.

Figura 6 - Composicao da microbiota bacteriana dos 25 taxons mais abundantes, ao nivel
de género e espécies dos subgrupos experimentais. As abundancias dos géneros e espécies
foram distribuidas de forma relativa a 100% da amostra para cada periodo na fase de
transplante, sendo que cada cor corresponde uma espécie diferente e seu respectivo género. Os
grupos sao subdivididos em: cabra A (animal doador de microbiota do leite); cabra B (controle
externo - C.E); lado esquerdo do ubere ndo infectados - C.I; iberes induzidos a infec¢ao - I;
periodo PO, em que os animais estavam sadios - PS; periodos finais do transplante - Tf; periodos

iniciais do transplante — Ti.
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2.5. Comparacao da alfa diversidade da microbiota do leite nos subgrupos

A figura 7 representa os indices de diversidade entre os subgrupos experimentais. E
interessante destacar que os animais no periodo sadio (P0), denominado PS, foi muito
semelhante graficamente com os subgrupos de final do transplante (Tf) e o inicial (Ti) da fase
de transplante, levemente maior. No entanto, destacamos que o nimero amostral de PO foi
inferior aos demais. Também se apresentaram em faixa similar de riqueza, a microbiota do
animal doador (cabra A) e o controle interno (Ci). Por outro lado, o controle externo (CE) e
infectados (I) demonstraram a riqueza um pouco maior. Contudo, os testes estatisticos nao
demonstram diferenca entre os grupos.

O indice de diversidade, apresentou uma maior variabilidade do que o indice de riqueza.
O controle externo, cabra B, e o animal doador de microbiota, cabra A, apresentaram os maiores
indices de diversidade, o controle interno o menor, e o de inicio de transplante em nimeros
intermedidrios. Os testes estatisticos, teste de anova seguido por teste de Tukey, indicaram uma

diferenca significante entre o controle interno (C.I) e externo (C.E) (P<0.001).

Figura 7 - Indices de diversidade alfa dos animais experimentais em subgrupos. Os grupos
sdo subdivididos em: cabra A (animal doador de microbiota do leite); cabra B (controle externo

— C.E); lado esquerdo do ubere ndo infectados - C.I; uberes induzidos a infec¢do - I; periodo
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PO, em que os animais estavam sadios - PS; periodos finais do transplante - Tf; periodos iniciais
do transplante — Ti. Esses sao representados pelos indices de riqueza observados por ASVs, de
riqueza Chaol, e o de diversidade por amostra com o indice de Shannon. Cada subgrupo foi

identificado com uma cor diferente ao lado da figura.
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2.6. Comparacao da beta diversidade na microbiota do leite nos subgrupos

A figura 8 demonstra as dissimilaridades dos subgrupos elencados para analisar as
diferentes fases de infeccao e transplante, e periodos especificos. Embora nio haja separacao
clara na figura, houve diferenca significativa entre os grupos, com valor de P = 0.001 no teste
de Anova. Primeiramente, o controle interno (C.I - vermelho) apresentou uma dispersao muito
grande no gréfico, devido as dissimilaridades indigenas entre as bactérias das microbiotas dos
animais. Além disso, existiu um agrupamento de um perfil de microbiota no grafico do controle
interno (CI), devido a relativa baixa manipulagdo desse lado esquerdo do ubere, com isso a
microbiota nesse curto espaco de tempo avaliado ndo se alterou demasiadamente em alguns
animais, ou seja, por mais que tenha vérios periodos, sempre era o mesmo animal avaliado
durante as fases e periodos experimentais.

O controle externo, cabra B (CE), variou ao longo do tempo, assim como alguns perfis
celulares e composi¢cdo da microbiota relacionados acima, o que pode ser devido as

manipulagdes desse animal durante os periodos com solugdes placebo. A cabra A e o periodo
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sadio (PS), ficou de forma centroide no grafico, entre os controles, sempre intercalando entre
os uberes considerados sadios. Por outro lado, a microbiota do lado infectado nos tberes (I) se
apresentou mais dissimilar dos outros grupos, e os transplantados aparentemente ficaram
alocados entre os tberes sadios do experimento e os infectados, com o transplante final (Tf), de
cor roxa, mais proximo em nimero dos sadios. Os valores estatisticos que indicaram a diferenca
entre os subgrupos de amostras nessas analises podem ser visualizados na tabela 2. Destacamos
que A foi diferente da maioria dos outros subgrupos, assim como C.E e CI. Outro ponto
importante, foi que Tf também demonstrou significancia nos valores de dissimilaridade para o

subgrupo I, o que denota que a microbiota se tornou diferente apds o transplante.

Figura 8 - Anéalise de Coordenadas Principais Canonicas (CAP) construida sobre uma
matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis entre os subgrupos experimentais. Os subgrupos
compreendem: cabra A (animal doador de microbiota do leite); cabra B (controle externo —
C.E); lado esquerdo do ubere ndo infectados - C.I; uberes induzidos a infec¢do - I; periodo PO,
em que os animais estavam sadios - PS; periodos finais do transplante - Tf; periodos iniciais do
transplante — Ti. Cada subgrupo foi identificado com uma cor diferente e simbolos ao lado da
figura. As ordens das setas demonstram a formacgao de grupos de individuos selecionados em
diferentes coordenadas, o que denota dissimilaridade e semelhanca da composi¢do da
microbiota entre amostras e grupos, de acordo com o subgrupo. O valor de P = 0.001 foi obtido

por meio do teste anova.
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Na figura 9, foi avaliada a distancia euclidiana entre os subgrupos. Essa medida € baseada
em um sistema de coordenadas cartesianas, de comparacdo de comunidades em funcao das
varidveis para expressar a distancia entre amostras por meio das abundancias de cada espécie.
Notamos que o controle interno (C.I) sempre se apresentou de forma mais distante do centro e
proximo as bordas da elipse, o que de certa forma demonstra que essas amostras foram mais
constantes em microbiota e diferente das demais, assim como elucidado no gréifico anterior.
Outro ponto interessante € a presenga de parte do subgrupo de Tf préximo ao C.I, o que permite

supor que os dois subgrupos se tornaram pouco distantes ou mais similares no experimento.

Figura 9 - Diversidade beta baseada na dissimilaridade da Distancia Euclidiana e
escalonamento pela Analise de Coordenadas Principais da Matriz (PCoA). Os subgrupos
foram delimitados em: cabra A (animal doador de microbiota do leite); cabra B (controle
externo — C.E); lado esquerdo do tbere ndo infectados - C.I; tiberes do lado direito induzidos a
infeccdo - I; periodo PO, em que os animais estavam sadios - PS; periodos finais do transplante
- Tf; periodos iniciais do transplante — Ti. Cada subgrupo foi identificado com uma cor diferente

ao lado da figura.
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Os valores estatisticos que indicaram a diferenga entre os subgrupos das amostras nessas

andlises podem ser visualizados na tabela 2. Destacamos que o C.E aparentemente trabalhou
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como esperavamos, funcionando como uma microbiota a parte, e o Tf se demonstrou diferente

do I, o que reforca que o transplante modificou a microbiota.

Tabela 2 - Testes estatisticos para as analises de beta diversidade para os diferentes

subgrupos das cabras.

Dissimilaridade de Bray Crutis Distancia Euclidiana
Subgrupo Valor de P. Sig Subgrupo Valor de P. Sig
S P. ajustado. . S P. ajustado.
A vs CE 0.001 0.021 * A vs CE 0.003 0.063
A vs PS 0.005 0.105 A vs PS 0.057 1

Avs CI 0.001 0.021 * Avs CI 0.019 0.399
AvsTi 0.002 0.042 * AvsTi 0.004 0.084
Avs Tt 0.001 0.021 * Avs Tf 0.001 0.021 *
Avsl 0.001 0.021 * Avsl 0.001 0.021 *
CE vs PS 0.002 0.042 * CE vs PS 0.001 0.021 *
CE vs CI 0.001 0.021 * CE vs CI 0.018 0.378
CE vs Ti 0.001 0.021 * CE vs Ti 0.001 0.021 *
CE vs Tf 0.001 0.021 * CE vs T 0.001 0.021
CEvsl 0.001 0.021 * CE vs1 0.001 0.021 *
PS vs CI 0.046 0.966 PS vs CI 0.139 1
PS vs Ti 0.012 0.252 PS vs Ti 0.074 1
PS vs Tt 0.004 0.084 PS vs Tt 0,311 1
PSvsl 0.004 0.084 PSvsl 0.097 1
Clvs Ti 0.002 0.042 * CIvs Ti 0.031 0,651
CIvs Tf 0.001 0.021 * CIvs Tf 0.075 1
ClvsI 0.001 0.021 * ClvsIl 0.012 0,252
Ti vs Tf 0.024 0.504 Ti vs Tf 0.014 0,294
TivsI 0.237 1 TivsI 0.61 1
Tfvs1 0.001 0.021 * Tfvs1 0.001 0.021 *

Os subgrupos: cabra A (animal doador de microbiota do leite); cabra B (controle externo — C.E); lado esquerdo do
ubere ndo infectados - C.I; tberes induzidos a infeccdo - I; periodo PO, em que os animais estavam sadios - PS;
periodos finais do transplante - Tf; periodos iniciais do transplante — Ti. Valor de P para o teste d¢ PERMANOVA.

O P-ajustado refere-se a correcdo de valores por Bonferroni. Os asteriscos (*) referem-se a significancia de P<0.05.

2.7. Distin¢cio da microbiota do leite por um grafico de Venn

O gréfico de Venn (Figura 10) determina a presenca e auséncia de bactérias nos diferentes
subgrupos estudados, ou seja, delimita as bactérias que estdo presentes apenas naquele grupo e
as que estdo em dois ou mais. A parte centroide do grafico demonstrou que existiu 31 espécies
de bactérias que foram presentes entre todos os subgrupos, ndo sendo um nimero muito

expressivo, até porque todos os animais estavam alocados nas mesmas condi¢des e ambientes,
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apesar das varidveis experimentais. Um ponto muito interessante de avaliar, é que o transplante
de microbiota do leite proporcionou subgrupos muito diferentes de Tf e Ti. Ti apresentou 231
bactérias presentes completamente diferentes dos demais grupos, enquanto o Tf apresentou 234,
e em comum entre os dois subgrupos, existiu apenas 3 bactérias. Outro ponto importante, é que
o grupo de infectados (I) tiveram 18 bactérias em comum com Ti, sinalizando que o transplante
inicialmente modificou rapidamente a microbiota. Além disso, I apresentou com o Tf apenas 6
espécies em comum, o que significa que o transplante reduziu o nimero de bactérias
relacionadas ao quadro infeccioso. A cabra doadora (A), ndo apresentou bactérias que fossem
comuns apenas ao Tf, mas seis delas eram comuns ao Tf com CI. Os subgrupos CI, CE e
doadora (A) apresentaram uma microbiota muito caracteristica, rica em espécies
completamente diferentes dos outros subgrupos, e extremamente relacionadas, provavelmente,
ao quadro clinico de sadios. Logo, se o animal € clinicamente sadio, provavelmente ele

apresentard mais espécies de bactérias exclusivas.

Figura 10 - Grafico de Venn referente ao periodo e os subgrupos experimentais. Cada
periodo e subgrupos foi representado por: cabra A (animal doador de microbiota do leite); cabra
B (controle externo — C.E); tberes ndo infectados esquerdo - C.I; iberes induzidos a infec¢ao -
I; periodo PO, em que os animais estavam sadios - PS; periodos finais do transplante - Tf;
periodos iniciais do transplante — Ti. Cada subgrupo foi identificado com uma cor diferente ao

lado da figura. Cada cor no grafico representa um subgrupo ou varios sobrepostos.
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3. DISCUSSAO

A microbiota do leite de caprinos e de bovinos pode ser afetada por quadros de disbiose
nos diferentes tipos de IMI em sistemas de alta ou baixa tecnificagdo (OIKONOMOU et al.,
2020; POLVEIRO et al., 2020b; TAPONEN et al., 2019). Sendo assim, técnicas de transplante
de microbiota tém sido testadas (WRZOSEK et al., 2018) com o intuito de solucionar esse
problema. Nosso estudo demonstra o quanto a infec¢do por S. warneri, um agente de destaque
em casos de mastite caprina (BERNIER GOSSELIN et al., 2019; DEINHOFER;
PERNTHANER, 1995a; KOOP et al., 2012b; PEREIRA et al., 2021; SALABERRY et al,,
2016), pode influenciar a producdo de leite e afetar os valores de CCS, CBT e de CMT, além
de alterar os valores do leucograma. Além disso, demonstramos que as identificagdes dos
agentes pelas técnicas de sequenciamento do gene 16SrRNA ou metataxonomia, e por cultura
microbioldgica diferiram. Ademais, quando realizada a interven¢do com o transplante de
microrganismos do leite, ocorreram variagdes em comum e individual entre caprinos, as quais

ocasionaram a eliminacio do agente causador em quase todos os animais. Interessantemente, a
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técnica de transplante possibilitou curar um animal da mastite, levando o S. warneri a se tornar
indigena a microbiota do animal. No entanto, as modificacdes de tixons bacterianos nao
retornaram a microbiota ao estado original, e muito menos a tornaram similar com a do animal
doador.

A mastite clinica e subclinica causada por IMI a partir de SCN é comum em muitos
sistemas intensivos de producao leiteira em todo o mundo, o que afeta a producao de leite, reduz
a qualidade do leite, aumenta custo com tratamento e gera o descarte prematuro de animais
(CONDAS et al., 2017b; FREITAS GUIMARAES et al., 2016; HOSSEINZADEH;
DASTMALCHI SAEI 2014; THORBERG et al., 2009). As quedas de producdo de leite
provocadas por S. warneri, que ¢ um SCN, durante o quadro de mastite foram baixas para um
unico periodo, no entanto, em uma infe¢do cronica com vdarios animais no rebanho, ao longo de
meses poderia reduzir muito a quantidade final de leite produzida. Por outro lado, estudos
relacionados a mastites em sistemas intensivos de producao de leite caprino com identificacdes
por culturas microbiolégicas de um Unico agente patogénico sao controversos, pois
demonstraram que a mastite pode ser associada a valores mais baixos (LEITNER; MERIN;
SILANIKOVE, 2004), semelhantes (MIN; TOMITA; HART, 2007; MORONI et al., 2005b)
ou mesmo com um aumento na producdo de leite em cabras doentes em comparacdo com as
sauddveis (KOOP et al., 2012a). Além disso, observamos que a queda ndo foi repentina ao
inicio do transplante, e sim em periodos posteriores, logo, o que pode ter prejudicado a producdo
foi a intensa introdu¢@o de novos microrganismos por varios periodos ocasionando um quadro
de disbiose, o que segundo WRZOSEK et al., (2018), a alta frequéncia no transplante pode
prejudicar a estabilidade do ecossistema recém-formado ou em formagao.

A mastite geralmente é causada por um ou multiplos agentes infecciosos e para combater
as infeccdes, a glandula mamadria possui uma linha de defesa chamada de células somaticas,
que compreende gldbulos brancos e células epiteliais do leite (ALHUSSIEN; PANDA; DANG,
2021). Apesar de diagnosticada a mastite subclinica por S. warneri, € o agente se manter
presente por varios periodos, aparentemente ndo houve uma relacio direta de CBT e CCS em
algumas avaliagdes com o diagndstico de determinados animais, assim como relatado por
BOIX-AMOROS et al., (2016). Segundo BOIX-AMOROS et al., (2016), pode ndo existir uma
correlagdo direta entre a carga bacteriana e a quantidade de células imunes no leite de humanos,
reforcando a ideia de que as bactérias do leite podem ndo ser percebidas como uma infeccao
pelo sistema imunoldgico em determinadas situagdes. Interessantemente, esses mesmos autores
relataram a existéncia de 10’-10% de células bacterianas diariamente no leite de mulheres sadias,

apesar de terem sido quantificadas pela técnica de PCR em tempo real (QPCR). Essas medi¢des
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foram tdo altas quanto as nossas mensuragdes em caprinos de 4.0 x 10> cfu/ml e de outros
autores com 0.5 x 10" - 3.8 x 10* cfu/ml (KUCHTIK et al., 2021). BOIX-AMOROS et al., (2016)
ressaltam ainda que géneros como Staphylococcus sp., Acinetobacter sp. e até Enterobacter sp.
que encontramos em nosso estudo, tanto em andlises de rRNA 16S e plaqueamentos, também
foram encontradas no leite de mulheres sadias.

Demonstramos uma microbiota rica e diversa nos subgrupos relacionados a infeccdo e
transplantados, tanto pelo sequenciamento e pelas identificacdes por dgar cromogénico
Accumast® em diversos periodos, até mesmo nos animais sadios, associados a diferentes
valores de CCS. Estudos em amostras sauddveis de leite humano e bovino relataram grande
diversidade microbiana independente de seu status de CCS (CABRERA-RUBIO et al., 2012;
HUNT et al, 2011; KUEHN et al, 2013; OIKONOMOU et al., 2014a). Segundo
OIKONOMOWU et al., (2014a), as células de defesa na glandula mamaria conseguem discernir
os microrganismos indigenas ou comensais, dos patogénicos, o que resulta em glandulas
sauddveis com altas quantidades CCS sem afetar a microbiota, ou seja, a presenca de
microrganismos comensais ou transeuntes no leite pode nao aumentar o influxo ou ativar uma
intensa producdo de células de defesa.

Como descrito em nossos dados, os animais variaram muito em quantidade e tipo de
leucécitos sanguineos no inicio, ao longo da infeccdo e no inicio do transplante,
concomitantemente a CCS do leite variou. Essas variacdes conjuntas seriam possiveis devido a
migracOes intensas de leucdcitos da corrente sanguinea para a glandula mamaria (MCKENZIE;
ANDERSON, 1981; SEELIG; BEER, 1978), principalmente pela movimentagao de neutrofilos
que sdo de grande importancia em infec¢des intramamarias (ALNAKIP et al., 2014; RAINARD;
FOUCRAS; MARTINS, 2022; TIAN et al., 2005a), os quais sdo as principais células de defesa
no leite em cabras (SOUZA et al., 2012b). Além disso, nossos dados demonstraram variacdes
significativas de leucdcitos sanguineos em pontos especificos no inicio da infec¢ao e transplante.
A avaliacdo desses valores durante quadros de IMI devem ser realizados com as seguintes
distin¢des, se o animal apresenta mastite cronica ou aguda a campo, ou se o quadro mastitico
foi induzido. Segundo ALHUSSIEN et al., (2015), em vacas que apresentavam mastite clinica
e subclinica a campo, com possiveis quadros cronicos de IMI, a contagem total de leucdcitos
juntamente com porcentagem de neutréfilos no sangue, e a porcentagem de neutréfilos do leite
aumentaram significativamente em relacdo aos animais sauddveis. Por outro lado, decréscimos
significativos foram observados nos linfécitos e mondcitos do sangue e do leite de vacas
induzidas a mastite subclinica e clinica, portanto, a avaliagdo desses parametros deve ser

relacionada com abordagem da infeccio (CREMONESI et al., 2012).
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Demonstramos resultados independentes de identificacio de bactérias entre a técnicas de
sequenciamento do gene 16S rRNA (metataxondmicas) e por cultura microbioldgica. No
entanto, as abordagens metataxondmicas (OIKONOMOU et al., 2014a) e outras abordagens
moleculares especificas (BOBBO; PENASA; CASSANDRO, 2020; SHOME et al., 2011) tém
demonstrado que podem caracterizar determinadas bactérias sobre leite normal e mastitico que
nio podem ser obtidas com o uso de abordagens tradicionais de cultura microbioldgica, e isso
tem determinado resultados independentes entre as técnicas. Comparativamente, a técnica de
sequenciamento denominada de shotgun metagendmico completo (metagendmica) de amostras
de leite, demonstra melhor acuricia em diagndsticos que a metataxonomia quando comparado
com as culturas microbioldgicas (HILTON et al., 2016).

Além disso, o dgar cromogénico Accumast® que utilizamos pode apresentar vieses de
identificacdo, assim como a técnica de metataxonomia que utilizamos, uma vez que as placas
foram validadas a partir do gene 16S rRNA em seu desenvolvimento, que muitas vezes nao é
capaz de identificar com clareza a espécie bacteriana (GANDA et al., 2016). Por exemplo,
enquanto identificamos E. fergusonii pelo sequenciamento, em placas conseguimos identificar
E. coli, no entanto, o genoma do gé€nero Escherichia sp., de forma geral é extremamente
relacionado geneticamente, logo, os genomas ndo estdo separados claramente em testes
filogenéticos, entdo ndo € possivel segregar com toda certeza algumas espécies a partir do gene
16STRNA, como E. coli de E. fergusonii ou Escherichia albertii (LUKJANCENKO;
WASSENAAR; USSERY, 2010). Escherichia sp. ndo aparenta estar incluida na microbiota
central do leite humano, de vaca, de bufala ou de porca, mas ZHANG et al., (2017a) relataram
que o género Escherichia/Shigella estava presente no leite de cabras Saanen na mesma
proporcdo que no leite de ovelhas (ESTEBAN-BLANCO et al., 2020), assim como relatamos
nesse estudo.

Dentre as principais bactérias encontradas no leite do animal doador de microbiota,
relatamos que S. capitis € geralmente identificada em cabras diagnosticados com mastite
subclinica (BERNIER GOSSELIN et al., 2019; CONTRERAS et al., 2007) e outros ruminantes
com mastite (CONDAS et al., 2017a; FESSLER et al., 2010; PIZAURO et al., 2021). Ao final
do transplante, identificamos abundancia de E. fergusonii no leite, sendo um dos poucos
microrganismos relacionados a cabra doadora, no entanto, essa espécie sempre foi identificada
em varias fases experimentais o que a torna uma bactéria resiliente e muito adaptada a véarias
mudancas ambientais sobre todos os processos realizados.

Embora esses géneros, como descritos acima, estejam relacionados a doencas infecciosas,

as assinaturas taxonOmicas microbianas para infeccoes especificas nem sempre podem ser um
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indicador confidvel da doenca (MA; LI; GOTELLI, 2019). As identificagcdes relacionadas a
abundancia de forma geral, com a soma de microbiotas de vdrias cabras podem suprimir a
identificacdo de bactérias que foram importantes individualmente, e acaba demonstrando
espécies que obtiveram uma alta carga microbiana, como H. parainfluenzae, que de certa forma
foi importante para um animal dentre todo o periodo de transplante. A espécie H.
parainfluenzae geralmente estd associada a microbiota de fezes (LI et al., 2020), a boca e
faringe em humanos (CHEEMA et al., 2022), mas nenhuma citagdo relacionada a cabras e leite
foi encontrada.

A microbiota do leite da cabra doadora e dos uberes sadios, denominados de controle
interno, demonstraram abundancia relativa de poucos microrganismos, o0 mesmo encontrado
em vacas sadias por PORCELLATO et al., (2020). Segundo PORCELLATO et al., (2020), isso
ocorre porque animais sem sinais de mastite dettm uma biomassa microbiana de baixa
abundancia e, no caso da introdu¢do de tdxons no tbere com o desenvolvimento mais rapido,
pode ser gerado um grande impacto na abundancia da microbiota residente do Ubere.

Os dados ndo demonstraram diferenca entre subgrupos para alfa diversidade, no entanto,
denota que ocorreram diferencas na beta diversidade no subgrupo de transplantados para os
demais. Segundo HUANG et al., (2022), a maior dissimilaridade entre os grupos de beta
diversidade dos transplantados também foi encontrada apés um tempo maior apds o inicio do
transplante de microbiota, assim como no subgrupo de transplante final. Determinar quais as
variabilidades que podem afetar a alfa e beta diversidade do leite em quadros de disbioses €
bastante complicado devido as inimeras varidveis (PORCELLATO et al., 2020). Ademais, em
questdo de horas no dia a microbiota do leite pode ser modificada, como foi determinada em
leite de humanos durante a manha, tarde e noite (CORONA-CERVANTES et al., 2021). Além
disso, dependendo da métrica utilizada, em leite de ovelhas, os indices de diversidade e riqueza
aparentaram aumentar e diminuir dependendo da quantidade de células sométicas mensuradas
(ESTEBAN-BLANCO et al., 2020).

Estudos com transplante de microbiota e agrupamentos de Venn (HUANG et al., 2022;
YAN et al., 2021) indicaram que geralmente o receptor de microbiota tem menos taxons
incomuns com o doador do que outros grupos, principalmente nos periodos iniciais ao
transplante (OHARA, 2019). Nossos dados demonstraram que o agente S. warneri esteve
presente na fase final do transplante, em parte da microbiota dos animais transplantados,
provavelmente devido as caracteristicas da microbiota do doador e dos receptores do transplante,
além das peculiaridades desse novo tipo de técnica que ainda podem ser alterados parra um

melhor efeito desejado. No estudo realizado por HUANG et al., (2022) para o tratamento de
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colite ulcerativa, os receptores de microbiota ou transplantados tiveram que ser separados em
dois grupos, os que responderam e ndo responderam ao tratamento com o transplante, uma vez
que a técnica nao afetou a microbiota de determinadas pessoas. Além disso, HUANG et al.,
(2022) encontram um maior diversidade e riqueza nos pacientes responsivos ao tratamento,
enquanto menor nos nNao responsivos.

Portanto, a inducdo da IMI em cabras por S. warneri resultou no aumento dos valores
CCS, CBT e altera o CMT do leite, além de reduzir sua producdo. As células de defesa
sanguineas podem responder diferentemente em cada animal, no entanto, os leucdcitos totais
demonstraram diferencas significativas assim que induzida a infec¢do e durante a fase de
transplante de microbiota. Essas alteracdes foram, provavelmente, ocasionadas pela disbiose
causada na glandula mamaria. Os animais responderam de forma diferente quando realizado o
transplante, sendo que um animal esteve clinicamente sadio ao final dessa fase, o que corrobora
com a expectativa da técnica de transplante e tratamento da mastite. Assim, a microbiota foi
alterada pelo transplante em quase todos os animais, eliminando ou reduzindo a abundéancia do
agente S. warneri na microbiota, no entanto a microbiota final desses animais se tornou algo
diferente em cada animal, sem apresentar identidade de tdxons do que era antes da infeccao e
da microbiota do animal doador. A andlise de beta diversidade demonstrou que grupos
diferentes foram formados apds o transplante, ressaltando que a microbiota final se tornou
diferente da microbiota durante a infeccdo. O transplante de microbiota do leite de um tbere
para outro demonstrou ser uma técnica que pode alterar a microbiota, e com a possibilidade de
utilizac¢do no tratamento da mastite, desde que seja realizado um aprimoramento. Acreditamos
que o tempo de transplante poderd ser reduzido para tentar inferir se isso pode auxiliar na
retomada da microbiota para um patamar em que mais animais se tornem sadios clinicamente.
Novos estudos devem ser realizados aumentando o tempo de resiliéncia pds transplante
mensurado e aprimorando a técnica de identificagdo do animal doador de leite e sua microbiota.
Com isso, estudos futuros poderdo fazer dessa técnica uma possibilidade de tratamento da

mastite e redugdo da utilizagdo de antimicrobianos em fazendas.
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Quadro S1 - Exames de hemograma e bioquimico das cabras divididos em periodo sadios,
fase de inducao a infeccao, transplante e da cabra doadora de microbiota (Cabra A).
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Quadro S2 — Identificacao de bactérias do leite de cabras por lactoculturas em agar
cromogénico Accumast® do tbere do lado direito, na fase de inducdo a infeccio,
transplante e da cabra doadora de microbiota (Cabra A).

Periodos | Seccdo 1 Seccdo 2 Seccdo 3
Ad-PO  |N.D N.D N.D
Bd-PO | Klebsiella sp. N.D N.D
Cd-PO | Pseudomonas sp. | N.D N.D
Dd-PO | Escherichia coli | Lactococcus sp. N.D
Klebsiella sp. N.D N.D
Ed-PO  |N.D N.D N.D
Fd-PO |N.D N.D N.D
Gd-PO | Klebsiella sp. Streptococcus agalactiae. | N.D
Hd-PO [N.D N.D N.D
Ad-P2 |N.D Streptococcus agalactiae. | N.D
Bd-P2 | Klebsiella sp. Lactococcus sp. N.D
Cd-P2 |[N.D N.D N.D
Dd-P2 | Escherichia coli |N.D N.D
Klebsiella sp. N.D N.D
Ed-P2 | Escherichia coli |N.D N.D
Klebsiella sp. N.D N.D
Fd-P2 | Klebsiella sp. N.D N.D
Gd-P2 | Klebsiella sp. Streptococcus agalactiae. | N.D
N.D Aerococcus sp. N.D
Hd-P2 | Escherichia coli | Streptococcus agalactiae. | Staphylococcus SCN
Klebsiella sp.
Ad-P4 |N.D N.D N.D
Bd-P4 | Escherichia coli | Lactococcus sp. N.D
Streptococcus
Klebsiella sp. dysgalactiae. N.D
Cd-P4 |N.D N.D Staphylococcus SCN
Dd-P4 | Levedura sp. Lactococcus sp. N.D
Ed-P4 | Klebsiella sp. N.D N.D
Fd-P4 | Klebsiella sp. N.D N.D
Gd-P4 | Klebsiella sp. Streptococcus agalactiae. |N.D
Enterobacter sp. | N.D N.D
Hd-P4 | Klebsiella sp. N.D N.D
Ad-P6 |N.D N.D N.D
Bd-P6 | Klebsiella sp. N.D N.D
Cd-P6 |[N.D N.D N.D
Dd-P6 | Escherichia coli | Lactococcus sp. N.D
Klebsiella sp. N.D N.D




Ed-P6 | Klebsiella sp. N.D N.D
Enterobacter sp. |N.D N.D

Fd-P6 | Pseudomonas sp. |N.D N.D
Gd-P6 | Escherichia coli | Streptococcus agalactiae | N.D
Klebsiella sp. Lactococcus sp. N.D

Hd-P6 | Pseudomonas sp. | N.D N.D
Ae-P8 | Klebsiella sp. N.D N.D
Ad-P§ |N.D N.D N.D
Bd-P8 | Klebsiella sp. N.D N.D
Cd-P8§  |[N.D N.D N.D
Dd-P8 | Escherichia coli | Lactococcus sp. N.D
Klebsiella sp. N.D N.D
Enterobacter sp. | N.D N.D

Ed-P8 | Pseudomonas sp. |N.D N.D
Enterobacter sp. |N.D N.D
Klebsiella sp. N.D N.D

Fd-P8 | Pseudomonas sp. |N.D N.D
N.D N.D

Gd-P8 | Klebsiella sp. Streptococcus agalactiae. | N.D
Enterobacter sp. | Lactococcus sp. N.D

Hd-P8 | Pseudomonas sp. |N.D N.D
Ae-P10 | Klebsiella sp. Streptococcus agalactiae. | N.D
Ad-P10 |N.D N.D N.D
Bd-P10 | Klebsiella sp. N.D N.D
Cd-P10 | Escherichia coli |N.D N.D
Dd-P10 | Escherichia coli | Lactococcus sp. N.D
Klebsiella sp. N.D N.D

Ed-P10 | Klebsiella sp. Lactococcus sp. N.D
Enterobacter sp. | N.D N.D

Fd-P10 | Pseudomonas sp. |Aerococcus sp. N.D
Gd-P10 | Klebsiella sp. N.D N.D
Hd-P10 | Klebsiella sp. N.D N.D
Ae-Pl11 | Klebsiella sp. N.D N.D
Ad-P11 |[N.D N.D N.D
Bd-P11 | Levedura sp. N.D N.D
Cd-P11 | Escherichia coli | N.D N.D
Dd-P11 |Klebsiella sp. N.D N.D
Levedura sp. N.D N.D

Ed-P11 | Escherichia coli |N.D N.D
Klebsiella sp. N.D N.D
Pseudomonas sp. | N.D N.D
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Fd-P11 | Pseudomonas sp. |N.D N.D
Gd-P11 |Klebsiella sp. N.D N.D
Hd-P11 | Escherichia coli |N.D N.D
Ae-P12 | Klebsiella sp. Aerococcus sp. N.D
Lactococcus sp. N.D
Ad-P12 |N.D N.D N.D
Bd-P12 | Klebsiella sp. N.D N.D
Cd-P12 | Escherichia coli | N.D N.D
Dd-P12 | Klebsiella sp. N.D N.D
Levedura sp. N.D N.D
Staphylococcus
Ed-P12 | Enterobacter sp. |Aerococcus sp. aureus.
Lactococcus sp. N.D
Fd-P12 | Pseudomonas sp. | Streptococcus agalactiae. |N.D
Gd-P12 |Klebsiella sp. Aerococcus sp. N.D
Hd-P12 | Escherichia coli | Streptococcus agalactiae. | N.D
Streptococcus
Ae-Pca |Klebsiella sp. dysgalactiae. N.D
Ad-Pca |N.D N.D N.D
Bd-Pca | Klebsiella sp. Aerococcus sp. N.D
Lactococcus sp. N.D
Cd-Pca | Escherichia coli. |N.D N.D
Dd-Pca | Klebsiella sp. Streptococcus agalactiae. | N.D
Pseudomonas sp. | Colonia desconhecida. N.D
Lactococcus sp. N.D
Staphylococcus
Ed-Pca | Escherichia coli | Streptococcus agalactiae. | aureus.
Aerococcus viridans. N.D
Fd-Pca |Klebsiella sp. N.D N.D
Gd-Pca | Escherichia coli | Streptococcus agalactiae | N.D
Pseudomonas sp. | N.D N.D
Hd-Pca | Klebsiella sp. N.D N.D
Pseudomonas sp. |N.D N.D

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela suplementar 1 - Caracterizacdo do nimero de isolados identificados no leite das

cabras durante periodo sadio, fase de infeccdo e transplante por meio do agar

cromogénico.

Sadios Téaxons Porcentagens
Escherichia coli 1 14%
Klebsiella sp. 3 43%
Pseudomonas sp. 1 14%
Streptococcus agalactiae 1 14%
Lactococcus sp. 1 14%
Inducio a Infeccao Téaxons Porcentagens
Escherichia coli 6 15%
Klebsiella sp. 15 38%
Pseudomonas sp. 2 5%
Enterobacter sp. 2 5%
Streptococcus agalactiae 5 13%
Streptococcus dysgalactiae 1 1%
Lactococcus sp. 5 13%
Aerococcus sp. 1 3%
Staphylococcus coagulase negativa 2 5%
Levedura 1 3%
Transplante Taxons Porcentagens
Escherichia coli 11 14%
Klebsiella sp. 21 27%
Pseudomonas sp. 8 10%
Enterobacter sp. 5 6%
Streptococcus agalactiae 7 9%
Streptococcus dysgalactiae 1 1%
Lactococcus sp. 7 9%
Aerococcus sp. 4 5%
Aerococcus viridans 1 1%
Staphylococcus aureus 2 3%
Levedura 3 4%
Colonia desconhecida. 1 1%

Periodo de sadios (P0), fase de indugdo a infec¢do e transplante.
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CONCLUSOES GERAIS

A inducdo da infec¢do por S. warneri gerou o quadro de mastite subclinica nos animais,
e ocasionou alteracdes nos valores de CCS, CBT e de CMT, assim como mudancas nos valores
de leucdcitos sanguineos de forma significativa. Além disso, essas alteragdes apresentaram
variagdes individuais entre os animais, sendo que alguns apresentaram melhora dos valores aos
padrdes de quando sadios, diferentemente de outros. A produgdo de leite entre os animais
infectados reduziu de forma momentanea logo apds a infec¢@o, no entanto, a recuperacao desses
valores de produg¢do pode retornar ao que fora anteriormente. Além disso, os animais induzidos
a mastite apresentaram alteracdes da microbiota de espécies como S. pasteuri, A. septicus, S.
caprae, A. ursingii € E. fergusonii para o predominio de S. warneri e de E. fergusonii.

O transplante resultou em alteracOes proeminentes nos valores de CCS, CBT e CMT,
além dos valores do leucograma sanguineo, ocasionado provavelmente pela disbiose na
microbiota do leite. Interessantemente, a técnica permitiu tornar o agente patogénico S. warneri,
no animal que se tornou sadio ao final do transplante, permanentemente indigena aquela
microbiota, anteriormente disbidtica, sem causar os sintomas de mastite observados durante a
infec¢do. Além disso, observamos a mudanca estrutural da composi¢ao bacteriana dos animais,
reduzindo e até eliminando a presenca do agente S. warneri nos outros animais transplantados.

Ademais, a disbiose provocada pelo transplante substituiu as microbiotas indigenas
desses animais, em grande parte, pelas espécies H. parainfluenzae, S. simulans e S. aureus. No
entanto, notamos que a mudanga brusca e continua no transplante pode provocar diferentes
efeitos sobre as microbiotas bacterianas e inclusive, acarretar no aparecimento de disbiose em
determinados animais.

Portanto, a complexidade da microbiota do leite e a ado¢do da técnica de transplante a
partir de um animal sadio, demostrou que a microbiota estabelecida a partir do processo
realizado pode ser completamente diferente da microbiota do animal doador, assim como da
microbiota que esses animais apresentavam no periodo sadio. Contudo, os grupos de
microrganismos, de forma geral, além dos mais abundantes, formaram uma nova microbiota
nesses animais, as quais foram constatadas através das andlises de beta diversidade. O
transplante de microbiota do leite de um tibere para outro demonstrou ser uma técnica que pode
alterar a microbiota do receptor, e com a possibilidade de utilizacdo no tratamento da mastite,

desde que seja realizado um aprimoramento nela.
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