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RESUMO 

 

A mastite tem sido considerada, mundialmente, a doença de maior impacto nos 

rebanhos leiteiros, devido à elevada prevalência e aos prejuízos econômicos que 

determina. As desordens decorrentes da mastite por agente etiológico de origem 

bacteriana são complexas, dependentes do microrganismo envolvido, e 

desencadeiam inúmeros processos de reconhecimento. As estruturas 

moleculares dos microrganismos são conhecidas como padrões moleculares 

associados aos patógenos (PAMPS) e os receptores nas células do hospedeiro 

como receptores de reconhecimento de padrões (PRR). O presente trabalho foi 

desenvolvido com o objetivo de identificar a presença de polimorfismos de 

nucleotídeo único no gene codificador do TLR4 em vacas leiteiras da raça 

holandesa em uma propriedade leiteira em Goiás, avaliando a relação dos alelos 

identificados, com a ocorrência de mastite subclínica e contagem celular 

somática. Foram coletadas 150 amostras de leite individual de vacas para 

identificação de microrganismos, contagem celular somática e composição 

centesimal, e 150 amostras de sangue para genotipagem em uma propriedade 

rural do Estado de Goiás. A discriminação alélica foi realizada por meio da técnica 

de PCR em tempo real, baseada em 4 SNPs de referência no gene codificador do 

TLR4 depositados no NCBI  (rs8193046, rs8193047, rs8193060 e rs29017188). 

Os resultados obtidos revelam maior frequência de microrganismos Gram 

negativos na propriedade de estudo (52,47%) e que, animais identificados com os 

genótipos AACCCC, GGTCGG e GACCGC são os mais indicados para seleção 

assistida por marcadores moleculares. 

 

Palavras-chave: Genotipagem, Qualidade do leite, TLR4, PAMPs. 
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ABSTRACT 
 

Mastitis has been considered, worldwide, the disease of greatest impact in dairy 

herds because of the high prevalence and the economic losses that determines. 

The disorders caused by mastitis causative agent of bacterial origin are complex, 

depending on the microrganism involved, and trigger numerous processes of 

recognition. The molecular structures of microrganisms are known as Pathogen- 

Associated Molecular Patterns (PAMPs) and the receptors on host cells as pattern 

recognition receptors (PRR). This study was developed with the aim of identifying 

the presence of single nucleotide polymorphisms in TLR4 in Holstein dairy cows 

on a dairy farm in Goiás, evaluating the relationship between identified alleles, 

occurrence of subclinical mastitis and somatic cell count. 150 milk samples from 

individual cows were collected for identification of microrganisms, somatic cell 

count and composition, and 150 blood samples for genotyping on a farm in the 

State of Goiás. The allelic discrimination was performed by Real-time PCR, based 

on four reference SNPs in TLR4 gene from NCBI (rs8193046, rs8193047, 

rs8193060 and rs29017188). The results showed higher frequency of Gram 

negative microrganisms (52.47%) and that animals with the genotypes AACCCC, 

GGTCGG GACCGC are best suited for marker-assisted selection. 

 

Key-words: Genotyping, Milk quality, TLR4, PAMPs. 

 



1. INTRODUÇÃO 

 

A produção de leite no Brasil tem refletido alteração do paradigma de 

propriedades rurais para empresas rurais, na última década. Certamente são os 

primeiros frutos da busca por investimento nos rebanhos; da participação enfática 

dos órgãos governamentais fiscalizadores; da interação entre produtores, 

cooperativas, agroindústrias, universidades e institutos de pesquisa e, não menos 

importante, dos preceitos da produção de alimentos de origem animal inócuos, 

capaz de atender aos anseios da população e exigências para comercialização. 

No ano de 2009, o Brasil ocupou o sexto lugar entre os países com 

maior produção de leite fluido, totalizando 28.795 mil litros, com uma expectativa 

de produção para o ano de 2010 de 30.235 mil litros (USDA, 2009). Em termos 

reais, isto significa aumento de aproximadamente 25% nos últimos cinco anos, 

demonstrando a evolução do sistema de produção de leite nacional.  

Em consonância com esta realidade, o estado de Goiás ocupou em 

2009 o terceiro lugar na produção nacional de leite cru refrigerado ou não, 

adquirido por estabelecimentos beneficiadores, com 2.415.025 mil litros, 

reforçando a evolução goiana frente à expectativa nacional (IBGE, 2009).  

Apesar deste cenário, é importante considerar que existem obstáculos 

para a excelência produtiva do leite, aos quais se enumeram o manejo 

inadequado dos animais, as doenças que acometem o rebanho comprometendo a 

produção em qualidade e quantidade, o manejo de ordenha inadequado, a 

nutrição e a genética.  

Quanto ao perfil sanitário dos animais, a inflamação da glândula 

mamária ou mastite pode ser considerada a doença de maior impacto produtivo e 

econômico aos rebanhos leiteiros em todo o mundo. Sua ocorrência relaciona-se 

a duas formas, clínica e subclínica, sendo a última a mais comum e apresentando 

correlação positiva com a contagem celular somática (CCS). Este tipo de células 

epiteliais e leucócitos constituem um dos parâmetros para determinação da 

sanidade da glândula mamária e, por consequência, da qualidade do leite cru. 

As mastites bovinas podem ser causadas por diversos fatores, como 

trauma mecânico ou agentes infecciosos. Em sua maioria, são de caráter 
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infeccioso, sendo as bactérias classificadas como agentes etiológicos mais 

comuns e frequentes desencadeando processos inflamatórios intensos, com 

respostas imunológicas específicas e inespecíficas.  

O sistema imunológico é dinâmico, proativo e reativo, o que significa 

dizer que sua ação consiste em manter as condições normais do organismo e 

também responder a situações ameaçadoras à homeostasia. As desordens 

decorrentes da mastite, por agente etiológico de origem bacteriana, são 

complexas, dependentes do microrganismo envolvido e desencadeiam inúmeros 

processos de reconhecimento.  

Quanto aos microrganismos, em sua superfície celular há estruturas 

moleculares denominadas padrões moleculares associados aos patógenos 

(PAMPs) e, nas células do hospedeiro, receptores de reconhecimento de padrões 

(PRR). Alguns desses são denominados Toll-like receptors (TLR) apresentando 

particularidades, como o TLR4, capaz de reconhecer o lipopolissacarídeo de 

Escherichia coli (endotoxina) e de outros microrganismos Gram negativos.  

Estudos genômicos sugerem que polimorfismos genéticos dos PRR 

podem ou não levar à expressão de proteínas diferentes em uma sequência de 

DNA e, consequentemente, o desenvolvimento ou não de mastite. O gene que 

codifica o TLR4 é polimórfico em bovinos e sua expressão está associada à 

seleção assistida por marcadores moleculares com a finalidade de verificar a 

resistência à mastite em gado leiteiro. Pelo exposto, o presente trabalho foi 

desenvolvido com o objetivo de identificar a presença de polimorfismos de 

nucleotídeo único no gene codificador do TLR4 em vacas leiteiras da raça 

holandesa em uma propriedade leiteira em Goiás, avaliando a relação dos alelos 

identificados, com a ocorrência de mastite subclínica e contagem celular 

somática. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

A melhoria da qualidade do leite é tema de relevância para o 

agronegócio brasileiro exercendo forte e estreita relação entre os segmentos, 

produtivo, beneficiamento e industrialização e, por consequência, as esferas de 

comercialização interna e externa. Assim sendo, há que considerar como ponto 

de partida a qualidade da matéria prima e de seus derivados, especialmente 

estes, como alimentos destinados a uma população heterogênea e 

reconhecidamente subordinada a questões atinentes à saúde pública.  

Sob o ponto de vista governamental e como parte do Programa 

Nacional para a Melhoria da Qualidade do Leite, no ano de 2002, o Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) publicou em 18 de setembro, a 

Instrução Normativa 51 (IN 51), regulamentando a produção, identidade, 

qualidade, coleta e transporte dos leites tipos A, B, Pasteurizado e Cru 

refrigerado. Esta IN determina que a partir de 01 de julho de 2008 até 01 de julho 

de 2011, os estabelecimentos localizados nas regiões Sul, Sudeste e Centro-

Oeste, devem apresentar uma contagem celular somática máxima de 7,5 x 105 

cs/mL no leite cru do tanque de refrigeração por expansão direta, comunitário, ou 

da propriedade rural (BRASIL, 2002).  

Deste modo, produtores e indústrias necessitam atentar para a 

sanidade da glândula mamária do rebanho para fortalecerem-se com o 

pagamento pela qualidade do leite e rendimento industrial, respectivamente. Por 

outro lado, os consumidores são os maiores beneficiados em função da melhoria 

da qualidade microbiológica e nutritiva do alimento colocado à sua disposição no 

mercado varejista. Não restam dúvidas que dentre os entraves à melhoria da 

qualidade do leite, os perigos microbiológicos e químicos e consequentemente a 

potencialização do risco, desempenham papel importante devido a presença de 

contaminantes indesejáveis à saúde do consumidor e o descumprimento dos 

requisitos fixados pela legislação nacional (BRASIL, 2002) e exigências 

internacionais quanto à segurança dos alimentos (FAO & WHO, 2009). 

Considerando esta matriz alimentar, estes perigos podem estar 

associados à inflamação da glândula mamária. ZHAO & LACASSE (2007) em sua 

revisão sobre as causas e controle de mastites bovinas, descreveram que tais 
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processos inflamatórios podem ser deflagrados por fatores como infecção por 

agentes bacterianos, traumas mecânicos ou agressão química.  

 

2.1 MASTITE 

 

A mastite tem sido considerada, mundialmente, a doença de maior 

impacto nos rebanhos leiteiros, devido à elevada prevalência e aos prejuízos 

econômicos que determina (HALASA et al., 2007).  

KOSSAIBATI & ESSLEMONT (2000) ressaltou a dificuldade de estimar 

as perdas associadas com mastite clínica, que surgem a partir dos custos de 

tratamento, descarte, morte e diminuição da produção de leite. Naquele ano, o 

autor estimou o custo médio de um caso de mastite clínica em £175 (cento e 

setenta e cinco libras esterlinas), o equivalente a aproximadamente R$ 470,00. 

Assumindo uma ocorrência média de 40 casos para cada 100 vacas por ano e um 

tamanho do rebanho de 2,4 milhões vacas leiteiras, no reino unido, a mastite 

clínica custa às indústrias de produtos lácteos um adicional de £ 168.000.000 

anualmente, o correspondente a R$ 451.920.000.  

BRADLEY (2002) salientou que é mais difícil ainda quantificar as 

perdas associadas à mastite subclínica, decorrentes do tratamento dos animais, 

diminuição da produção de leite, alterações nos seus constituintes e aumento do 

risco de descarte. PHILPOTT (1984) demonstrou uma relação linear inversa entre 

a contagem de células somáticas (CCS) acima 200.000 cs/mL e produtividade, 

evidenciando que há uma redução de 2,5% no rendimento para cada aumento de 

100.000 cs/mL. 

Em paralelo a mastite exerce um efeito extremamente negativo sobre a 

produtividade da indústria de laticínios devido ao comprometimento da qualidade 

do leite (SCHUKKEN et al., 1992; HARDING, 1995; BRAMLEY et al., 1996) e seu 

rendimento industrial. Caracteriza-se por determinar queda na produção e 

alterações na composição do leite, sendo que mais de 140 tipos de 

microrganismos podem causá-la, entre os quais, as bactérias, micoplasmas, 

leveduras, algas, fungos e, em raras ocasiões, vírus (PHILPOT & NICKERSON, 

2002). Segundo estes autores, a mastite é o resultado de diferentes fatores, que 

incluem: resistência natural de cada indivíduo; higiene do ambiente condicionando 
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a concentração de microrganismos aos quais os animais estão expostos; o 

estresse ao qual a vaca está submetida; as diferentes cepas e espécies de 

microrganismos com suas diferentes virulências; as estratégias de manejo, 

incluindo alimentação e funcionamento do equipamento de ordenha; 

procedimentos de ordenha com ênfase na questão da higiene e conscientização 

dos funcionários. 

AMARAL (1999) relacionou outros fatores, que independem da atuação 

do homem e interferem no aparecimento da mastite bovina. Dentre os 

relacionados ao ambiente, citou o clima (temperatura, chuvas e o binômio 

temperatura versus umidade), os aspectos socioeconômicos do ambiente, 

necessidade de produção e pagamento do leite pela CCS e, finalmente, o manejo 

inadequado de pastagens levando a lesões nos tetos dos animais. Com relação 

aos fatores ligados ao hospedeiro, citou a idade do animal, conformação do 

úbere, tamanho e diâmetro do teto, formato do teto, facilidade de ordenha, raça, 

alimentação e higidez. Já em relação aos agentes etiológicos, mencionou a 

infectividade, patogenicidade, viabilidade e poder imunogênico. 

Epidemiologicamente, a mastite bovina divide-se em contagiosa e 

ambiental. Os patógenos causadores da mastite contagiosa se disseminam de 

quartos infectados para quartos não infectados, sendo o leite de quartos 

infectados a principal fonte de microrganismos. SANTOS & FONSECA (2007) 

classificaram as bactérias causadoras de mastite contagiosa em dois grandes 

grupos: patógenos principais e patógenos secundários. Dentre os patógenos 

principais destacam-se, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma bovis e 

Staphylococcus aureus, sendo este, um microrganismo Gram positivo, geralmente 

encontrado colonizando o canal do teto, o interior da glândula mamária ou a pele 

do teto, especialmente quando essa se encontra lesada. Entre os secundários, o 

Corynebacterium bovis pode ser apontado. 

A mastite ambiental caracteriza-se por alta incidência de casos clínicos, 

geralmente de curta duração, com manifestação aguda e maior concentração nos 

momentos do pré e pós-parto imediato. Os patógenos encontram-se no ambiente 

e contaminam o úbere no intervalo entre ordenhas, quando os tetos ficam 

expostos à lama, fezes e sujidades das camas (HOE & SORIANO, 2006). Existem 

dois grandes grupos de bactérias causadoras de mastite ambiental que possuem 
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características próprias: coliformes e estreptococos ambientais (SANTOS & 

FONSECA, 2007). O grupo dos coliformes é formado por bactérias Gram 

negativas que incluem: Escherichia coli, Klebsiella sp. e Enterobacter sp. O grupo 

dos estreptococos é formado principalmente por Streptococcus uberis e 

Streptococcus dysgalactiae. MARGATHO et al. (1998), descreveram que os 

microrganismos mais frequentes para este tipo de mastite são as bactérias Gram 

negativas como Escherichia coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp., Pseudomonas 

sp. e Proteus sp. Segundo SANTOS & FONSECA (2007) em decorrência da 

disseminação destes microrganismos por todo o ambiente, seria impossível 

erradicar a mastite ambiental, ao contrário da contagiosa, passível de 

erradicação.  

A ocorrência de mastite pode afetar a qualidade microbiológica dos 

atributos desejáveis para a matéria prima, elevando a contagem padrão em 

placas de microrganismos (GERMANO & GERMANO, 1995). Ainda, algumas 

bactérias causadoras de mastite tais como Staphylococcus aureus e Escherichia 

coli, podem produzir toxinas termoresistentes, o que representa um perigo à 

saúde humana (BRAMLEY et al., 1996), seja tanto pelo perigo microbiológico 

quanto perigo químico. 

De acordo com a manifestação da infecção, as mastites ainda são 

classificadas como clínica ou subclínica, sendo a última, a forma mais prevalente 

e causadora da maioria das perdas econômicas, que podem variar de 5 a 25% da 

produção leiteira (OVIEDO-BOYSO et al., 2007). 

ANDRADE et al (1998) determinaram a prevalência e etiologia da 

mastite subclínica no Estado de Goiás. Neste estudo, os autores observaram uma 

prevalência de 19 a 90% de mastite subclínica nas propriedades estudadas, 

sendo que os microrganismos mais frequentes foram Staphylococcus sp. (41,8%), 

Corynebacterium spp. (14,9%), Streptococcus spp. (13,3%) e Enterobacter, 

Klebsiella e E. coli (10,1%). 
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2.2 MECANISMOS DE DEFESA INATOS OU INESPECÍFICOS DA GLÂNDULA 

MAMÁRIA  

 

O tecido da glândula mamária é protegido por dois mecanismos de 

defesa do sistema imune: a imunidade inata ou inespecífica, relacionada ao tema 

de estudo do presente trabalho, e a adquirida ou específica. Os sistemas imunes, 

inato e adquirido, interagem em uma tentativa de fornecer proteção contra 

microrganismos causadores de mastite (BURVENICH et al., 2003; RIVAS et al., 

2002) 

A resposta imune inata é caracterizada pela rápida ativação dos 

mecanismos de defesa antimicrobianos do hospedeiro que são capazes de 

responder a uma ampla variedade de patógenos (SUFFREDINI et al., 1999). 

Predomina nos estágios iniciais da infecção e é constituída pela barreira física do 

esfíncter do teto, macrófagos, neutrófilos, células NK (natural killer) e fatores 

solúveis inespecíficos (SANTOS & FONSECA, 2007).  

 

2.2.1 Mecanismos anatômicos de resistência 

 

A mastite ocorre quando microrganismos ganham o interior da glândula 

mamária por meio do canal do teto. Por esta razão, o esfíncter é considerado a 

primeira linha de defesa contra agentes invasores. O mesmo contém músculos 

que mantém o canal fechado entre as ordenhas. Seu interior possui uma camada 

de queratina, que atua como barreira física na oclusão do orifício dificultando a 

interiorização de microrganismos (Figura 1). O aumento da elasticidade destes 

músculos e a remoção da camada de queratina estão diretamente relacionados 

ao aumento dos casos de mastite (SORDILLO et al., 1997). 
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FIGURA 1 – Fatores anatômicos da glândula mamária 
que atuam como barreiras físicas na 
defesa à mastite 

Fonte: OVIEDO-BOYSO et al. (2007), adaptado 
 

A queratina encontrada no canal do teto contém agentes 

bacteriostáticos como ácidos graxos esterificados e não esterificados (ácido 

mirístico, ácido palmitoléico, e ácido linoléico) e agentes bactericidas, como as 

proteínas catiônicas. Estas podem ligar eletrostaticamente aos microrganismos 

invasores, alterando sua parede celular e tornando-os mais suscetíveis à pressão 

osmótica. Este mecanismo pode levar à incapacidade de agentes invasores em 

manter a osmolaridade causando lise da parede celular bacteriana e, 

consequentemente, morte celular. Estas estruturas primárias permitem a captura 

de agentes invasores, impedindo a sua migração para o interior da cisterna da 

glândula (OVIEDO-BOYSO et al., 2007).  

Um dos principais fatores que afetam a ocorrência de mastite é a 

exposição da extremidade do teto a agentes patogênicos. A máquina de ordenha 

em funcionamento inadequado pode causar lesões na extremidade do teto, as 

quais podem ser colonizadas por bactérias patogênicas e resultar em novas 

infecções. Sendo assim, o funcionamento do equipamento de ordenha 

desempenha um papel decisivo, pois é o único elemento com ação direta sobre a 

extremidade do teto, por meio do nível de vácuo, da taxa de pulsação e do tempo 

de ordenha (SANTOS & FONSECA, 2007). 
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2.2.2 Substâncias antimicrobianas solúveis no leite 

 

Tanto os fatores solúveis no leite ligados à resposta imune específica 

quanto inata, representam uma importante linha de defesa da glândula mamária 

que pode obter respostas eficazes quanto à invasão de agentes patogênicos. 

 

Lactoferrina 

 

A lactoferrina é uma proteína da classe da transferrina secretada 

principalmente por leucócitos polimorfonucleares e células epiteliais da glândula 

mamária, com capacidade de transportar e se ligar a íons ferro não-heme. Está 

presente em uma ampla variedade de fluidos biológicos, como na saliva, bile, 

secreções mucosas e no leite de mamíferos (PAWLIK et al., 2009, LEGRAND et 

al., 2008). No leite humano, está presente em concentração que varia de 1 a 5 mg 

de lactoferrina / mL, enquanto que no leite bovino, sua concentração atinge no 

máximo 0,1 mg/mL (TENG, 2002; MOLENAAR et al., 1996). 

Há um grande número de funções biológicas associadas à lactoferrina. 

Entre elas, uma atenção especial está voltada para suas atividades antibacteriana 

e antiviral, e suas propriedades anticancerígenas e imunomodulatórias 

(GONZALEZ-CHAVEZ et al., 2009). 

A multifuncionalidade da lactoferrina está relacionada com a sua 

capacidade de interagir com diversos alvos. Possui atividade quelante de ferro, 

sendo que sequestra o íon livre, controlando o crescimento de bactérias 

patogênicas, e limitando a produção de espécies de oxigênio reativo que 

poderiam danificar componentes celulares (PAESANO et al. 2009; LEGRAND et 

al. 2006;). Além disso, vários estudos revelaram que alguns dos efeitos 

fisiológicos da lactoferrina são mediados por sua interação com estruturas 

celulares de agentes infecciosos como o lipopolissacarídeo (ELASS-ROCHARD 

et al. 1995), peptideoglicanos (LEGRAND et al., 1997) e receptores celulares 

específicos (SUZUKI et al. 2005). 
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Sistema Complemento 

 

O sistema complemento de bovinos está presente no soro e no leite, e 

tem um papel importante nos mecanismos de defesa da glândula mamária contra 

agentes causadores de mastite. As proteínas do complemento são 

predominantemente produzidas por hepatócitos, embora também sejam 

produzidas por alguns monócitos e macrófagos em tecidos diferentes. São 

necessárias para o recrutamento dos neutrófilos à glândula mamária e atuam 

diretamente na opsonização e eliminação de microrganismos invasores (OVIEDO-

BOYSO et al., 2007). 

O sistema complemento é fundamental para a imunidade inata, pois 

está intimamente envolvido no processo de inflamação. O revestimento de 

microrganismos invasores por partículas com fragmentos dos componentes C3 e 

C4 os torna propensos à ingestão pelas células fagocíticas que possuem 

receptores para essas opsoninas. A regulação da resposta inflamatória pelos 

componentes C3a e C5a induz a liberação de histamina dos mastócitos e 

basófilos, a vasodilatação, o aumento da permeabilidade vascular e o 

recrutamento de fagócitos para locais de inflamação (DAMEREAU, 1987). 

 

Lisozima 

 

A lisozima, também chamada muramidase, é uma enzima lisossômica 

presente no leite de diversas espécies, que lisa certas bactérias por hidrólise das 

ligações glicosídicas β 1-4, entre resíduos do ácido N-acetilmurâmico e N-Acetil-

D-glucosamina de mucopolissacarídeos presentes na parede de células 

bacterianas (FOX & KELLY, 2006). No leite de bovinos, possui uma estrutura 

ligeiramente maior que em outras espécies, com 154 aminoácidos e um peso 

molecular de aproximadamente 18.000 (EITENMILLER et al., 1976). Por estar 

presente em pequenas concentrações no leite de ruminantes, acredita-se que 

ofereça pouca proteção à glândula mamária (SANTOS & FONSECA, 2007). 
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Sistema lactoperoxidase 

 

A lactoperoxidase (LPO) é a enzima mais abundante que está 

naturalmente presente no leite, e representa aproximadamente 1% das proteínas 

do soro (REITER, 1985). Possui a característica de oxidar moléculas na presença 

de H2O2 gerando compostos antimicrobianos. Seus efeitos antimicrobianos 

também exigem a presença de tiocianato (SCN-), ou um halogênio como segundo 

substrato para formar o sistema lactoperoxidase (Figura 2). O iodeto é o íon 

halogênio mais potencialmente oxidável de todos, enquanto os cloretos exigem 

um oxidante mais poderoso (DE WIT & VAN HOOYDONK, 1996). No sistema 

lactoperoxidase, a enzima catalisa a oxidação do SCN- para formar hipotiocianato 

(OSCN-) e ácido hipotiociânico (HOSCN). Estes compostos reagem com grupos 

sulfidrílicos de agentes microbianos para inibir várias funções celulares (SHIN & 

LO¨NNERDAL, 2001). 

A concentração de LPO necessária para ativar o sistema é de apenas 

1-2 mg /L, muito menos do que os níveis normalmente presentes no leite bovino 

(cerca de 30 mg / L). Como a atividade do sistema lactoperoxidase não depende 

da presença da enzima, o efeito antimicrobiano depende então, das 

concentrações de SCN-, que têm origem da dieta, e H2O2, que tem origem no 

metabolismo celular e ocorrem naturalmente em níveis sub-ótimos (SANTOS & 

FONSECA, 2007; REITER & HARNULV, 1984). 

 

 

FIGURA 2 – Reação de oxidação de tiocianato 
catalisada pela enzima LPO 

Fonte: DE WIT & VAN HOOYDONK, 1996 
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2.2.3 Fatores celulares de defesa da glândula mamária 

 

Quando microrganismos invasores penetram o esfíncter do teto e 

ganham o canal, a segunda linha de defesa do sistema imune consiste em células 

de defesa como neutrófilos, macrófagos e linfócitos. Estas regulam tanto a 

resposta imune inata quanto adquirida (SORDILLO & STREICHER, 2002).  

Macrófagos presentes no tecido epitelial ou no leite iniciam a resposta 

inflamatória reconhecendo os patógenos invasores, secretando citocinas pró-

inflamatórias imunomoduladoras como TNF-α (Fator de Necrose Tumoral α) e 

IL1-β (Interleucina 1 β) que induzem o recrutamento de neutrófilos para o interior 

da glândula mamária, e estimulando a produção de prostaglandinas e 

leucotrienos, que aumentam a reação inflamatória local (Figura 3) (BOULANGER 

& BUREAU, 2003; STEIN et al., 2003; ZHANG & ISSEKUTZ, 2002). 

 

 

FIGURA 3 – Representação da segunda linha de defesa da glândula 
mamária 

Fonte: OVIEDO-BOYSO et al. (2007), adaptado 
 

A atividade das células do sistema imune na fisiopatologia da mastite 

bovina é regulada por citocinas pró-inflamatórias (Quadro 1) que aumentam a 

capacidade bactericida de macrófagos e neutrófilos, promovem o recrutamento de 

neutrófilos para o sítio de infecção, induzem a maturação das células dendríticas 

e controlam a resposta imune adquirida (Figura 4). As células endoteliais dos 

vasos sanguíneos adjacentes a alvéolos expressam moléculas de adesão em 

resposta a citocinas pró-inflamatórias, o que, por sua vez, facilita o recrutamento 
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de neutrófilos da corrente sanguínea para o local da infecção, a fim de eliminar as 

bactérias invasoras (ALLUWAIMI & CULLOR, 2002). 

 

QUADRO 1 – Citocinas e fatores solúveis no leite que atuam na resposta imune 

inata da glândula mamária  

Fator  Função biológica 

IL-1β Recrutamento de neutrófilos ao interior da glândula mamária 

IL-2 Induz diferenciação de linfócitos B, ativa células NK e linfócitos 

CD8
+
 

IL-6 Regula a fase aguda de síntese proteica e favorece o fluxo de 

monócitos para o interior da glândula mamária 

IL-8 Quimiocina importante no recrutamento de neutrófilos para o 

interior da glândula mamária 

IL-12 Regula a diferenciação de linfócitos T 

IFN-γ Ativa linfócitos T, induz a produção de IL-12 e auxilia a ativação 

de neutrófilos 

TNF-α Induz a expressão de moléculas de adesina às células endoteliais 

Sistema complemento Bacteriolítico / Facilita fagocitose 

Lisozima Cliva ligações de carbono e lisa a parede celular de bactérias 

Lactoferrina Sequestra o ferro para impedir a absorção de microrganismos 

invasores, cliva a parede celular bacteriana e regula a atividade 

dos leucócitos na glândula mamária. 

Fonte: OVIEDO-BOYSO et al (2007); SORDILLO & STREICHER (2002) 

 

 

FIGURA 4 – Fatores solúveis associados à resposta imune 
em resposta à mastite 

Fonte: OVIEDO-BOYSO et al. (2007), adaptado 
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Citocinas pró-inflamatória, quimiocinas secretadas por macrófagos e 

células epiteliais, por sua vez, ativam a expressão de moléculas de adesão celular 

(E-selectina), adesão intercelular (ICAM-1) e vascular (VCAM-1) por células 

endoteliais. Estas moléculas facilitam a ligação de neutrófilos ao endotélio 

vascular e estimulam sua migração através da matriz epitelial e subepitelial 

levando-os ao local de infecção e para o leite. No entanto, para o recrutamento de 

neutrófilos, é essencial a participação de moléculas quimioatrativas como 

componentes do sistema complemento (C3a e C5a), citocinas (IL-8, IL-12) e até 

mesmo LPS (lipopolissacarídeos) (STRINDHALL et al., 2005). O aumento da CCS 

(> 2 x 105 células / ml de leite) observado durante a mastite tem a sua origem 

nesta migração transendotelial e demonstra a importância das células endoteliais 

na fisiopatologia da mastite (OVIEDO-BOYSO et al., 2007). 

Os neutrófilos recrutados para o local de infecção por bactérias 

realizam fagocitose, produzem espécies reativas de oxigênio, peptídeos 

antibacterianos de baixo peso molecular e defensinas, que eliminam grande parte 

dos patógenos causadores de mastite (PAAPE et al., 2003). Se o microrganismo 

invasor sobreviver, a infiltração de neutrófilos é substituída após um curto período 

com linfócitos T, B e monócitos. No entanto, os neutrófilos continuam sendo as 

células mais abundantes encontradas em mastites crônicas (RAINARD & 

RIOLLET, 2003). 

 

2.3 TOLL-LIKE RECEPTOR 4 E O RECONHECIMENTO DE BACTÉRIAS GRAM 

NEGATIVAS 

 

O reconhecimento dos patógenos e o inicio da resposta imune inata 

induzida depende do reconhecimento dos microrganismos pelas células do 

hospedeiro. Tanto os macrófagos quanto as células epiteliais apresentam 

receptores que distinguem grupos de microrganismos através de receptores para 

estruturas moleculares conservadas evolutivamente. As estruturas moleculares 

dos microrganismos são conhecidas como padrões moleculares associados aos 

patógenos (PAMPS) e os receptores nas células do hospedeiro são os receptores 

de reconhecimento de padrões (PRR). Este grupo de moléculas é necessário 
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para a sobrevivência e classificação de determinada espécie, por exemplo: 

lipopolissacarídeo (LPS), bactérias Gram negativas; e ácido lipoteicóico (LTA), 

bactérias Gram positivas. Os PRRs induzem a transcrição e secreção de citocinas 

e quimiocinas que realizam o primeiro recrutamento de neutrófilos e monócitos do 

sangue para o sítio de infecção, na segunda linha de defesa do sistema imune. 

(SHARMA et al., 2006; BANNERMAN et al.,2004; HAN et al.,2003). 

Alguns desses receptores de reconhecimento, os Toll-like receptors 

(TLR), foram descritos pela primeira vez em 1988 em Drosophila melanogaster, e 

formam junto aos receptores de Interleucina-1 uma superfamília de receptores 

evolutivamente conservados, conhecida como “superfamília receptor de 

interleucina-1”. Estes reconhecem uma grande variedade de PAMPs e, portanto, 

desempenham um papel central no início da resposta inflamatória e subsequente 

resposta imune adaptativa a patógenos (JANN, et al., 2009; SABROE et al., 2003; 

TAKEDA et al, 2003).  

Um ano após o descobrimento dos TLR, uma proteína homóloga foi 

identificada em mamíferos (MEDZHITOV et al., 1997). Atualmente, pelo menos 13 

membros da família TLR já foram identificados em mamíferos, e genes que 

codificam dez destes receptores foram recentemente mapeados para o genoma 

bovino (MCGUIRE et al., 2006). 

A porção citoplasmática dos TLR mostra alta similaridade ao da família 

de receptores interleucina 1 (IL-1), e é denominada receptor de domínio TIR 

(Toll/IL-1 Receptor). Apesar da semelhança citoplasmática, as porções 

extracelulares de ambos os receptores são estruturalmente independentes. Os 

receptores de IL-1 possuem um domínio Ig-like, enquanto os TLR possuem 

sequências ricas em leucina (LRR), particular de cada TLR (TAKEDA & AKIRA, 

2004). 

Cada membro da família de TLR é capaz de reconhecer um conjunto 

de PAMPs. Como exemplo, o TLR4 (Toll-like receptor 4) é capaz de reconhecer o 

lipopolissacarídeo  de Escherichia coli (endotoxina) e outros microrganismos 

Gram negativos, PAMPs associados ao Mycobacterium tuberculosis, Aspergillus 

fumigatus, Cryptococcus neoformans e Candida albicans e componentes 

associados ao estresse celular, como proteínas de choque térmico (Hsp60), 
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fibrinogênio, fibronectina, e oligossacarídeos do ácido hialurónico (LIEN & 

INGALLS, 2002; NETEA et al., 2002). 

A ativação do TLR4 pelo LPS é dependente de duas glicoproteínas, a 

primeira, de 160 aminoácidos se liga tanto ao domínio extracelular do TLR4 

quanto ao LPS, e é denominada MD-2. A segunda, a CD14, serve como um 

receptor de alta afinidade por LPS, e após uma transferência catalítica de 

monômeros de LPS por uma proteína ligadora de LPS (LPS-binding protein -LBP) 

o complexo CD14/LPS interage com complexos TLR4/MD-2 na superfície de 

células para iniciar a oligomerização do receptor e a sinalização (ALEXANDER & 

RIETSCHEL, 2001) 

Após o reconhecimento de estruturas capazes de estimular os TLR, a 

sinalização e ativação de NF-κB (Fator nuclear κB) pode ocorrer por duas vias 

diferentes (Figura 5): 1 – via dependente do Fator 88 de Diferenciação Mielóide 

(MyD88) e 2 – via independente do MyD88. Tanto o TLR-4 quanto TLR-2 podem 

ser ativados pelas duas vias sinalizadoras.  Descoberto em 1986, o NF-κB é um 

fator nuclear (NF) que, uma vez ativado por agentes como lipopolissacarídeos, 

pode modular a expressão de vários genes envolvidos em processos celulares e 

fisiológicos como recrutamento e migração de células de defesa para locais de 

infecção (O’SUILLEABHAIN, et al., 2001). 

Na via dependente do MyD88, uma mudança conformacional na estrutura dos 

TLR permite o recrutamento de moléculas adaptadoras como o MyD88, TIRAP 

(Proteína adaptadora contendo domínio TIR), TRAM (Molécula adaptadora 

relacionada ao TRIF) e SARM (Proteína contendo SAM e ARM) (O’NEIL & 

BOWIE, 2007). Este recrutamento de moléculas adaptadoras, é iniciado com a 

associação do MyD88 com IRAK-4 (Quinase associada ao receptor de 

interleucina-4). Isto favorece a fosforilação de IRAK-1 (Quinase associada ao 

receptor de interleucina-4), que permite a ligação de TRAF6 (Fator de necrose 

tumoral associado ao fator 6) ao complexo. Este complexo formado, fosforila 

TAK1(Quinase ativada por TGF-β) que expõe um domínio de ligação para TAB1 

(Proteína 1 ligadora da quinase ativada por TGF-β) que se associa a TAB2 

(Proteína 2 ligadora da Quinase ativada por TGF-β) formando um complexo. Após 

a formação deste complexo, TAK1 fosforila IKK (Quinase kappa B) que se 

dissocia do NF-κB, permitindo que esta molécula migre para o núcleo celular e 
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atue como fator de transcrição para citocinas e quimiocinas. Simultaneamente, 

TAK1 ativa dois membros da família MAP quinases que ativam outras famílias de 

quinases, tais como a JNK (Quinase c-jun n-terminal) e p38, induzindo a produção 

de citocinas inflamatórias (Figura 5) (TAKEDA & AKIRA, 2004). 

A via de sinalização independente do MyD88 é dependente da 

molécula TRIF (Domínio TIR contendo adaptador do indutor de interferon-β), que 

possui em sua estrutura regiões de interação com as moléculas TBK1 (Quinase 

ligadora de TANK 1), TRAF 6 e RIP 1 (Proteína quinase de interação com o 

receptor 1). Esta interação, faz com que TRAF6 ative NF-κB, além de promover a 

fosforilação de IRF3 (Fator de regulação 3 de interferon) levando à produção de 

interferon do tipo I (O’NEIL & BOWIE, 2007). 

 

 

FIGURA 5 – Mecanismo de sinalização do TLR4 em 
função do reconhecimento de LPS 

Fonte: BORTOLATTO, 2008 
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Polimorfismos em genes codificadores de receptores associados ao 

sistema imunológico inato contribuem alterando a resistência ou suscetibilidade a 

mastite em bovinos leiteiros. Uma vez que o TLR4 está envolvido no 

reconhecimento de PAMPs, mutações no gene codificador do TLR4 podem 

comprometer a resposta imune do hospedeiro a certos microrganismos invasores. 

Considerando que o gene codificador do TLR4 é altamente polimórfico em 

espécies bovinas e sua expressão gênica está associada à infecção 

intramamária, este gene pode ser um candidato potencial para uso em seleção 

assistida por marcadores moleculares para aumentar a resistência à mastite em 

gado leiteiro (SHARMA et al., 2006; WHITE et al., 2003). 

No entanto, a estrutura do gene TLR4 bovino é muito complexa. O 

gene TLR4 é composto por 11013 bases, sendo que, no sentido 5’-3’ estão: Exon 

1 – composto por uma região 5’UTR (Região 5’ não traduzida - bases 1 a 470) e 

Exon 1 (sequência codificadora - bases 471 a 563); Exon 2 (sequência 

codificadora - bases 5112 a 5278); Exon 3 (sequência codificadora - bases 8028 a 

10293) e 3’UTR (bases 10294 a 11013) (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6 – Representação esquemática do gene TLR4 

 

O gene TLR4 codifica uma proteína madura com 841 aminoácidos. Os 

domínios de proteínas incluem (5 'para 3'): sequência de sinal (resíduo 1-23), 

suposto co-receptor de ligação 1 (24-273), suposta região de ligação (274-368), 

suposto co-receptor de ligação 2 (369-632), região transmembrânica (633-653), 

região proximal citoplasmática (654-672), receptor TIR de domínio (673-819) e 

região citoplasmática distal (820-841) (WHITE et al., 2003). Entre essas regiões, o 

suposto co-receptor de ligação 1 tem sido associado ao reconhecimento de 

patógenos, conforme as descrições de WANG et al.( 2007). 

1          470 471          563             5112           5278           8028           10294            11013 

EXON 1 EXON 2 EXON 3 

3’ UTR 5’ UTR Exon 1 Exon 2 Exon 3 

ÍNTRON 1 ÍNTRON 2 
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A capacidade de identificar vacas que estão suscetíveis à mastite, em 

maior ou menor grau, tem sido o objetivo de vários estudos em genética de 

populações. A identificação de um ou mais marcadores genéticos associados com 

suscetibilidade à mastite, resistência, ou ambos, permite aos produtores diminuir 

custos associados à mastite pela melhoria da sanidade do rebanho e, 

consequentemente, aumento dos lucros pela melhoria da qualidade do leite. 

Devido ao fato de a mastite e outras doenças infecciosas serem complexas, e a 

resposta imune às mesmas estar associada a vários genes, é provável que vários 

marcadores genéticos sejam futuramente utilizados em conjunto para realizar 

seleção assistida por marcadores genéticos. Sendo assim, genes associados com 

a resposta imune da glândula mamária são considerados potenciais marcadores 

genéticos devido à sua importância em resposta à mastite (YOUNGERMAN et al., 

2004). 

2.4 SISTEMA TAQMAN DE DISCRIMINAÇÃO ALÉLICA POR PCR EM TEMPO 

REAL 

 

A possibilidade de monitorar a PCR, a cada momento, revolucionou os 

processos de quantificação de fragmentos de DNA e RNA. Com isso, nos últimos 

anos, a PCR em Tempo Real tem sido utilizada em larga escala no campo do 

diagnóstico molecular, pois supera as limitações do tempo relacionadas aos 

métodos tradicionais de cultura de microrganismos (NICLAS et al., 2008). 

O desenvolvimento da PCR em Tempo Real resultou da 

complementação da técnica de PCR criada por MULLIS (1986) com a descoberta 

de fluoróforos, e utilização de tecnologia óptica em associação à informática. Em 

uma PCR tradicional, o produto da reação, ou seja, o fragmento alvo é detectado 

após o término da reação (end-point) por eletroforese em gel, coloração deste 

produto com um ligante de DNA e obtenção de imagem. A tecnologia de PCR em 

Tempo Real prevê a detecção do produto de amplificação à medida que vai sendo 

formado, ao contrário do método original, acrescentando além dos iniciadores 

utilizados na PCR tradicional, um terceiro oligonucleotídeo (sonda TaqMan®), com 

sua extremidade 5’ ligada a um fluoróforo e sua extremidade 3’ a uma molécula 

quencher, capaz de, por um fenômeno físico denominado FRET (Transferência de 
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energia de ressonância por fluorescência), absorver a fluorescência emitida pelo 

fluoróforo. 

Este fenômeno é uma interação baseada na distância (10-100 Å) entre 

os estados eletrônicos excitados das duas moléculas de corante em que a 

excitação é transferida de uma molécula doadora para uma molécula receptora, 

sem emissão de fótons. Devido à propriedade 5’-3’ exonucleásica da enzima Taq 

DNA polimerase na reação de PCR, ocorre, durante a fase de extensão dos 

iniciadores, a separação do fluoróforo com o quencher, o que abole o FRET. 

Neste caso, a fluorescência é captada pelo sistema óptico do aparelho de PCR 

em Tempo Real (FIGURA 7). À medida que os ciclos da reação de PCR vão se 

sucedendo, aumenta o número de fluoróforos livres do fenômeno FRET e 

consequentemente a fluorescência gerada (DUARTE, 2006). 

 

 

FIGURA 7 – Esquema de representação da PCR em Tempo Real com sonda 
TaqMan® 

Fonte: ALVES & NOVAIS, 2004 
 

Atualmente, os métodos mais utilizados de hibridização de 

oligonucleotídeos para alelos específicos são capazes de diferenciar alelos em 

um mesmo locus em tempo real utilizando detecção por fluorescência. Os 

sistemas de sondas TaqMan (Applied Biosystems®) e Molecular Beacons, os 
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quais foram inicialmente desenvolvidos para PCR quantitativo, também podem 

ser aplicados para genotipagem de SNPs (Polimorfismos de nucleotídeo único). 

Duas sondas são utilizadas em um sistema bi-alélico, ou seja, cada sonda é 

específica a uma variante alélica e marcada com um fluoróforo repórter diferente. 

A sonda, consiste de um oligonucleotídeo complementar à sequência de 

interesse, localizada diretamente sobre o SNP, marcada na extremidade 5’ com o 

fluoróforo repórter e na 3’ com o quencher (Figura 8) (SYVÄNEN, 2001). 

 

 

FIGURA 8 – Mecanismo de discriminação alélica 
utilizando sondas TaqMan® 

Fonte: CAETANO, 2009 
 

Quando a sonda está intacta, a proximidade da molécula quencher 

com o repórter reduz o sinal de fluorescência emitida. Esse arranjo garante que a 

extremidade 3’ da sonda permaneça bloqueada e não atue como um primer. O 

primer forward é amplificado e a sonda é clivada pela atividade 5’-3’ 

exonucleásica da enzima taq DNA polimerase.  
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2.5 POLIMORFISMOS DE NUCLEOTÍDEO ÚNICO  

 

A comparação das sequências de DNA genômico de indivíduos 

diferentes pode apresentar algumas posições em que pode ocorrer mais do que 

uma base. Estas variabilidades são denominadas SNPs (Single Nucleotide 

Polymorphisms), ou polimorfismos de nucleotídeo único. Os SNPs são 

abundantes no genoma e é estimado que ocorra um a cada 1000 bases. Além 

disso, é provável que SNPs em regiões reguladoras de genes possam influenciar 

na ocorrência de doenças (SACHIDANANDAM et al., 2001; VENTER et al., 2001). 

O método padrão para a detecção de polimorfismos é por PCR-RFLP, 

onde são utilizadas enzimas de restrição que reconhecem uma sequência de 

bases específica na dupla-hélice de DNA e clivam ambas as fitas em sítios 

determinados. Há, no entanto, algumas desvantagens com esta abordagem como 

a necessidade de dedicar tempo e trabalho intensivo. A utilização de ensaios de 

genotipagem de SNPs utilizando o sistema TaqMan® de discriminação alélica por 

PCR em tempo real (Applied Biosystems) inovou as análises laboratoriais, sendo 

confiável para detectar uma mutação de mudança de base única. É considerada 

apropriada por seu baixo custo, praticidade e precisão para a realização de 

análises de associação (MCGUIGAN & RALSTON, 2002). 

Assumindo que aproximadamente 40% dos casos clínicos de mastite 

que ocorrem anualmente são causados por bactérias Gram negativas e que as 

mastites são responsáveis por prejuízos consideráveis, culminando em menor 

qualidade do leite cru e menor rendimento industrial, o emprego de técnicas 

moleculares de discriminação alélica favorecem análises previstas para o leite cru 

permitindo aplicação de marcadores moleculares para seleção de rebanho e para 

produção de leite de melhor qualidade, em concordância às exigências do 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento. 
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3. OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo geral 

 

 Verificar a presença de polimorfismos de nucleotídeo único no gene 

codificador do TLR4 em vacas da raça holandesa, em uma propriedade de Goiás, 

bem como a relação entre os genótipos identificados e a contagem celular 

somática. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Identificar e quantificar o DNA de Staphylococcus aureus, Enterococcus 

sp., Corynebacterium bovis, Escherichia coli, Streptococcus dysgalactiae, 

Staphylococcus sp., Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, 

Arcanobacterium pyogenes, Peptoniphilus indolicus, Klebsiella sp. e Serratia 

marcescens em amostras de leite cru individual de vacas; 

 Realizar a contagem celular somática em amostras de leite cru individual 

de vacas, com vistas à sanidade da glândula mamária e consequente qualidade 

do leite; 

 Verificar a presença de polimorfismo de nucleotídeo único no gene 

codificador do TLR4 em amostras de sangue de vacas leiteiras; 

 Avaliar a relação entre os genótipos identificados e a CCS individual de 

vacas leiteiras; 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Caracterização da propriedade e do mês de colheita das amostras 

 

Na seleção da propriedade rural foram adotados os seguintes critérios: 

a) produção de leite utilizando animais puros da raça holandesa; b) possuir 

sistema de controle de dados zootécnicos dos animais (data de parto, ordem de 

parto e dias de lactação) e c) possuir histórico de análises para CCS do leite 

individual de vacas. 

A propriedade rural selecionada localiza-se na zona rural de Anápolis-

Go, possui sistema de criação intensivo do tipo “Free-stall” e sala de ordenha com 

sistema de contenção em espinha de peixe duplo-5. Atualmente, são realizadas 

duas ordenhas diárias com intervalo fixo de 12 horas, sendo a primeira realizada 

às 4 horas e a segunda às 16 horas. 

O mês de abril foi selecionado para colheita de amostras, devido a 

algumas características peculiares que proporcionam um grande desafio aos 

animais, tais como, o acúmulo máximo de água no solo, aproximadamente 100 

mm (Figura 9), perda da produção leiteira de aproximadamente 3% em função do 

clima, temperatura média mensal variando de 15 a 31ºC e umidade relativa do ar 

variando de 60 a 70% (Figura 10 – A, B, C, D) (INMET, 2010).  

 

 

FIGURA 9 – Balanço hidroclimático médio anual 

FONTE: INMET, 2010 
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FIGURA 10 – Condições climáticas do mês de abril. A) Porcentagem de perda da 
produção leiteira; B) Temperatura mínima média mensal; C) Temperatura máxima 
média mensal; D) Umidade relativa do ar média 

FONTE: INMET, 2010 
 

A B 

C D 
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4.2. Colheita de amostras 

 

No mês de abril do ano de 2010, foram coletadas 150 amostras de leite 

individual de vacas e 150 amostras de sangue em uma propriedade rural do 

Estado de Goiás.  

Os dados zootécnicos dos animais serviram como parâmetro para 

excluir das análises estatísticas, animais que apresentavam menos de sete e 

mais de 305 dias de lactação no momento da colheita, pelo aumento natural da 

contagem celular somática no leite de animais até o oitavo dia após o parto e no 

final de lactação (SANTOS & FONSECA, 2007). 

A composição centesimal das amostras de leite cru individual de vacas 

foi utilizada como parâmetro para excluir das análises estatísticas, animais que 

apresentavam valores fora do padrão para leite de vacas holandesas. Sendo 

assim, utilizando dados da Federação Mundial de Gado Holandês (WHFF, 2010), 

o percentual médio e o desvio padrão para o percentual de gordura do leite foi 

calculado. Os percentuais de gordura no leite acima de 3,96+0,24 foram 

considerados “outliers. 

 

4.2.1 Leite individual de vacas 

 

As amostras de leite individual de vacas foram representativas de uma 

ordenha completa em um período de 24 horas. Estas foram submetidas às 

análises de contagem celular somática e composição centesimal por citometria de 

fluxo, sendo conservadas com Bronopol® (Chemicalland21, Republic of Korea), 

um produto químico de ação bactericida que retrata o momento da colheita e não 

interfere na reação de PCR em tempo real (TODHUNTER et al.,1985; NATIONAL 

MASTITIS COUNCIL, 1999). 

A colheita de leite em ordenhadeira de circuito fechado foi realizada 

com auxílio de medidores, posicionando a válvula corretamente no momento da 

ordenha, visando o enchimento dos mesmos. Após a ordenha completa e a 

respectiva coleta, foi procedida a agitação do leite por meio da permissão da 

entrada de ar no medidor. Em seguida, a válvula foi posicionada no sentido da 

colheita de leite sendo o volume de 40 mL vertido no frasco de amostragem.  
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4.2.2 Sangue 

 

A colheita de amostras de sangue destinadas à genotipagem de 

polimorfismos de nucleotídeo único foi realizada por meio de punção na artéria 

coccígea utilizando agulhas descartáveis 40x16mm e dispositivo para colheita a 

vácuo, em tubo descartável de 13x75mm (Vacuette® Greiner, Bio One – São 

Paulo, Brasil) contendo anticoagulante EDTA (ácido etilenodiaminotetracético, sal 

dissódico) a 10%.  

Logo após a colheita de 5 mL de sangue, os tubos foram identificados 

com o número do brinco dos animais, homogeneizados para evitar a coagulação 

do sangue e imediatamente estocados sob refrigeração utilizando caixas de 

isopor e gelo reciclável, sendo posteriormente encaminhados ao Laboratório de 

Biologia Molecular do Centro de Pesquisa em Alimentos da Escola de Veterinária 

da Universidade Federal de Goiás (LBM/CPA/EV/UFG). 

 

4.3 Princípios analíticos 
 

4 3.1 Contagem Celular Somática em amostras de leite 

 

As amostras destinadas à CCS foram inicialmente aquecidas em 

banho-maria à temperatura de 40oC/15min. Para a análise foi utilizado o 

equipamento Fossomatic 500 Basic (Foss Electric  A/S. Hillerod, Denmark), cujo 

princípio analítico baseia-se na citometria de fluxo. Uma alíquota da amostra foi 

automaticamente pipetada e homogeneizada aos reagentes de lise das 

membranas celulares. As membranas das células somáticas uma vez rompidas 

liberam o DNA que por sua vez é corado por brometo de etídio. O equipamento 

possui uma lâmpada halógena que emite raios de luz azul que, ao incidirem sobre 

o DNA corado, provocam a emissão de pulsos de luz vermelha. Esses pulsos são 

ampliados e contados por um foto-multiplicador. Aplica-se um fator de correção e, 

então, o equipamento expressa o resultado em células/mL. 
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4.3.2 Composição centesimal em amostras de leite 

 

Os teores de componentes do leite foram determinados utilizando o 

Milkoscan 4000 (Foss Electric A/S. Hillerod, Denmark), cujo princípio analítico 

baseia-se na absorção diferencial de ondas infravermelhas pelos componentes do 

leite. Após ser automaticamente pipetada para o interior do equipamento, uma 

alíquota da amostra foi exposta a uma radiação infravermelha possibilitando a 

determinação da concentração de cada componente. A alíquota percorreu um 

sistema óptico que mede a energia absorvida em comprimentos de onda 

específicos dentro da região infravermelha. Moléculas de gordura, proteína, 

lactose, e demais componentes dos sólidos totais absorvem a luz infravermelha 

por diferenças estruturais específicas desses componentes, que vibram em 

comprimentos de onda característicos. O processo para quantificar o componente 

requer a medida e o uso de dois comprimentos de onda: referência e leitura. Para 

cada componente, as amostras foram irradiadas no comprimento de onda de 

referência e no comprimento de onda de leitura. O equipamento emite um feixe de 

luz de radiação infravermelha, que é colhido por um detector. Os sinais de pulso 

são detectados e, por meio de uma placa do equipamento, ocorre a conversão da 

concentração do componente específico para percentuais. Assim, o resultado final 

é automaticamente calculado, por meio da comparação entre as medidas de 

referência e as medidas da amostra (IDF 141C, 2000). 

 

4.3.3 Técnica de PCR em Tempo Real para identificação dos principais agentes 

causadores de mastite 

 

Para identificação dos microrganismos presentes no leite cru individual 

de vacas, foram selecionadas 12 amostras, ou seja, 20% do total de espécimes 

que apresentaram contagem celular somática acima de 200.000 cs/mL. Para 

tanto, empregou-se o kit PathoproofTM Mastitis PCR Assay (Finnzymes 

Diagnostics®) F-870-L, compatível com o equipamento 7500 Fast Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems®). Os procedimentos para a realização deste ensaio 

analítico serviram para a detecção e quantificação relativa de 11 microrganismos 

mais comumente encontrados no leite, obtendo um perfil microbiológico a nível 
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molecular da propriedade de estudo, justificando a análise do TLR4 em função da 

contagem celular somática individual de vacas. O kit empregado conta com quatro 

reações separadas de multiplex PCR em tempo real, todas contendo controle 

interno de amplificação. O master mix para a reação um é composto por primers e 

sondas para detecção de Staphylococcus aureus, Enterococcus sp. e C. bovis. O 

master mix dois, de primers e sondas para detecção de E. coli e Streptococcus 

dysgalactiae. Já o master mix três, detecta Staphylococcus sp. (inclui todos os 

estafilococcos coagulase negativa relevantes), Streptococcus agalactiae e 

Streptococcus uberis. E por fim, o master mix quatro é capaz de detectar 

Klebsiella sp., Serratia marcescens, Arcanobacterium pyogenes e/ou 

Peptoniphilus indolicus.  

 

a) Protocolo para extração de DNA de amostras de leite cru 

 

A extração de DNA das amostras de leite cru foi realizada em 

conformidade com o protocolo do Pathoproof Mastitis PCR Assay (Finnzymes 

Diagnostics®, 2009).  

 

b) Protocolo de amplificação do DNA dos agentes causadores de mastite 

 

De acordo com o manual de utilização do kit, as reações totalizam um 

volume final de 20 μl, e as condições de amplificação utilizadas no modo de 

amplificação Fast 7500 estão relacionadas no Quadro 2. 

 

QUADRO 2 – Condições de amplificação para as reações de multiplex PCR em 
tempo real do kit Pathoproof® 

Etapa Temperatura  Tempo 

Desnaturação inicial 95ºC 10 minutos 

40 Ciclos 
Desnaturação 95ºC 5 segundos 

Anelamento 60ºC 1 minuto 

Extensão 25ºC 5 segundos 
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c) Interpretação dos resultados – Staphylococcus aureus e Staphylococcus 

coagulase negativa 

 

O Pathoproof Mastitis PCR Assay® (Finnzymes Diagnostics®) detecta a 

presença de Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase negativa. Se 

uma amostra for positiva para S. aureus e Staphylococcus sp., significa que S. 

aureus está presente na amostra. Por outro lado, se a amostra for negativa para 

S. aureus e positiva para Staphylococcus sp., o resultado deve ser interpretado 

como positivo para Staphylococcus coagulase negativa. No entanto, se uma 

amostra for positiva para S. aureus, não é possível realizar a identificação de 

Staphylococcus coagulase negativa. 

 

d) Interpretação dos resultados – Resultados relativos 

 

Nos relatórios, a cada alvo bacteriano foi atribuído um percentual 

relativo dependendo do valor Ct (cycle threshold – número do ciclo que a curva 

exponencial cruza a linha do threshold, ou seja, o nível de fluorescência no início 

do crescimento exponencial).  

 

4.3.4 Técnica de Genotipagem de SNPs 

 

a) Protocolo para extração de DNA do creme leucocitário das amostras de sangue 

 

Inicialmente, os tubos contendo as amostras de sangue foram 

homogeneizados em agitador de tubos. De cada amostra, uma alíquota de 400µL 

de sangue foi transferida para um tubo de polipropileno de 1,5 mL e, a esta 

alíquota, foram adicionados 500µL de tampão TE (10 mM Tris HCl, pH = 8 e 1 

mM EDTA). Novamente, as amostras foram homogeneizadas em agitador de 

tubos e centrifugadas a 10.000 rpm/10min. O sobrenadante foi descartado por 

inversão e ao pellet formado o procedimento foi repetido até que fosse obtido o 

creme leucocitário (VIDAL et al., 2005). Em seguida, a extração de DNA foi 
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realizada em conformidade com o protocolo de extração para o High Pure PCR 

Template Preparation kit (Roche Diagnostics®).  

 

b) Discriminação alélica 

 

A discriminação alélica foi realizada baseada em quatro SNPs de 

referência depositados no National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

(Quadro 3). Para animais Bos taurus taurus, o locus 1 (Nº de acesso GenBank 

rs8193046) possui variação alélica (A/G) e está localizado no íntron 1 do gene 

codificador do TLR4. O locus 2 (Nº de acesso GenBank rs8193047) não possui 

variação em animais bos taurus taurus (G), codifica o aminoácido Glutamina 

(posição 39) e serviu como parâmetro de identificação da espécie dos animais. O 

locus 3 (Nº de acesso GenBank rs8193060) possui variação alélica (C/T), está 

localizada no éxon 3, na região codificadora do aminoácido Serina (aminoácido na 

posição 552 – co-receptor putativo de ligação 2, localizado na porção extracelular 

do TLR4 -sequências ricas em leucina). O locus 4 (Nº de acesso GenBank 

rs29017188) possui variação alélica (C/G) e está localizado na região 5’UTR. 

 

QUADRO 3 – SNPs selecionados para discriminação alélica 

Locus 

Número de 

acesso 

GenBank 

Alelos para 

Bos taurus 

raça 

Holandesa 

Região Aminoácido 

Posição do 

aminoácido 

na proteína 

Posição 

no gene 

TLR4 

1 rs8193046 A/G Intron 1 - - 5088 

2 rs8193047 G Exon 2 Glutamina [Gln] 39 5135 

3 rs8193060 C/T Exon 3 Serina [S] 552  9423 

4 rs29017188 C/G 5’ UTR - - 245 

 

Os primers e sondas utilizados para genotipagem foram desenhados 

com o software Primer Express (Applied Biosystems®) utilizando a sequência de 

referência do gene TLR4 de Bos taurus (número de acesso no GenBank 

DQ839567.1) e estão relacionados no Quadro 4. Para testar a especificidade dos 
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iniciadores foi realizada uma avaliação in silico por meio dos softwares Nucleotide 

BLAST e Primer BLAST disponíveis no site do NCBI. 

 

QUADRO 4 – Primers e sondas utilizadas para genotipagem. As bases marcadas 

indicam os alelos para genotipagem 

Locus Oligonucleotídeo Sequência (5’→3’) 
Tamanho de 

fragmento 

Posição no 

gene TLR4 

1 

TLR4 F1 GAGAGGAGAGTTGCTTGGAAGTCT 
107pb 

5039-5062  

TLR4 R1 GCTCCATGCACTGGTAACTAATGT 5145-5122  

TLR4 S1 FAM-CAGGAAGACACCGCA–MGB  5076-5090  

TLR4 S1.1 VIC-AAGACACCACATCTAA-MGB  5080-5095 

2 

TLR4 F2 CTAAGGTGCATGCAGGAAGACA 
138 pb 

5064-5085 

TLR4 R2 CAGGTCCAGCATCTTGGTTGA 5201-5181 

TLR4 S2 FAM-TTCCTAACATTAGTTACCAATG-MGB  5116-5137 

TLR4 S2.1 VIC-TCCTAACATTAGTTACCAGTG-MGB  5117-5137 

3 

TLR4 F4 CCACTCGCTCCGGATCCT 
79 pb 

9396-9413 

TLR4 R4 CCTTGGCAAATTCTGTAGTTCTTG 9474-9451 

TLR4 S4 FAM-ACTGCAGTTTCAACCGTATC-MGB  9416-9435 

TLR4 S4.1 VIC-ACTGCAGCTTCAACCGTA-MGB  9416-9433 

4 

TLR4 F5 CCAGCTTCCTCTTGTTGTTACTTCA 
150 pb 

173-197 

TLR4 R5 CGGGAGGAGAGGAAGTGAGA 322-303 

TLR4 S5 FAM-TATTTATCTCCTCTGCCACCGGA-MGB  265-243 

TLR4 S5.1 VIC-TTATCTCCTCTGCCACCCGAG-MGB  262-242 

 

Para a amplificação dos fragmentos desejados, foram utilizadas as 

seguintes condições de reação: 5 µL de template, 5,35 µL de água mili-Q 

esterilizada, 12,5 µL de TaqMan® Genotyping Master Mix, 0,45 µL de cada primer 

(concentração final 0,9 µmols) e 0,625 µL de cada sonda (concentração final 0,25 

µmols), totalizando um volume final de 25 µL. As condições de amplificação estão 

relacionadas no Quadro 5. 

 

QUADRO 5 – Condições de amplificação para cada reação 

ETAPA 
Locus 1 Locus 2 Locus 3 Locus 4 

TºC Tempo TºC Tempo TºC Tempo TºC Tempo 

Pré-PCR / Pós-PCR 60 30 s 60 30 s 60 30 s 60 30 s 

Desnaturação inicial 95 10 min 95 10 min 95 10 min 95 10 min 

40 

ciclos 

Desnaturação 95 15 s 95 15 s 95 15 s 95 15 s 

Anelamento 59 1 min 60 1 min 59 1 min 59 1 min 
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4.4 Tratamentos estatísticos 
 

O aumento na disponibilidade de dados genéticos de populações 

resultou em um número crescente de estudos que tentam associar a 

suscetibilidade genética a doenças complexas. No entanto, poucas associações 

relatadas como significativas são aplicadas em novos estudos. Resultados de 

testes de equilíbrio de Hardy-Weinberg no controle de populações podem indicar 

erros de genotipagem que podem ser resultado da ausência de repetibilidade. 

Portanto, este tem sido recomendado como um teste crucial em qualquer estudo 

de associação genética populacional (TRIKALINOS et al., 2006). Sendo assim, as 

frequências alélicas e genotípicas foram calculadas utilizando o software 

POPGENE versão 1.32 (YEH, 1999) e o teste do 2 foi realizado para detectar o 

equilíbrio Hardy-Weinberg da mutação. 

A CCS não possui como característica uma distribuição normal. Para 

aproximá-la, com homogeneidade de variâncias e ajustando a amostragem do dia 

para um período de lactação, foi transformada em escore de células somáticas, 

aplicando a seguinte fórmula: SCS= log2[CCS/100000)+3]; onde o valor de CCS 

está na unidade de células somáticas por microlitro (cs/µL) (GANS & 

SHOOK,1987) 

Posteriormente, foi realizada análise de variância entre os genótipos 

combinados e os testes de Duncan e Scott & Knott utilizando os softwares R (R-

DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010) e SAS (SAS INSTITUTE, 2001). 

A herdabilidade do escore de células somáticas e as variâncias 

fenotípica, genotípica e ambiental em relação aos genótipos estudados foram 

determinadas por meio do software Genes (CRUZ, 2006) 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Quantificação relativa dos principais microrganismos causadores de 

mastite 

 

Na Tabela 1 pode ser verificada a distribuição dos microrganismos 

identificados e quantificados em amostras de leite cru individual de vacas. Das 

150 amostras de leite cru analisadas para CCS, 60 apresentaram contagem 

acima de 200.000 cs/mL, sendo que 12 (20%) foram submetidas à extração de 

DNA e detecção dos principais microrganismos causadores de mastite. 

 Observa-se que há uma maior frequência de microrganismos Gram 

negativos (52,47%). Dentre estes, destaca-se a presença do DNA de Klebsiella 

oxytoca (36,96%), Serratia Marscescens (12,58%) e Escherichia coli (2,93%). 

Entre os Gram positivos encontrados (47,53%) predominam Staphylococcus sp. 

(15,42%), Streptococcus uberis (9,30%), Streptococcus dysgalactiae (7,44%), 

Streptococcus agalactiae (6,51%) e Staphylococcus aureus.  

 

TABELA 1 – Frequência de ocorrência de microrganismos identificados em 
amostras de leite cru individual de vacas holandesas (n=12) e 
percentual relativo total de acordo com a coloração pelo método 
de Gram, Goiânia-GO, 2010 

Microrgonismo 
identificado 

Frequência 
observada (%) 

Microrgonismo 
identificado 

Frequência 
observada 

(%) 

Corynebacterium bovis 1,3 Streptococcus uberis 9,30 

Enterococcus sp. 0,0 Staphylococcus sp. 15,42 

Staphylococcus aureus 3,24 Arcanobacterium pyogenes 4,32 

Escherichia coli 2,93 Klebsiella oxytoca 36,96 

Streptococcus dysgalactiae 7,44 Serratia marcescens 12,58 

Streptococcus agalactiae 6,51   

Classificação dos 

microrganismos 
Percentual Relativo total (%) 

Gram positivos 47,53 

Gram negativos 52,47 
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Estes resultados revelam risco para a saúde pública, uma vez que os 

patógenos são destruídos no processo de pasteurização, no entanto, toxinas 

termorresistentes como algumas produzidas por cepas de Staphylococcus aureus 

(3,24%) não são destruídas, permanecendo nos produtos lácteos, diminuindo sua 

vida de prateleira e qualidade físico-química. 

Além disso, apesar da baixa frequência observada para Staphylococcus 

aureus, observou-se alta frequência para Staphylococcus sp. (15,42%). Estes 

patógenos classificam-se entre aqueles de maior associação à mastite contagiosa 

e subclínica, dados preocupantes quanto à sanidade da glândula mamária das 

vacas analisadas e, por consequência, da qualidade do leite cru produzido. 

Apesar de condições experimentais divergentes, cabe comparar estes 

resultados com os achados de BRADLEY et al. (2007), nos quais foram isolados 

Streptococcus uberis e Escherichia coli em amostras de leite provenientes de 

animais com mastite clínica em 23,5% e 19,8% respectivamente. Outros estudos, 

envolvendo isolamento de agentes em animais com mastite subclínica, 

relacionam ainda a ausência de crescimento microbiano em 47% das amostras 

analisadas, presença de Staphylococcus coagulase negativa (22,6%), 

Staphylococcus aureus (20,6%), outros Streptococcus sp. (11,1%), Streptococcus 

agalactiae (2,3%), Coliformes (2,9%) e outros microrganismos (5,8%) 

(FERGUSON et al., 2007).  

ARCURI et al. (2008) avaliando contaminantes de leite cru refrigerado, 

identificaram que as bactérias psicrotróficas Gram negativas estiveram 

relacionadas a 81,2% dos casos e o agente patogênico Klebsiella oxytoca foi 

identificado em 4% dos isolamentos. No presente estudo, este agente relacionou-

se a 36,96% de frequência, denotando grande perigo microbiológico e 

potencialização de alterações físico-químicas do leite cru, causando instabilidade, 

tendo em vista a viscosidade aumentada devido à sua presença.  

Apesar da baixa frequência de Escherichia coli identificada neste 

estudo, é possível afirmar que este patógeno contribui para a mastite ambiental 

de difícil controle e erradicação, estando relacionada às práticas higiênico- 

sanitárias deficitárias e fracassos nos tratamentos preconizados, como pode ser 

visto na Figura 11, propriedade dotada de sistema de criação intensivo do tipo 
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“free-stall”, com tamanho de cama inadequado para o porte dos animais de 

produção e grande acúmulo de sujidades, urina e fezes no ambiente. 

 

 

FIGURA 11 – Cama do sistema de criação “free-stall” com 
tamanho inadequado e acúmulo de fezes e 
sujidades. 

 

Provavelmente, as divergências quanto à frequência encontrada estão 

relacionadas à sensibilidade e especificidade da técnica utilizada para 

identificação dos microrganismos associadas às variáveis do ambiente de estudo. 

TAPONEN et al (2009) ressaltaram que mais de 30% de amostras de leite de 

vacas com mastite clínica e/ou subclínica enviadas para identificação de 

microrganismos por cultura bacteriológica, não apresentam crescimento 

bacteriológico em um período de 48 horas de incubação. KOIVULA et al. (2007), 

afirmam que é ainda mais comum a ausência de crescimento microbiano quando 

as amostras de leite são provenientes de animais com mastite subclínica, com um 

percentual de amostras negativas que pode variar de 28,7% a 38,6%. 
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5.2 Genótipos identificados para diferentes SNPs em animais da raça 

holandesa em Goiás. 

 

O gene TLR4 relaciona-se à resposta imunológica da glândula 

mamária, quando há exposição e ação aos microrganismos Gram negativos, que 

no caso do presente estudo, referem-se ao maior percentual de bactérias 

identificadas. Este gene exerce a função de potencial marcador genético devido à 

sua importância à mastite. 

 

 

FIGURA 12 – Representação das curvas de 
amplificação de animais 
homozigotos GG para o SNP 2. 

 

Analisando as Figuras 12 e 13 relativas à amplificação da PCR em 

tempo real e discriminação alélica para o locus 2, nota-se que todos os animais 

pertencem à espécie bos taurus taurus, não apresentando mudança de base A>G 

na posição 5135 do gene codificador do TLR4. 
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FIGURA 13 – Discriminação alélica em 
amostras de sangue 
analisadas para o SNP 
2 do gene TLR4. 

 

As frequências alélicas, genotípicas e o resultado do teste do Qui-

quadrado para avaliar se a população está em equilíbrio de Hardy-Weinberg 

estão dispostos na Tabela 2. Pode ser observado, que para o locus 1, o genótipo 

heterozigoto GA apresentou maior frequência (45,9%), seguido pelos genótipos 

homozigoto AA (33,7%) e homozigoto GG (20,4%), com uma frequência alélica de 

56,6% para o alelo A e 43,4% para o alelo G. Para o locus 3, o genótipo 

homozigoto CC apresentou maior frequência (43,8%), seguido pelos genótipos 

heterozigoto TC (42,8%) e homozigoto TT (13,4%), com uma frequência alélica de 

65,3% para o alelo C e 34,7% para o alelo T. Já para o locus 4, o genótipo 

heterozigoto GC apresentou maior frequência (48,9%), seguido pelos genótipos 

homozigoto CC (32,6%) e homozigoto GG (18,5%), com uma frequência alélica 

de 57,1% para o alelo C e 42,9% para o alelo G. 
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Pode-se avaliar que o conjunto de dados deste estudo, permite obter 

estimativas de diferentes parâmetros genéticos seguindo os princípios da 

estatística e da biometria. 

 

TABELA 2 – Frequências alélicas e genotípicas para diferentes SNPs e teste X² 
para determinar o equilíbrio de Hardy-Weinberg 

Locus Genótipo Nº de animais 
Frequência 

Genotípica 
Alelo 

Frequência 

Alélica 
X² (P) 

1 AA 33 33,7 A 56,6 0,48 (0,48) 

 GA 45 45,9 G 43,4  

 GG 20 20,4    

2 GG 98 100,0 G 100,0 - 

 AA 0 0 A 0,0  

 GA 0 0    

3 CC 43 43,8 C 65,3 0,34 (0,55) 

 TC 42 42,8 T 34,7  

 TT 13 13,4    

4 CC 32 32,6 C 57,1 0,002 (0,95) 

 GC 48 48,9 G 42,9  

 GG 18 18,5    

 

Os resultados obtidos de frequência alélica e genotípica para o SNP 

situado no locus 1 se assemelham aos de WANG et al (2007), os quais 

encontraram frequência alélica de 54% para o alelo A, 46% para o alelo G e 

frequência genotípica de 30% AA, 47% GA e 23% GG em vacas holandesas na 

China. 

O resultado do teste não-paramétrico do Qui-quadrado, revelou que a 

população está em equilíbrio Hardy-Weinberg para todos os 3 loci selecionados 

(P>0,05), indicando que as frequências alélicas e genotípicas permanecerão 

constantes no decorrer das gerações. 
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5.3 Associação entre genótipos identificados e escore de células somáticas 

para cada SNPs em animais da raça holandesa. 

 

Ao analisar os resultados dispostos na Tabela 3 verifica-se que os 

genótipos com menor média de SCS foram locus1-AA (2,4), locus4-CC (2,4) e 

locus3-CC (2,6), sugerindo que os alelos A e C estão associados a genótipos de 

menor SCS. Por outro lado, animais com os genótipos locus 1-GG (3,6), locus3-

TT (3,5) e locus4-GG (3,5), apresentaram maiores escores de células somáticas, 

podendo os alelos T e G estarem associados ao aumento do SCS e, 

consequentemente, uma maior suscetibilidade à mastite. 

 

TABELA 3 – Média de escore de células somática 
para diferentes genótipos em vacas 
holandesas Goiás, Brasil (n=69)  

SNP Genótipo Média de SCS 

1 AA 2,4 

 GA 2,7 

 GG 3,6 

3 CC 2,6 

 TC 2,8 

 TT  3,5 

4 CC 2,4 

 GC 2,8 

 GG 3,5 

 

WANG et al. (2007) utilizando a técnica de PCR e Single-Strand 

Conformational Polymorphism (SSCP) também identificaram a presença de 

polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) no íntron 1 do gene TLR4 (A/G). Esses 

autores, ao analisarem o efeito do polimorfismo sobre o escore de células 

somáticas, observaram que vacas holandesas homozigotas para o alelo A 

apresentaram escore de célula somática inferior em relação aos animais 

homozigotos para alelo G. Esses resultados reforçam a ideia de que o alelo A 

pode desempenhar um papel importante na resistência à mastite. 
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5.4 Associação entre os genótipos combinados e escore de células 

somáticas em animais da raça holandesa  

 

Os dados contidos nas Tabelas 4 e 5 analisados por meio do emprego 

dos testes de Duncan e Scott & Knott, respectivamente, revelam que os genótipos 

combinados representados pelos numerais 5 e 6, apresentam maiores médias de 

SCS que não apresentam diferença estatística significativa entre si (P<0,05). Já 

os genótipos representados pelos numerais 2, 1 e 8, de menores médias, também 

não apresentam diferença estatística significativa entre si (P<0,05). No entanto, os 

genótipos 2, 1 e 8 apresentam diferença estatística significativa (P>0,05) para 

SCS quando contrastados com os genótipos de maior SCS, 5 e 6, sugerindo um 

grande potencial na utilização em seleção assistida por marcadores moleculares 

visando produção de leite com menor escore de células somáticas e, 

consequentemente, de melhor qualidade. 

 

TABELA 4 – Efeito da combinação de genótipos no SCS  de vacas holandesas de 

uma propriedade do Estado de Goiás, ao teste de Duncan (n=69) 

Nº de ordem da 

combinação de 

genótipos 

Combinação de 

genótipos 
Nº de animais Média de SCS  

Erro padrão 

das médias 

5 GGCCGC 1 5,3ª - 

6 GGCCGG 1 5,0
ab

 - 

4 GATCGG 1 3,9
abc

 - 

7 GGTCGC 1 3,7
abc

 - 

9 GGTTGG 10 3,5
abc

 0,51 

3 GATCGC 25 2,72
bc

 0.21 

2 AACCCC 21 2,39
c
 0,15 

8 GACCGC 7 2,57
c
 0,21 

1 GGTCGG 2 2,5
c
 0,70 

* Escores médios seguidos de letras iguais não diferem estatisticamente entre si (P < 0,05). 
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TABELA 5 – Efeito da combinação de genótipos no SCS de vacas de 
uma propriedade do Estado de Goiás, ao teste de Scott & Knott (n=69) 

Nº de ordem da 

combinação de 

genótipos 

Combinação de 

genótipos 
Nº de animais SCS médio 

5 GGCCGC 1 5,3ª 

6 GGCCGG 1 5,0
a
 

4 GATCGG 1 3,9
b
 

7 GGTCGC 1 3,7
b
 

9 GGTTGG 10 3,5
b
 

3 GATCGC 25 2,72
c
 

2 AACCCC 21 2,39
c
 

8 GACCGC 7 2,57
c
 

1 GGTCGG 2 2,5
c
 

* Escores médios seguidos de letras iguais não diferem estatisticamente entre si (P < 
0,05) 

 

O conhecimento da variabilidade fenotípica, resultado da ação conjunta 

dos efeitos genéticos e ambientais, é de grande importância para as estimativas 

de herdabilidade.  

Na Tabela 6 estão distribuídos os dados relativos às estimativas de 

herdabilidade média para SCS entre os genótipos combinados e as variâncias 

médias fenotípica, ambiental e genotípica. Observa-se, que SCS possui uma alta 

herdabilidade (62,34%) quando associado aos genótipos combinados 

selecionados, indicando que grande parte das variações observadas nesta 

população, é de origem genética (Vg=0,27).  

 
TABELA 6 – Estimativas médias de herdabilidade e variâncias fenotípica, 
ambiental e genotípica para os genótipos identificados de vacas de uma 
propriedade do Estado de Goiás 

Escore de células somáticas (SCS) 

 H² Vf Va Vg 

Genótipos  62,34% 0,44 0,17 0,27 

* H² - Herdabilidade média; Vf – variância fenotípica média; Va – variância ambiental média; Vg – 
variância genotípica média. 

 

Estes dados diferem dos obtidos por ANDRADE et al. (2007) os quais 

encontraram valores para herdabilidade próximos de 20%. No entanto, os autores 

adotaram parâmetros zootécnicos em função da média do escore de células 
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somáticas, como a produção de leite aos 305 dias de lactação. Isto indica que na 

população alvo do presente estudo, os parâmetros genéticos são mais adequados 

do que parâmetros zootécnicos para seleção de animais com SCS inferiores 

mesmo considerando as interferências ambientais. 

Diante da importância da mastite bovina para a cadeia produtiva do 

leite e, principalmente, das ações do Programa Nacional de Melhoria da 

Qualidade do Leite - relativas aos requisitos de regulamentação, identidade e 

qualidade do leite cru - dos resultados obtidos frente à discriminação alélica, 

pode-se afirmar que os genótipos representados pelos numerais 2 (média de 

SCS=2,39), 1 (média de SCS=2,50) e 8 (média de SCS=2,57) são os mais 

indicados para uma seleção assistida por marcadores moleculares. Ainda assim, 

não é prudente dissociar as características fenotípicas, resultados da ação 

conjunta dos efeitos genéticos e ambientais determinando variabilidade no perfil 

zootécnico dos rebanhos. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 Na propriedade onde foi desenvolvido o estudo, há maior frequência do 

DNA de microrganismos Gram negativos em amostras de leite individual de 

vacas, destacando-se a presença de Klebsiella oxytoca; 

 O gene codificador do TLR4 é polimórfico em vacas da raça holandesa; 

 Animais identificados com os genótipos AACCCC, GGTCGG e GACCGC 

são os mais indicados para seleção assistida por marcadores moleculares. 
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