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4.4.3. Studiu privind evaluarea gradului de afectare oxidativa a principalilor bioconstituenti

INTRODUCERE

Etapa aferenta anului 2020 a presupus analize asupra continutului proteic al
laptelui mastitic si sub-mastitic cu scopul de a pune in evidenta modificarile laptelui de
vaca in ceea ce priveste compozitia si cantitatea substantelor de natura proteica, in
incercarea de a stabili corelatii ce ar putea fi transformate in markeri de identificare ai
mastitelor subclinice.

Se cunoaste faptul ca o parte a mecanismului de aparare a organismului contra unei
infectii intramamare este reprezentata de o producere rapida a unui influx de leucocite in
lapte si o crestere a numarului de celule somatice. Cresterea permeabilitatii jonctiunilor
stranse de pe straturile endoteliale si epiteliale ale ugerului se datoreaza produsilor
determinati de reactiile inflamatorii, cum ar fi histamina, TNF (Factorul de necroza
tumorald), IFN-g (Interferonul gamma) si proteinele de faza acuta. Aceasta crestere a
permeabilitatii poate constitui o parte importanta a procesului inflamator, deoarece
permite componentelor imune sa ajunga la locul infectiei. Benites si colab. (2002) afirma
faptul ca diapedeza paracelulara imbunatatita a leucocitelor prin celulele epiteliale
determina o integritate redusa a jonctiunilor stranse si, prin urmare, schimbul de
constituenti intre sange si lapte pe calea paracelulara. Leucocitele predominante prezente
in lapte in astfel de circumstante sunt reprezentate de neutrofilele polimorfonucleare
(PMN). Ele sunt responsabile pentru numarul mare de celule somatice (SCC) caracteristic
laptelui mastitic si sunt asociate cu multe dintre modificarile compozitiei laptelui survenite
in timpul mastitei.

Mai mult, toxinele microbiene si enzimele din celulele deteriorate provoaca lezarea
celulelor secretorii si conduc la cresterea concentratiilor de N-acetil--D-glucozaminidaza
(NAG-ase) din lapte, proces aparut o data cu debutul mastitei. O astfel de deteriorare
celulara poate produce ,gauri” in epiteliul mamar, ducand la modificari ale compozitiei
laptelui. De exemplu, lactoza, care este sintetizata exclusiv de celulele epiteliului mamar,
trece partial in circulatia sangvina prin bariera sange-lapte deteriorata si, simultan,
determina o crestere a concentratiilor componentelor sangvine (albumina serica, ionii de
sodiu (Na +) si clorurad) in lapte.

Mastita este insotitd de o scadere a vitezei de sinteza a laptelui si a secretiei
componentelor majore specifice aceztuia, In timp ce secretia altor proteine precum
lactoferina este reglata simultan. Concentratia cazeinelor este redusa in tesutul infectat din
cauza secretiei reduse si a distrugerii proteinelor din lapte si grasimi sub actiunea
proteazelor transmise de sange, ca de exemplu plasmina. Prin urmare, In mastite,
compozitia proteica a laptelui se modifica, astfel ca, desi cantitatea de lapte creste,
proteinele importante ale acestuia isi reduc concentratia (Tabelul 1).

Pornind de la aceste ipoteze, in studiul de fata au fost analizate probe de lapte
neprelucrate (colectarea nu face parte din experimentele prezentate in acest proiect)
colectate din ferme locale. Criteriile dupa care s-au ales aceste probe au fost urmatoarele: o
proba de lapte, reprezentand controlul a fost recoltata de la o vaca sanatoasa din punct de
vedere clinic (Figura 1). O alta proba a fost reprezentata de laptele colectat de la o vaca
diagnosticata cu mastita clinicd severa. Probele mai sus precizate au folosite pentru
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interpretarea variatiilor de concentratie a celor 8 probe colectate de la bovine susceptibile
de mastite sub-clinice.
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Figura 1: Principalele proteine din lapte. Amprenta proteica si electroforegrama obtinute
prin electroforeza microfluidica pe cip, tehnologia Agilent

Avand in vedere ca variatiile concentratiilor proteice din lapte In general sunt destul
de mari si nu sunt dependente in totalitate de starea patologica a animalelor, In prima
etapa a acestui studiu au fost identificate cele cinci proteine principale ale laptelui de vaca,
asa cum sunt evidentiate prin electroforeza microfluidica pe cip (tehnologia Agilent).
Aceste proteine au fost identificate dependent de greutatea lor moleculara (exprimata in
kilo - Daltoni, kDa), imaginea acestora fiind evidentiata atat pe gelul virtual, cat si pe
electroforegramele obtinute. Acestea au servit la estimarea concentratiilor atat din punct
de vedere cantitativ, cat si ca si procent din proteina totald (Figura 1). In paralel cu proba
considerata control (reprezentand laptele provenit de la vaca sandtoasa din punct de
vedere clinic), a fost analizata proba de lapte mastitic, pornind de la ideea ca valorile
obtinute pentru concentratia proteica a celor 8 probe de lapte sub-mastitic vor fi incadrate
intre cele doud cu istoric cunoscut. Ca si diferente, au fost urmarite concentratiile celor
cinci fractii proteice, indicand o clasificare a gradului de afectare a ugerului, mai precis,
grade ale mastitei subclinice.

Analizand datele obtinute prin comparatia amprentei proteice a laptelui provenit de
la vaca sanatoasa clinic cu cea a laptelui mastitic, se poate observa faptul ca in laptele
mastitic existd o crestere a continutului total de proteine. In cazul de fatd, pentru laptele
provenit de la vaca sanatoasa s-au inregistrat concentratii de 8681 ng/ul, in timp ce, pentru
laptele mastitic, concentratia de proteina a fost de 18045.5 ng/ul, ceea ce denota o crestere
cu aproximativ 470%. Aceastd crestere a fost atribuita fluxului de proteine transmise din
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sange (albumina sericd, imunoglobuline, proteine serice minore, a- macroglobulind),
putand fi, de asemenea, cuplata cu o scadere a concentratiei cazeinei, dar si a proteinelor
din zer. De asemenea, au fost inregistrate si concentratii crescute de lactoferina in timpul
infectiilor mastitice, ceea ce Inseamna ca aceste proteine pot fi asociate cu functia imuna a
organismelor.

Tabel 1. Rezultatele analizei comparative dintre concentratiile proteinelor din
laptele neafectat si cel mastitic

Proteina Greutatea

moleculara (kDa)

Concentratie in lapte
(ng/pl) si procente

Concentratie in
laptele mastitic

(ng/ul)

Proteina totala

8681

18045.5

a-lactalbumina 12.3 207.0 (3.4%) 35.2 (0.2%)
B- 18.4 768.5 (12.7%) 278.4 (1.5%)
lactoglobulina

B -cazeina 31.7 1,968.6 (32.4%) 34,8 (0.2%)
a- cazeina 37.5 2,152.9 (35.5%) 64.3 (0.4%)
K-cazeina 45.5 657.1 (10.8%) 70.7 (0.4%)

Conform literaturii de specialitate, aceasta crestere a proteinelor de origine serica
din timpul mastitei se datoreaza perturbarii integritatii epiteliului mamar de catre toxinele
microbiene, urmata de deschiderea jonctiunilor stranse. Totodata se observa o scaderea
drastica a concentratiilor de cazeina din laptele mastitic dupa cum urmeaza: pentru a-
lactalbumina s-a inregistrat o scadere cu 3.2% pe cand 3 -lactoglobulina a inregistrat o
scadere cu 11.2%. In ceea ce priveste sciderile inregistrate in cazul cazeinelor, acestea sunt
cu adevirat notabile. In cazul p -cazeinei procentul este de 32.2%, iar in ceea ce priveste a-
cazeina, acesta indica o valoare de 35.1%.

Variatia absoluta a concentratiilor proteice in laptele
control si laptele mastitic
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Figura 2: Reprezentarea grafica a concentratiei principalelor proteine din lapte
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Pe de alta parte este cunoscut faptul ca proteinele din zer sintetizate de novo sunt
relativ rezistente la atacul proteolitic. Cu toate acestea, se poate observa faptul ca in laptele
mastitic existd o scadere evidenta a a-lactalbuminei si a B-lactoglobulinei.

Variatia procentuala a concentratiilor proteice in laptele
control si laptele mastitic
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Figura 3: Reprezentarea grafica a concentratiei in procente a principalelor proteine
din lapte

Acest lucru s-ar datora, conform studiilor lui Auldist si Hubble (1998), in cea mai
mare parte functiei sintetice si a celei secretorii afectate, dar si scurgerii acestor proteine
din lapte in lichidul extracelular prin caile paracelulare care prolifereaza in timpul mastitei.
Totusi in ceea ce priveste a-lactalbumina, aceasta a inregistrat valori ridicate in sangele
vacilor diagnosticate cu mastita.

O scadere drastica a fost inregistrata in cazul k-cazeinelor, cu un procent de 10.4%.
Aceste dezechilibre se datoreaza in mare parte degradarii post-secretorii a cazeinei de
catre proteinazele provenite de la organisme si, in parte, reducerii sintezei si secretiei
cazeinei ca urmare a afectarii fizice.
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Figura 4. Amprenta proteica a probelor biologice din acest proiect obtinuta prin
electroforeza microfluidica pe chip, tehnologia Agilent.

L - Marcator de greutate moleculara a proteinelor Protein80 Kit, Agilent; 1 — Proba lapte provenita
de la bovina clinic sdnatoasa; 2 - Proba lapte provenita de la bovina diagnosticatd cu mastita; 3- 10
- Probe de lapte recoltatele de la bovine cu mastita subclinica.

Tabel 2. Rezultatele analizei cantitative ale amprentelor proteice pentru probelor

luate in studiu

Cod | Proteina | k- caseina | o - caseina | 8 - caseina | 8 —lactoglobulina | a -lactalbumina
prob | totald, | 45-46,5kD | 35,5-37kD | 31,5-33 kD 18-19kD 12-13kD
a g/L g/L g/L g/L g/L g/L
LC 32.88 3.5 12,8 9,4 3,3 1,1
LM 64,5 0,7 64,3 34,1 278,4 35,2
1 41,3 30,2 352,8 368,9 26,4 62,1
2 39,8 8,9 738,4 597,5 144 183,9
3 43,8 34,2 672,6 495,5 158,5 158,5
4 41,7 12,9 512,9 233,6 158,4 120,6
5 38,4 63,6 1773,3 55,9 817,2 6479
6 52,6 6,5 2006,9 59,1 176,4 160,3
7 61,3 51,6 276,4 30 14,4 403,2
8 55,4 250,8 2981,6 56,3 312,1 24,1

In urmitoarea etapa a acestui studiu au fost analizate, alituri de proba de lapte

control provenita de la vaca clinic sanatoasa - LC si cea de lapte mastitic - LM, opt probe de
lapte colectate de la animale diagnosticate cu mastita subclinica in diverse grade (Figura 4,
Tabelul 2, Tabelul 3). Din datele obtinute, se poate observa faptul ca proba 1, introdusa in
studiu ca si proba colectata de la vaca care manifesta mastita subclinica, are un continut in
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proteina totala egal cu 41,3g/L, fiind usor mai crescut decat continutul de proteina totala a
probei de lapte control (32,88g/L) ( Figura 5).

Rezultatele analizei cantitative ale amprentelor
proteice pentru probelor luate in studiu
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Figura 5. Reprezentarea grafica a concentratiei de proteina, exprimata in grame
pentru probele luate in studiu

Pentru fractiunile proteice analizate in acest studiu (pentru proba 1) au fost
obtinute urmatoarele valori: k-caseina a indicat o valoare de 30.2g/L, ceea ce reprezinta
5.6% din total, aceasta valoare fiind mai scazuta decat valoarea acestei proteine din control.
a - caseina a fost prezenta intr-o cantitate de 352.8 g/L, reprezentand 2.4% din total, ceea
ce reprezinti o valoare mai scizuti decat valoarea proteinei in laptele control. In cazul B -
cazeinei a fost obtinuta o valoare de 368.9g/L, reprezentand 33.3% din total , avand o
valoare mai mare in comparatie cu cea a proteinei din control.

In acest caz, este foarte probabil ca alte fractiuni proteice cu aceeasi greutate
moleculara cu cea a proteinei analizate sa fi fost detectate. Pentru proteinele din zer, § -
lactoglobulina a inregistrat o cantitate de 26.4g/L, ceea ce reprezinta 31.9% din total,
valoare mai mare decat valoarea acestei proteine in control. Pentru a -lactalbumina este a
fost inregistrata o valoare de 62.1g/L, reprezentand 2.7% din total, fiind o valoare mai mica
decat cea a proteinei din control.

In cazul fractiunilor proteice luate in studiu, pentru proba 2 au fost obtinute
urmatoarele valori: pentru k-caseina o cantitate de 8.9g/L (0.4% din total), aceasta
valoare fiind mai scazuta comparativ cu valoarea acestei proteine In control; pentru a -
caseina o cantitate de 738.4g/L (30.4% din total), fiind o valoare mai scazuta decat
valoarea proteinei din control; pentru 3 - caseina o cantitate de 597.5g/L, reprezentand
24.6% din total, avand o valoare mai scazuta in comparatie cu cea a proteinei din control.
In cazul B - lactoglobulinei, o cantitate de 144g/L a fost determinati, reprezentand 5.9%
din total, valoare mai redusa decat valoarea acestei proteine in laptele control; pentru a -
lactalbumina o cantitate de 183.9g/L, reprezentand 7.6% din total a fost inregistrata.
Aceasta cifra indica o valoare mai mare decat cea a proteinei din control.



4.4.3. Studiu privind evaluarea gradului de afectare oxidativa a principalilor bioconstituenti

In analizele efectuate, pentru proba 3 au fost obtinute urmitoarele valori: pentru x -
caseina s-a inregistrat o cantitate de 34.2 g/L, reprezentand 6.6% din total, aceasta valoare
fiind mai scazuta comparativ cu valoarea proteinei din control; pentru a - caseina o
cantitate de 672.6 g/L a fost determinata, acesta reprezentand 6.6% din total, fiind o
valoare mai scazuta decat valoarea proteinei din control; pentru 8 - caseina o cantitate de
495.5 g/L, reprezentand 20.6% din total, a fost inregistrata, avand o valoare mai scazuta in
comparatie cu cea din control; pentru 3 - lactoglobulina a fost determinata o cantitate de
158.5g/L, reprezentand un procent de 28% din total, valoare mai mare decat cea a
proteinei din control; pentru a - lactalbumina, o cantitate de 158.5 g/L, reprezentand 6.6%
din total a fost Inregistrata, aceasta reprezentand o valoare mai mare decat cea a proteinei
din control.

In ceea ce priveste rezultatul analizei fractiunilor proteice, pentru proba 4 au fost
obtinute urmatoarele valori: pentru x - caseina o cantitate de 12.9 g/L, reprezentand 0.7%
din total, aceasta valoare fiind mai scazuta decat valoarea proteinei din control; pentru a -
caseina o cantitate de 512.9 g/L,reprezentand 28.8% din total, fiind o valoare mai scazuta
decat valoarea proteinei din control; pentru 3 - caseina o cantitate de 233.6 g/L,
reprezentand 13.1% din total, avand o valoare mai mica in comparatie cu cea a proteinei
din control; pentru 8 - lactoglobulina o cantitate de 158.4 g/L, ceea ce reprezinta 8.9% din
total, valoare mai mica decat valoarea acestei proteine din control; pentru a -lactalbumina
o cantitate de 120.6 g/L,reprezentand 6.8% din total, indicand o valoare mai mare decat
cea a proteinei din control.

Analizand proba cu numarul 5 In acest studiu au fost notate urmatoarele valori:
pentru k - cazeina o cantitate de 63.6 g/L, ceea ce reprezinta 0.9% din total, aceasta
valoare fiind mai scazuta decat valoarea acestei proteine in laptele control; pentru a -
caseina o cantitate de 1773.3 g/L,reprezentand 24.3% din total, fiind o valoare mai scazuta
decat valoarea proteinei in laptele control; pentru - caseina o cantitate de 55.9 g/L,
reprezentand 0.8% din total , avand o valoare mai scazuta In comparatie cu cea a proteinei
din laptele control; pentru 8 - lactoglobulina o cantitate de 817.2 g/L, ceea ce reprezinta
11.2% din total, valoare mai redusa decat valoarea acestei proteine in laptele control;
pentru a -lactalbumina o cantitate de 647.9 g/L, reprezentand 8.9% din total,ceea ce
reprezintd o valoare mai mare decat cea a proteinei in laptele control.

Pentru fractiile proteice analizate in acest studiu, pentru proba 6 au fost obtinute
urmatoarele valori: pentru k - caseina o cantitate de 6.5 g/L, ceea ce reprezinta 0.1% din
total, aceasta valoare fiind mai scazuta decat valoarea acestei proteine in laptele control;
pentru a - caseina o cantitate de 2006.9 g/L,reprezentand 16.2% din total, fiind o valoare
mai scazuta decat valoarea proteinei in laptele control; pentru - caseina o cantitate de
59.1 g/L, reprezentand 0.5% din total , avand o valoare mai scazuta decat cea a proteinei
din laptele control; pentru 8 - lactoglobulina o cantitate de 176.4 g/L, ceea ce reprezinta
1.4% din total, cu o valoare mai mica decat valoarea acestei proteine in laptele control;
pentru a -lactalbumina o cantitate de 160.3 g/L,reprezentand 1.3% din total,ceea ce
reprezintd o valoare mai scazuta decat cea a proteinei in laptele control.

In cazul fractiunilor proteice luate in studiu, pentru proba 7 au fost obtinute
urmatoarele valori: pentru k - caseina o cantitate de 51.6 g/L, reprezentand 0.7% din total,
aceasta valoare fiind mai scazuta comparativ cu valoarea acestei proteine din control;
pentru a - caseina o cantitate de 276.4 g/L, reprezentand 3.8% din total, fiind o valoare mai
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scazuta decat valoarea proteinei din control; pentru - caseina o cantitate de 30 g/L,
reprezentand 0.4% din total , avand o valoare mai scazuta In comparatie cu cea a proteinei
din control; pentru 8 - lactoglobulina o cantitate de 14.4 g/L, ceea ce reprezinta 0.2% din
total, valoare mai redusa decat valoarea acestei proteine in laptele control; pentru a -
lactalbumina o cantitate de 403.2 g/L, reprezentand 5.6% din total, ceea ce indica o valoare
mai mare decat cea a proteinei din control;

In cazul probei cu numarul 8 au fost obtinute urmitoarele valori: pentru k - caseina
o cantitate de 250.8 g/L, reprezentand 1.9% din total, aceasta valoare fiind mai scazuta
decat valoarea proteinei din control; pentru a - caseina o cantitate de 2981.6 g/L,
reprezentand 26% din total, fiind o valoare mai scazuta decat valoarea proteinei din
control; pentru 3 - caseina o cantitate de 56.3 g/L, reprezentand 22.9% din total , avand o
valoare mai mica In comparatie cu cea a proteinei din control; pentru 8 - lactoglobulina o
cantitate de 312.1 g/L, ceea ce reprezinta 0.4% din total, valoare mai mica decat valoarea
acestei proteine din control; pentru a -lactalbumina o cantitate de 24.1 g/L, reprezentand
0.2% din total, indicand o valoare mai scazuta decat cea a proteinei din control.

Analizand rezultatele obtinute In acest studiu se evidentiaza faptul ca, fara echivoc,
cantitatea de proteina totala creste in laptele mastitic, indiferent de gradul de afectare a
mamelonului, asta desi productia totala de lapte per animal este mai redusa.

Tabel 3. Rezultatele analizei cantitative prezentate sub forma procentuala ale
amprentelor proteice pentru probele luate in studiu

Cod K- o- B- B- o- Fractii Fractii
proba | caseina | caseina | caseina | lactoglobulina | lactalbumina | proteice | proteice
% % % % % mici mari
<10kD >95kD
LC 10.8% 35.5% 32.4% 12.7% 3.4% 0% 0%
LM 0.4% 0.4% 0,2% 1.5% 0.2% 43.2% 3.2%
1 5,6% 2,4% 33.3% 31.9% 2.7% 0% 0%
2 0.4% 30.4% 24.6% 5.9% 7.6% 0% 0%
3 6.6% 6.6% 20.6% 28% 6.6% 0% 0%
4 0.7% 28.8% 13.1% 8.9% 6.8% 0% 0%
5 0.9% 24.3% 0.8% 11.2% 8.9% 0% 4.3%
6 0.1% 16.2% 0.5% 1.4% 1.3% 0% 0%
7 0.7% 3.8% 0.4% 0.2% 5.6% 22.7% 0%
8 1.9% 26% 22.9% 0.4% 0.2% 37% 2,8%

Desi continutul de proteina al laptelui depinde de foarte multi factori (de exemplu
furajarea, anotimpul etc.), mastita este, de asemenea, asociatd cu o crestere a
concentratiilor enzimatice, care va atrage dupa sine cresterea concentratiilor proteice.
Aceste proteine cu rol catalitic pot juca roluri semnificative in diagnosticul mastitei
subclinice. Dintre acestea se remarca principala enzima cazinolitica din lapte, plasmina,
care se gaseste in mod normal In cantitati mici in laptele neafectat. Plasmina este derivata
din plasminogenul care isi are originea in sange si ajunge probabil in lapte in cantitati mai
mari datorita unei perturbari ale epiteliului. Functia principala a acesteia in sange este
aceea de a contribui la dizolvarea cheagurilor. Activitatea crescuta a plasminei, care are o
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greutate moleculara de aproximativ 84 kDa, dar pe un gel de electroforeza se evidentiaza in
mai multe fractiuni proteice de 68, 46.2, 23.1 si cel mai important 12.3 kDa, este
identificata atat In laptele mastitic, cat si in laptele din lactatia tarzie. Fractiunea cea mai
mica a acestei enzime are aceeasi greutate moleculara cu a - lactalbumina (12,4 kDa), ceea
ce le face imposibil de diferentiat in cadrul unei astfel de analize. Plasmina este foarte
importantd, deoarece este capabila sa cliveze rapid a-cazeina in fragmente mai mici de y -
cazeina si polipeptida (peptone si proteo-ase) care apoi difuzeaza in zer, dar care in timpul
analizei efectuate pe laptele integral pot ocupa zona fractiunilor proteice mici. Pe de alta
parte aceste enzime, dar si alte proteine fara rol catalitic care sunt eliberate in lapte au, in
general, greutati moleculare mari, astfel ca vor fi vizibile in zona destinata lor si vor
constitui un plus destul de important in cresterea concentratiei proteice a laptelui (Figura
6). Desi o crestere a cantitatii de proteina totala in lapte nu poate fi Intotdeauna
considerata un marker al mastitei, totusi atunci cand aceste cresteri depasesc un procent
de 50% (in studiul de fata diferenta intre laptele control si cel mastitic a fost de 470%),
diagnosticul nu mai lasa loc de interpretare.

Tendinta In cazul tuturor probelor de lapte mastitic este aceea de a indica un
continut ridicat al materialului proteic, cu o scadere insa destul de drastica a procentelor
celor cinci proteine principale specifice laptelui.

Rezultatele analizei cantitative prezentate sub
forma procentuala ale amprentelor proteice
pentru probelor luate Tn studiu
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Figura 6. Reprezentarea grafica a concentratiei de proteina, exprimata in grame
pentru probele luate in studiu

O atentie deosebita a fost acordata si acelor fractiuni proteice care nu au putut fi
cuantificate dar au avut amprenta in analiza si anume fractiunile proteice mari cu greutate
moleculara de peste 95 kDa, precum si fractiunile proteice cu greutate moleculara mica,
sub 10 kDa. Kitul de analiza folosit in acest studiu, Protein80 kit este destinat analizei si
cuantificarii tuturor fractiunilor proteice cu greutati moleculare cuprinse intre 1,6 - 95
kDa. In masura in care probele analizate contin materiale de naturd proteici care depasesc
limitele mentionate, acestea sunt Inregistrate pe gelul de electroforeza si pe
electroforegrama, sunt adaugate la continutul total de proteing, insa nu sunt cuantificate

separat. Astfel, pentru proteinele din zonele cu greutate moleculara care depasesc limitele
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kitului de analizda au existat informatii despre greutatea moleculara, dar nu au fost
cuantificate. Totusi, simpla lor detectie a permis emiterea unor ipoteze cu privire la
concentratia in care acestea sunt intalnite In laptele mastitic. Datele obtinute in acest
experiment au evidentiat faptul ca in laptele provenit de la bovinele clinic sanatoase nu se
inregistreaza fractiuni proteice care si depiseasci limitele mentionate mai sus. In ceea ce
priveste laptele mastitic, din cele 18045.5 ng/ul, 9809 ng/ul sunt fractiuni proteice
incadrate in zona de greutati moleculare mici si, foarte probabil, sunt reprezentate de
proteine ce au suferit procesul de proteoliza, fiind fractionate in partii foarte mici,
pierzandu-si astfel proprietatile biochimice si implicit, functia metabolica. Tot In aceasta
categorie pot fi incluse si diferitele toxine secretate de acele microorganisme care produc
infectiile mastitice, care se acumuleazi in lapte. In ceea ce priveste fractiunile proteice
mari, aflate peste limita de detectie superioara a kitului folosit, este foarte posibil ca in
aceasta zonad sa fie detectate enzimele a caror activitate a fost identificata in laptele
mastitic. In urma obtinerii acestor rezultate se poate emite ipoteza conform cireia cele
cinci proteine importante ale laptelui se regasesc in cantitati reduse in mastita subclinica,
desi cantitatea de proteina este cu mult mai ridicata. Totodata prezenta produsilor de
proteoliza (fractiuni proteice cu greutati moleculare mici), cat si a proteinelor cu greutate
moleculara mare in lapte, reprezinta un indicator precis a instalarii starii patologice.

In urma efectudrii experimentelor descrise in aceast raport se pot extrage o serie de
concluzii si recomandari cu privire la schimbarile compozitiei proteice suferite de laptele
mastitic.

Tipul de analiza prezentata in aceasta lucrare - Electroforeza microfluidicd pe cip,
tehnologia Agilent, alternativa a metodei clasice de electroforeza a proteinelor — SDS-PAGE
(Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis), poate fi aplicata cu succes
pentru identificarea celor cinci proteine importante ale laptelui, fiind eficienta atat din
punc de vedere a timpului de executie dar, mai ales deoarece permite identificarea si
cuantificarea simultana a acestor proteine.

Continutul de material de natura proteica creste in laptele mastitic in proportii
foarte mari In comparatie cu laptele provenit de la animal clinic sanatos, In studiul de fata
inregistrandu-se o crestere de peste 470 %.

Cu toate ca laptele mastitic prezinta un continut ridicat de proteina, toate cele cinci
proteine importante ale laptelui: k - cazeina; o - cazeina; 8 - cazeina; 3 - lactoglobulina si a
- lactalbumina au Inregistrat scaderi de concentratie direct proportionale cu gradul de
avansare a infectiei.

Dintre aceste proteine se pare ca cele mai afectate sunt cele din grupa cazeinelor, in
special k - cazeina, care are si cea mai mare greutate moleculara.

Gradul de severitate al mastitei poate fi decelat in functie de aparitia fractiunilor
proteice cu greutati moleculare mici aferente produsilor de proteoliza si toxinelor, dar si a
proteinelor cu greutate moleculara mare care ar putea fi reprezentate tocmai de enzimele a
caror activitate in laptele mastitic este foarte ridicata.

In urma acestui tip de analiz3, nu a putut fi stabilit cu exactitate un factor care ar
putea fi folosit ca si marker al mastitei subclinice, insa au fost stabilite anumite conditii
care, cumulate, pot conduce la stabilirea precisa a diagnosticului: continut de proteina
foarte ridicat, scaderea concentratiilor celor cinci proteine principale specifice

11



4.4.3. Studiu privind evaluarea gradului de afectare oxidativa a principalilor bioconstituenti

laptelui, proces cumulat cu aparitia materialului de natura proteica cu greutati moleculare
mici si a celor cu greutati moleculare foarte mari.
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