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RESUMC

0 presente trabalho envolveu contagem global de ce-
Julas somaticas, teor de catalase, percentual de cloretos, pes-
quisa de potencial de hidrogenio e California Mastitis Test em
amostras de leite de vacas puras e mesticas de seis criatorios
em Minas Gerais onde se praticava ordenha mecanica e/ou manual,
em sistema de retiro modificado. Foram colhidas 1413 amostras
de leite em 196 vacas de um total de 532 pertencentes aos re-
banhos testados, das quais 390 (73,3%) se encontravam em lacta
cdo. Os animais foram categorizados em dois grupos: sem infec-
¢ao mamaria, de acordo com teste de Hotis e bacterioscopia ne-
gativos, e com infeccao atraveés de isolamento e identificacio
presuntiva de patogenos. Foram isolados a partir do teste de
Hotis, 256 microrganismos identificados presuntivamente, como
sendo: 208 Staphylococcus sp, 06 do género Streptococous, € 0S
42 restantes como bacilares. |

A contagem global de celulas somaticas e ¢ teor de
catalase sofreram variacoes significativas com relacdo ao es-
tagio da lactacdo e pelo manejo usualmente adotado no sistema
de retiro modificado.

As vacas que eram ordenhadas com bezerro "ao pé', e
que apos ordenha eram mantidas com os mesmos, apresentaram me-
nores indices de infeccao, teor de catalase e contagem de cé]g
las somaticas. Nos animais do grupo sem infecg¢ao foram obtidas
as seguintes medias ponderadas na fase intermediaria da lacta-
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cao: CGCS - 483.257/ml equivalente ao escore linear 5; teor de
catalase de 7,51; com relacao ao percentual de cloretos, 58,96% -
das amostras se encontravam dentro de indices normais e poten-
cial de hidrogenio de 6,54, Ja nos animais com infec¢cdo mama-
ria, os resultados foram os seguintes: CGCS - 547.109/m1 equi-
valente ao escore linear 5; teor de catalase de 9,91; em 57,46%
das amostras, os teores de cloreto estavam acima de 0,14% e o

pH apresentou o mesmo indice obtido em animais sem infecgdo, ou
seja 6,54.
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1. INTRODUCAD

Quando medidas de controle nao sao utilizadas ou o
sao inadequadamente, a mamite € a mais dispendiosa doen¢a dos
rebanhos leiteiros (NATZKE, 1981). BLOSSER (1979) declara que
0os prejuizos decorrentes da mamite, nos USA, no ano de 1976,
foram de aproximadamente 1,3 bilhoes de dolares, enquanto que
JASPER et alii (1982), calculam que as perdas causadas direta-
mente pela mamite sao de US$ 182 por vaca ou 2,0 bilhges, da-
dos tambem obtidos nos Estados Unidos da America (USA).

Existem mithares de trabalhos sobre mamite em seus
variados topicos e que vém sendo utilizados no Brasil, quase
sempre, sem qualquer modificagao ou adaptacao para o meio am-
biente a que se destinam. E, em sua quase totalidade, foram
realizados em ambientes totalmente diversos e em rebanhos su-
jeitos a outros tipos de manejo. Desta maneira, pareceu impro-
prio assimilar, sem adaptacao ou verificacao da valia, conheci
mentos obtidos em condicoes nao similares daque]as onde o pre-
sente trabalho seria desenvolvido. Em Minas Gerais predomina o
sistema criatorio caracterizado por RHOAD (1936), "onde o gado
@ mantido no pasto o ano inteiro, engordando e dando leite em
abundancia durante a estacdo das chuvas, perdendo peso e dimi-
nuindo a producdo durante o inverno ou estacdo seca. Ndo & pra
tica comum a preparacao de feno ou de qualquer outro alimento
para a seca. Para conveniéncia do manejo qrandes rebanhos sao
divididos em retiros e distribuidos pela fazenda. Cada retiro




tem uma cobertura simples e um curral, Este gado e trazido duas
vezes ao dia, de manha para a ordenha e a tarde para a separa--
¢ao dos bezerros ate a manha seguinte, quando, um a um, sio a-
marrados as maes, para a ordenha. Ent3o o bezerro & solto com
a vaca até a tarde. Desse método de manejo resulta uma relacdo
psicologica tdo estreita entre mde e filho, que as vacas ndo
“descem" o leite na auséncia de suas crias".

~ Sendo o leite produto de secrecdo fisioldogica anre-
senta variacoes fisico-quimicas durante a lactacdo. Como pro-
duto secretorio, destinado a nutrigdo do recém-nascido, a sua
composicao varia naturalmente de acordo com as necessidades do
individuo amamentado (ROGIK, 1943). Entretanto, ocorrem varias
mudancas na composicao do leite como decorréncia de processo
inflamatorio do ubere. '

As principais alteracoes nas caracteristicas fisi-
co-quimicas do leite podem ser utilizadas como indicadores do
estado de saude do uUbere, isto &, como métodos de diagndstico.
Entre estes, podem ser usados os seguintes:; contagem global de
células somaticas (CGCS); determinacdo da percentagem de clo-
retos; teor da catalase e concentracao de ions de hidrogenio
(pH).

0 numero de celulas somdticas, a percentagem de clo
retos e a catalase podem estar aumentados no periodo colostral,
no final da lactacao e nos casos de mamite. 0 pH do leite @&
mais acido na fase de colostro, sendo mais alcalino no final
da Tactacado e nas mamites, exceto quando estas sio causadas
por bacilares. Nestes casos o pH pode situar-se abaixo de 6,8.

Sao considerados leites normais aqueles que apresen
tem CGCS de ate 500.000 por ml, pH entre 6,5 e 6,8, percenta-
gem de cloretos entre 0,08 e 0,14 e liberagdo de oxigénio, ao
teste de catalase, de até 10% (SCHALM et alii, 1971).

A verificacao das alteracdes destes valores sao, en
tretanto, métodos indiretos de diagnostico, obviamente  menos
eficiente que os diretos os quais sdo capazes de visualizar o
agente causal. Isolamento e identificacdo de patdgeno &, sem
duvida, o metodo de certeza diagndstica.




Para os objetivos desta pesquisa, a identificacao
presuntiva dos agentes microbianos da mamite foi satisfatd-
ria, Tem~-se organizado esquemas praticos de trabalho, muitos
com base na sugestao de MURPHY (1956) que estabeleceu quatro
categorias de patSQenos, ou seja, Streptococcus agalactiae; ou
tros Streptococcus; Staphylococcus e bacilares, incluindo os
califormes e as Pseudomonus. .

0 presente trabalho objetivou determinar a contagem
global de celulas somaticas (CGCS}, o pH, o teor de catalase e
a percentagem de cloretos distribuidos de maneira mais aproxi-
mada possivel dentro das variacoes fisiologicas da lactacdo. Os
Tndices obtidos serdo correlacionados com a presenca de infec-
¢ao.




2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Contagem global de celulas somaticas e bacte-
rioscopia

0 encontro de celulas somaticas no leite & achado
considerado normal, dependendo de seu nimero. Entretanto cer-
tos cuidados devem ser observados quando interpretar cada re-
sultado, pois o numero de celulas somaticas pode ser influenw-
ciado por fatores como: infeccBes, estagio da lactacdo, numero
de lactacoes, estresse e problemas nutricionais (CONE, 1944,
NATZKE et alii, 1965 CULLEN, 1968; GIESECK & VAN HEEVER,
1974).

PRESCOTT & BREED (1910) idealizaram técnica rapida
para avaliar o numero de celulas somaticas existentes no lei-
te.

Ao examinar amostras de leite de 122 vacas conside-
radas sadias, BREED (1914) encontrou media de 868.000 celu-
las/m1. Relatou, ainda, ter obtido leite aparentemente normal
de uma teta que apresentava contagens de 54.000.000 leucoci-
tos/ml,

COPELAND & OLSEN (1926) encontraram uma media de
657.000 celulas por ml em amostras de Teite de 40 vacas consi-
deradas sadias.

Trabalhando com amostras de leite de vacas jovens
que se encontravam no estagio medio de lactac3o e com histori-




co negativo de infeccao de qualquer grau, CHERRINGTON et alii

(1933) utilizando a tecnica rapida de contagem de ce&lulas de

PRESCOTT & BREED (1910) e o método colorimetrico de BAKER &
VAN SLYKE (1919) para determinar a concentracdo de ions de hi
drogenio, encontraram, em média, 43,000 leucocitos por ml, com
o pH variando entre 6,6 a 6;8. Relatam, ainda, que de 758 con-
tagens de leucodcitos, aproximadamente, 90% das realizadas em
uberes sadios anresentavam menos de 50.000 leucdcitos/ml. Ja
nas amostras provenientes de Uberes doentes, apenas 1% conti-
nha menos de 1.000.000 leucocitos por ml.

HUCKER & UDALL (1933) afirmaram que contagem celu-
lar no leite, superior a 500.000 por ml, sempre indica condi-
cao anormal da lactacao ou patologica do Ubere.

WAYNE & MACY (1933) relataram contagens celulares

medias de 1.252.000 por ml, obtidas em 284 amostras de Jeite

consideradas normais. Nao descreveram os métodos utilizados pa-
ra determinacao da normalidade das amostras.

BRYAN (1941) considerou patogénicos estreptococos
que, a bacterioscopia, apresentem cadeias com mais de seis e-
lementos.

WAITE & BLACKBURN (1957) observaram, em estudos en-
volvendo 2.186 amostras de leite de animais sadios, provenien-
tes de 14 rebanhos comerciais de gado Ayrshire, pequeno aumen-
to na CGCS & nartir do 1009 ao 1709 dia (160.000 para 210,000}
e aumento mais acentuado entre 1709 a 2109 da Tlactacao (210, 000

para 400.000), No mesmo trabalho observaram aumento progressi-

vo na CGCS em relacdao ao numero de lactacdes.

FIGUEIREDO (1959) trabalhando com amostras de leite
de 129 vacas, considerou positivas aquelas que apresentavam
contagens de leucocitos acima de 500.000 por ml. No mesmo tra-
balho obteve uma concordancia de 85,18% entre bacterioscopia e
o exame bacteriologico nos casos positivos e 83,332 nos casos
negativos.,

BRAUND & SCHULTZ (1963) estudando os fatores fisio-
logicos e ambientais que poderiam afetar o CMT em condig¢oes de
campo, observaram o aumento de reac¢Oes positivas em animais que




produziam menos de 20 Tibras (7.465g) de leite/dia, concluindo
haver aumento progressivo na CGCS com o avanco da lactacao.

SILVA (1977) e FARIA (1981) utilizaram CGCS e bacte
rioscopia, como forma de diagnostico da mamite. O primeiro ob-
servou concordancia entre bacterioscopia e o exame bacteriold-
gico de 85,40% e 85,18%, respectivamente quando positivo e ne-
gativo, enquanto o segundo, por nao constituir objetivo especi-
fico, nao correlacionou,

MC DONALD & ANDERSON (1981) observaram média de
6x105 celulas/ml nos primeiros jatos de colostro pos-parto, com
diminuicao brusca ate o 109 dia de lactacdo onde o nimero de
calulas encontrado foi menor que 1x105 por ml,

HORVATH et alii (1981) trabathando com amostras de
leite obtidas de 52 vacas sadias em meia 1actacao, obtiveram
média de 253,6 x 10 celulas por ml, e, em animais que apre-
sentavam infeccOes por Streptococcus agalactiae (43) e Staphy-
lococcus aureus (45), o numero de cé&lulas foi superior a
500 x 105/m1.

JENSEN & EBERHANT (1981) trabalhando com quartos
nao infectados, encontraram media geometrica de 3,6 x 10° ce-
lulas por ml no ultimo dia da lactag¢ao, considerado por eles
como sendo o 459 dia antes do parto, e 2,8 x 10° celulas por
ml no 69 dia pos-parto.

KENNEDY et alii (1982) realizaram 133.493 contagens
de celulas somaticas em amostras de leite de 27.000 vacas ho
landesas, com os objetivos de avaliar as influéncias do meio-
ambiente atuando sobre os tipos de manejo, bem como do estagio
de Tactacao sobre o niumero de c€lulas, concluiram que as con-
tagens celulares foram menores no mes de maio, e que em dezem-
bro foram obtidos valores maximos. Este achado foi atribuido 23
mudanca de manejo que 05 animais eram submetidos devido as va-
riacoes climaticas. Pique maximo na contagem das células foi
observado apos o parto, declinando-se rapidamente até o 450 dia
de lactacao e elevando-se gradualmente ate o fim da lactacdo.
0 perfodo de menor numero de células no leite coincidia com o
pico da lactacao.




DOHOO & MEEK (1982) advertem quanto aos cuidados
que devem ser tomados ao se ihterpretar contagens elevadas de .
celulas durante as duas primeiras semanas de lactacao, em vir-
tude dos fatores fisiologicos atuantes nesta fase. Relatam
ainda, oue ao se considerar uma CGCS de 400,000 a 5,000.000 ce
lulas por m1 em amostras obtidas apos a fase de colostro como
provenientes de uberes sadios, corre-se o risco de ter como ba
se resultados falsos negativos. Recomendam a utilizacao de 1i-
miar de 300.000 celulas para este fim, apesar de se observar
contagens de ate 600.000 celulas ml em leite de vacas livres
de infeccao mamaria, mas com antecedentes de mamite.

ANDREWS et alii (1983) trabalhando com quatro re-
banhos comerciais formados por gado mesti¢o, durante um perio-
do de dois anos, observaram na CGCS medias geométricas de
147.000 e 556.000 celulas/ml em Gberes n3o infectados e infec-
tados, respectivamente.

OLNEY et alii (1983), OLNEY & MITCHELL (1983) e
OLNEY & SCOTT (1983) afirmam que flutuacgdes de vacuo, "over-
milking" e o ritmo do pulsador das ordenhadeiras mecinicas nio
irao causar aumento das celulas somaticas em vacas livres de
infeccao mamaria.

SHELDRAKE et alii (1983) determinando a concentra-
cao de celulas somaticas no leite de 60 vacas, durante 12 me-
ses, observaram, a partir dos dados obtidos, a existéncia de
relacao positiva significante entre a concentracio de celulas
somaticas e o numero de lactacdes, como tambem entre a concen-
tragcao de celulas somaticas e o estagio da lactacao. Confirmam
ainda, que a concentracao de celulas somaticas € alta durante
a primeira semana da lactacao, diminuindo no periodo medio e
elevando-se novamente no final,

A "National Dairy Herd Improvement Program Policy
Board" sugere adocao de metodos logaritimos capazes de padro-
nizar resultados de CGCS, denominados escores lineares (KIRK,
1984).

KIRK (1984) comenta conceitos sobre CGCS no leite,
destacando as vantagens do escore linear, quando da estimacdo




de perdas na producao de leite,
2.2, Catalase

0 teste de catalase foi primeiramente descrito por
TROMMSDORFF (1906).

Ao avaliarem o valor do teste de catalase na detec-
cao da mamite, GRATS & NARRAY (1912) afirmam que o mesmo apre-
senta boa acuidade se combinado com a contagem de leucocitos,
estando porem os resultados sujeitos a variacoes observadas
no periodo de lactacao.

ORLA-JENSEN (1921) afirma que o leite proveniente
de uberes, de vacas que estao se aproximando do final da lac-
tacao ou estao no periodo de colostro, irao 1liberar grande
quantidade de oxigenio que sera facilmente detectado pelo tes-
te de catalase, |

HUCKER et alii (1932) afirmam ser o teste de cata-
lase metodo excessivamente preciso na deteccdao de vacas que
abrigam infeccoes ativas no Ubere, |

HUCKER (1933) relata ser o teste de catalase alta-
mente eficiente na deteccao de mamites clinicas e sub-cl7nicas.

Comparando algumas tecnicas para determinar o con-
teudo de catalase em leite, SPENCER & SIMON (1960) observaram
ser a mais pratica aquela executada em tubos invertidos com
tampa de rosca.

SCHALM et alii (1971) consideram como normais Jlei-
tes que apresentem liberagao de oxigénio de ate 10%.

Revisando alguns metodos para deteccao de leites a-
normais, GORDON et alii (1980) afirmam que o conteltdo de ca-
talase em leites normais e baixo, isto &, liberacao de oxige-
nio de ate 10%, exceto no comeco e fim da Tactacdo ou quando o
conteudo de celulas somaticas & superior a 500.000 por ml.

2.3. Cloretos

Durante os anos de 1932 e 1933, SHARP & STRUBLE (1934 )




realizaram titulagoes de cloretos em 326 amostras de leite de
vacas dJersey, Guerhsey e Holandesas, observando QUe os clore- -
tos no leite de vacas sadias declinavam muito rapidamente du-
rante os primeiros dias da lactacdo, atingindo niveis minimos,
aumentavam levemente ate o terco medio da lactacao, para entido
aumentarem rapidamente durante o Ultimo més; marcado aumento
nos cloretos do leite era observado quando a producao leiteira
diaria de vacas Jersey e Guernsey era menor que 6.804 q. Leite
de vacas holandesas tendem a ter mais cloretos do que leite de
vacas Jersey e Guernsey. A gestacao exerce tendencia negativa
sobre o aumento de cloretos na 1aétac§o seguinte.

HUCKER (1933) afirma que todo Tleite que apresente
percentagem de cloretos acima de 0,14 & derivado de lberes in-
fectados,

MERCHANT & PACKER (1945) consideram como normais
leites que apresentem conteudo de cloretos entre 0,08 e 0,14%.

SCHALM et alii (1971) afirmam ndo existir diferen-
cas significativas entre o conteudo de cloretos no leite de di
ferentes racas, fornecendo a media encontrada nas racas holan-
desas, 0,139%; Ayshires, 0,126%; Jersey, 0,125% e Guernsey,
0,124%.

2.4. Potencial de hidrogenio (pH)

BAKER & VAN SLYKE (1919) utilizaram, pela primeira
vez, o teste de bromocresol pirpura como método de diagndstico
de mamite.

Em estudos envolvendo 1019 amostras de leite fresco
de 40 vacas, PROUTY (1934) observou média de pH entre 6,3 a
6,8.

JENNESS & PATON (1959) afirmam que 1leites com pH
inferior a 6,5 indicam a presenca de colostro ou contaminacdo bac
teriana excessiva.

Amostras de leite que apresentaram valores de pH en

tre 6,5 a 6,8 foram consideradas normais por SCHALM et alii
(1971).
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RODRIGUES et alii (1972} obtiveram em vacas primy-

paras ate o quarto dia de colostro, média de pH abaixo de 6,5°

(variando de 6,29 no primeiro i 6,49 no quarto dia), do quinto
ao 159 dia os valores permaneceram dentro da faixa considerada
normal, ou seja, 6,5 a 6,7, valores estabelecidos por JENNES &
PATON (1959).

HORVATH et alii (1981) trabalhando com animais Hols
tein Friesian e Hundarian Red-Pied, sem 1nf1amacao da glandula
mamaria, e com animais 1nfectados por Streptococcus agalactiae
@ Staphylococcus aureus, obtiveram as seguintes médias de pH:
6,66, 6,98 e 6,80, respectivamente.

2.5. Estudos comparativos dos testes utilizados

Em estudo comparativo entre a reacio de azul de
bromotimol, teste de catalase e contagens de -1euc6citos, rea-
Tizados em 1019 amostras de leite provenientes de 40 vacas em
estagio medio de 1actac50, considerando como valores normais
pH entre 6,3 a 6,8 e liberacao de oxigeénio no teste de catala-
se ate 1,5cc, PROUTY (1934) obteve as seguintes medias de con-
tagem de leucocitos: 255,000 por ml em 870 amostras de leite
provenientes de 31 vacas livres de mamite; 208,000 por ml em
850 leites que reagiram negativamente ao teste de azul de bro-
motimol, e 151.000/m1 em 654 amostras que apresentavam indice
de catalase menor que 1,5cc,

Em pesquisa envolvendo 19 vacas em estigio médio de

lactacao, HALVERSEN et alii (1934) concluiram: contagens  de
leucGcitos acima de 100,000 por ml e bom indicador de infeccio
de uberes; devido a facilidade de execucao e a relativa confia
bilidade do teste de catalase, fazem com que este seja reco-
mendado como de rotina na deteccdo da mamite; que o teste para
deteccao de cloretos no leite & éimp1es e de facil interpreta-
¢ao, sendo geralmente positivo nos casos de mamite aguda, mas
apresentando resultados contestaveis nos casos de mamite sub-

c1inica; que a utilizacio do teste de concentracao de ion de
hidrogenio (pH) tem méritos limitados na deteccdo de infecces
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de Gbere de vacas, porque a variacdo existente nas reacoes, en

tre leite proveniente de uibere normais e de Uberes que apresen -

tem mamite sub-clinica, nao tem consistencia e nem s3ao bastan-
te amplas para permitir interpretacao acurada.

MILLER & KEARNS (1967) comparando o teste de CMT
com a CGCS obtiveram os sequintes resultados: CMT negativo em
contagens de ate 500,000 celulas por ml houve concordancia de
89,9%; CMT positivos a partir de uma cruz, em contagehs celula
res acima de 500.000, concordancia de 83,8%; CMT com resulta-
dos de uma, duas e tres cruzes concordaram com a pré-graduacao
estabelecida para as classes em 56,6%; 48,9% e 66,3%, respecti
vamente.

Utilizando o teste de CMT como método de diagnosti-
co de mamite bovina, SCHALM et alii (1971) e PEARSON et alii
(1974) observaram reacoes negativas em amostras de leite pro-
venientes de uberes infectados,

Em estudos comparativos entre CMT, contagem de leu-
cocitos, pesquisa de cloretos e exame bacteriologico, com )
objetivo de verificar o percentual de concordancia entre estes
métodos utilizados no diagndstico da mamite sub-clTnica em bo-
vinos, NADER FILHO et alii (1983) afirmam que tendo como refe-
rencia o0 exame bacteriologico, a contagem de leucocitos foi a
prova que apresentou maior concordancia (87,5%), seguido pelo
CMT (85,7%) e pesquisa de c]oretos-(S0,0%). No mesmo trabalho
observou que a contagem de leucocitos concordou com a pesquisa
de teor de cloretos em 55, 36%,
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Rebanhos utilizados

0s rebanhos utilizados nesta pesquisa foram concei-
tuados como agrupamento de animais submetidos as mesmas condi-
¢oes ambientais e manejo assemelhado. Foram divididos em tres
categorias, de acordo com o grau de sangue e o tipo de ordenha
adotado.

Primeira categoria - animais puros de origem ou pu-
ros por cruza, de racas europeias, submetidos a ordenha meci-
nica.

Sequnda categoria - animais mesticados com racas
leiteiras europeias (1/2 sangue ou mais), em ordenha mecinica.

Terceira categoria - animais mesticos, sem grau de
mesticagem determinado, ordenhados manualmente, com bezerro
presente ao tado da vaca durante a ordenha ("ao pe").

Os animais da primeira categoria pertencem a Fazen-
da Jatoba, situada no municipio de Pedro Leopoldo. Nesta pro-
priedade foram trabalhados 57 animais dos 96 que se encontra-
vam em lactacao. 0 total do rebanho era de 130 fémeas.

Na segunda categoria foram inciuidos animais per-
tencentes a Fazenda Campestre, localizada no municipio de Ves-
pasiano. Nesta propriedade, com rebanho de 85 vacas, foram tra
balhados 48 animais dos 63 em lactacio.

As vacas agrupadas na terceira categoria foram ob-
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tidas ém quatro propriedades distintas, a seguir mencionadas:
Fazenda Natividade, municipio de Florestal; Fazenda Retiro das -
Estrelas, municipio de Prudente de Morais; Fazenda Soledade,
municipio de Sabara e Fazenda Modelo situada em Pedro Leopol-
do, onde foram trabalhados animais que se encontravam em lacta
¢ao nas proporcoes respectivas de: 16:75; 11:39; 18:57 e 46:60.
0 total de vacas destas propriedades era de: 108, 59, 70 e 80
respectivamente, das quais 91:317 foram trabalhadas.

As vacas tambem foram agrupadas de acordo com o es-
tagio da lactag¢do em que se encontravam, a saber:

a) estagio inicial da lactagdo, compreendendo a fa-
se de colostro (um a sete dias pos-parto); ¢/

b) estagio crescente de producdo, o qual, nesta pes
quisa, inicia-se apos o periodo de colostro, findando quando &
atingida a maior producao diaria (pique da lactacido);

c) estagio decrescente de producdo, iniciando-se a-
pos o pique de lactacdo e estendo-se até o infcio do periodo de
secagem (lactacao decrescente), e

d) estagio final da lactacao eqtlivalente aos presu-
miveis uUltimos dias da lactacdo (perTodo de "secagem", em tor
no de quatro semanas).

3.2. Manejo

Os 57 animais da primeira categoria eram mantidos
estabulados recebendo silagem de capim e milho e, no momento
da ordenha, sunlementados com racao comercial, de acordo com a
producao leiteira. Estes animais produziam, em media, 19,37
litros de leite/dia, em trés ordenhas. No momento da ordenha
tinham os Uberes lavados com agua corrente e em seguida enxu-
‘gados com toalha de pano de uso coletivo, ndo sendo precedido
desinfeccdao prévia da glandula mamaria. Através da coadura do
leite, em caneca telada, rotineiramente executada, possiveis
alteracoes fisico-quimicas do mesmo poderiam ser detectadas. A-
pos a ordenha, as tetas eram imersas em solucio desinfetante, 3
base de Iodofor ou de produtos contendo cloro. Os bezerros e-
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ram separados das maes desde o nascimento, ap0s mamarem o CO-
lostro, nao mantendo contatos fisicos ou visuais com as mesmas -
durante as ordenhas.

As vacas em numero de 48 da segunda categoria, man-
tidas a campo, recebiam no momento da ordenha, suplementacao a
limentar atraves de racao comercial, de acordo com a producao.
Produziam em media, 11,32 litros leite/dia, em duas ordenhas.
A deteccao de alteracoes ligadas ao estado fisico do leite e
possivelmente indicadores de mamite, a desinfeccao das tetas
pos-ordenha e o manejo com os bezerros eram realizados da mesma
forma que na primeira categoria.

Os animais da terceira categoria, mantidos em regi-
me de campo, nao recebiam suplementacdo alimentar no momento
da ordenha. Os bezerros durante a ordenha eram contidos junto
as maes, apos terem sugado as tetas, para a "descida do leite".
Apos a ordenha, eram soltos com as vacas, sendo apartados no
fim do dia. Nas propriedades em que se realizavam duas orde-
nhas diarias, os bezerros apos a primeira ordenha eram recolhi
dos em pastos separados ate a ordenha realizada na parte da
tarde, e entdo sequiam a rotina das outras propriedades desta
categoria. Nenhum teste era adotado para deteccdo de altera-
coes fisico-quimicas do leite. A producio média global de lei-
te/dia das 91 vacas desta categoria era de 603.10 1 e a media
ponderada individual de 6,63 litros/dia, obtidas em epocas di-
ferentes. Por propriedade, a producao media individual foi: Fa
zenda Natividade, 8,0; Retiro das Eétrelas. 10,81, Soledade, -
3,30 e Modelo, 6,45 litros; sendo que nas duas primeiras pro-
priedades eram realizadas duas ordenhas e, nas duas uUltimas, a
penas uma.

Em sintese, a pesquisa envolveu seis rebanhos com
producao media ponderada individualmente de 11,48 litros/dia e
global de 2.250,46 litros leite/dia. Estes dados se referem a
196 vacas e correspondiam a 52,25% das 390 vacas encontradas em
lactacao. 0 total de femeas existentes nos rebanhos onde a pes
quisa se desenvolveu foi de 532, das quais 36,84% foram traba-
Thadas.
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3.3. Determinacd@o do numero de amostras a serem co-
Thidas

Para determinar o tamanho da amostra foi utilizado
como base de calculos a variabilidade existente em contagens
globais de celulas somaticas. Os dados utilizados foram obti-
dos de trabalhos de pesquisa realizados em condicoes ambien-
tais assemelhadas (FARIA, 1981). |

A expressao utilizada para o calculo € a que se se-
gue, sugerida por LOYOLA (1985)

n =52 , 72
L2

onde:

n = numero de amostras

S2= variabilidade

Z2= grau de confianga (5%)
L2= precisao {15%)

As unidades de estudos adotadas foram tetas de va-
cas, tendo sido trabalhadas 1.413 tetas de 196 animais, dos
quais 164 foram testados uma ou mais vezes, com espaco entre
cotheitas de, % minimo, oito dias. A distribuicdo de amostras
por categoria e fase de lactacdo & apresentada na TAB. I.

3.4. Colheita de amostras

Todas as colheitas foram realizadas imediatamente
antes da 12 ordenha, ou, no minimo, seis horas apos. As amos-
tras foram colhidas apos lavagem dos iUberes com agua e deter-
gente, secagem com toalhas de papel, seguida de desinfeccio das
tetas com solucdao alcool-iodada a 10%. As amostras da primeira
e segunda categorias eram colhidas apos a realizacao do teste
de CMT que utilizava os treés primeiros jatos de leite. As da
terceira categoria apos os bezerros sugarem as tetas ("pojo").
Estas succoes eram controladas de maneira que fossem rapidas e
realizadas nas quatro tetas, uniformente. Tubos de vidro, es-
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tereis, de boca larga e com tampa de rosca, foram utilizados nas
colheitas. As amostras, em torno de 40 m], eram enviadas ao la-
boratorio num prazo maximo de duas horas, sem refrigeracao.

3.5. Metodos

3.5.1. Contagem global de celulas somaticas (CGCS)
e bacterioscopia

Os esfregacos de leite foram feitos de acordo com a
tecnica de PRESCOTT & BREED (1910), modificada em sua area de
esfregaco por FIGUEIREDO (1957), sendo em sequida coradas pe-
lo metodo de NEWMAM, modificado por CHARLETT (1954). 0s resul-
tados sao registrados em numero de c&lulas somaticas por ml e
transformados em escores lineares (KIRK, 1984).

Simultaneamente & CGCS foi realizda bacterioscopia
onde se procurava verificar a presenca de possiveis agentes pa
togenicos, registrando-se sua morfologia. Cocos com mais de
seis elementos em cada cadeia eram considerados patogénicos
(BRYAN, 1941).

3.5.2. Determinacao do teor de catalase

A tecnica utilizada foi a recomendada por SPENCER &
SIMON (1960) onde, em tubos de vidro com tampa de rosca, com
capacidade de 15 ml, & adicionado | ml de agua oxigenada a 3%
(10-12 volumes) e 9 m] de leite. Em sequida, adiciona-se agua
destilada atée aue esta comece a transbordar. A tampa & coloca-
da algo frouxa e o tubo invertido durante o tempo de incubacdo,
que & de trés noras a temperatura ambiente. A leitura & dada
em milimetros de Uy retido no tubo, admitindo-se como positivo
o percentual de retencao acima de 10.

3.5.3. Determinacao de percentagem de cloretos

A determinacao de cloretos presentes nas amostras de
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leite foi realizada de acordo com a tecnica adotada por MERCHANT

& PACKER (1934) onde 1 ml de leite e 5 ml de solucﬁo-de nitra- -

to de prata (11,3415 ¢/1), sdo depositados em tubos com tampa
de rosca com capacidade de 10,0 mI, Em seqguida adiciona-se duas
gotas de solucdo de cromato de potassio (10g/100m1). Agita-se
vigorosamente e procede-se a leitura imediatamente. A troca
de coloracao de marrom tijolo para amarelo indica positivida-
de.

3.5.4. Determinacdo do potencial de hidrogénio (pH)

Para este fim, utilizou-se medidor port5t11(1) sen-
do o pH determinade imediatamente apdos a colheita das amos-
tras, isto e, ainda no campo.

3.5.5. Teste de Hotis

Em tubos de vidro, com tampa de rosca com capacida-
de de 15 ml, foram distribuidos 0,5 ml de solucido de bromocre-
sol purpura a 0,5%, estéril, a qual se adicionou 9,5 ml de Tei
te, segundo HOTIS & MILLER (1936), MILLER (1943) e padroniza-
cao adotada por SCHALM (1948). A Teitura foi realizada apos a
incubacgio 3 379 por 18-24 horas, A viragem da coluna, aliada
a presenca de colonias bacterianas agrupadas na parede e/ou no
fundo do tubo, e interpretada como prova positiva.

3.5.6. Isolamento e identificacao

As amostras com resultados estreptococos positivos
a prova de Hotis e/ou a de bacterioscopia, eram semeadas em
Bacto Azide Blood Agar Base(z) enriquecido com 5% de sangue de
carneiro desfribinado, onde se fez o isolamento de coldnias pre
suntivas. Em seguida foram submetidas ao teste de CAMP (CHRISTIE
et alii, 1944).

(1) - ANALION, mini pH, metro, PM 603
(2) - DIFCO Laboratories-Detroit. Michigan 4822 - USA.
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As amostras de leite com resultados positivos a pro

va de Hotis ou a de bacterioscopia gquanto a presenca de estafi .

~—
—

)

lococos foram semeadas em Bacto Baird Parker Agar Base s 2
crescido de Bacto Ey Tellurite Enrichment(1), para verificacao
presuntiva de estafilococos coagulase positivos. As colonias
caracteristicas (colonias pretas brilhantes, circulares, con-
vexas, rodeadas por uma zona opaca e outra clara), foram trans
feridas para Bacto Brain Heart Infusion Broth (1) e incubadas
a 37°C, por 24-88 horas. Apds o crescimento, procedija-se a pro
va de coagulase, conforme descrita por CHAPMAN et alii (1941 )
e adotada por SCHALM (1948).

3.65.7. California Mastitis Test (C.M.T.)}

0 teste foi realizado antes de todas as colheitas,
obedecendo a tecnica descrita por SCHALM & NOORLANDER (1957},
com registros na ficha geral de controle de dados.

0 ccnjunto de testes aqui descritos possibilita a i
dentificacao presuntiva dos patogenos especificos da mamite bo
vina e se prestam as finalidades deste trabalho.

3.6. Analise estatistica

0s dados foram analisados pelo metodo de quadrados
minimos, com numeros desiguais nas sub-classes, descritos por
HARVEY (1975), com auxilio de computador.

0 método matematico utilizado foi o que se segue:

Yijkl = u+Ai+Bj+Ck+AB (1j)+AC(1k)+BC (jk)+bl . (x-x)+b2. (x2-x}+Eijkl
Onde:

Y = valor observado para os elementos de estudo (CGCS, catala
se, pH, cloretos)
u = media geral

(1) - DIFCO Laboratories-Detroit, Michigan 4822-USA




Ai
BJ
CK
AB
AC
b1

h2

Eijkl

efeito
efeito
efeito
efeito
efeito
efeito

da
da
da
da
da
da
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categoria i

categoria J

identificacao K

interacao da categoria i x fase j

interacao da categoria i x fase k

regressao linear da producdo de leite nas carac

teristicas estudadas

efeito da regressao quadratica da producao de leite nas
caracteristicas estudadas
= erro aleatorio (0,05%).
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4, RESULTADOS

As caracteristicas referentes aos rebanhos trabalha
dos, nimero de visitas e nimero de amostras colhidas sio apre
sentadas nas TAB, [ e II.

0s dados obtidos referentes a CGCS em amostras de
leite de vacas, sem ou com infecgao mamaria, sao apresentados
nas TAB., TII e IV, respectivamente.

Os percentuais de catalase obtidos de amostras de
leite de vacas, sem ou com infeccdo mamaria, sdo agrupados res
pectivamente, nas TAB, V e VI,

Os teores de cloretos apresentados na TAB, VII, re-
ferem-se a amostras de leite de vacas, sem infec¢cdo mamaria, e
0s apresentados na TAB. VIII referem-se as amostras de vacas
com infecgao.

As medias de pH em amostras de leite, de vacas sem

infeccao, estao resumidas na TAB. IX, e as de vacas com infec-
¢ao na TAB. X.

Os resultados apresentados na TAB. XI mostram a cor
relacao dos graus de reacao do CMT com o pH e com CGCS, em a-
mostras de leite onde a bacterioscopia e o teste de Hotis fo-
ram negativos.,

Na TAB. XII sao agrupados os resultados da correla-
¢ao dos graus de reacao do CMT com pH e com CGCS, em amostras
de leite, onde o isolamento de patogenos e o teste de Hotis fo
ram positivos.
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Com relagao as analises de variancia realizadas a-
traves do metodo de quadrados minimos, propostos por  HARVEY .
(1985) observa-se que: a categoria dos animais, a fase de lac-
tacao e as interacoes categoria dos animais x fase da lactacao
e categoria dos animais x presenca de patdgenos, influenciaram,
significativamente nos resultados da contagem global de celu-
tas somaticas. A categoria dos animais, a fase da lactacao e
as interacoes, categoria dos animais x fase de lactacao, fase
da lactacao x presenca de patogenos, apresentaram influéncia sig
nificativa nos resultados da prova de catalase, o que ndo 0-
correu com as variaveis presenca de patogenos e a interacio ca
tegoria dos animais x presenca de patogeno. Na prova de clore-
tos, as variaveis analisadas nao demonstraram influenciar, sig
nificativamente, os resultados obtidos. Tiveram influéencia sig
nificativa nos resultados do teste de pH, a categoria dos ani-
mais e a fase de lacta¢do, o mesmo ocorrendo quanto as intera-
¢oes, categoria dos animais x fase da lactacdo e categoria dos
animais x presenca de patogenos. Os resultados foram inversos
com relacao as variaveis presenca de patOgenos e a interacao
x presen¢a de patogeno.

Representacdo grafica da correlacao das caracteris-
ticas e metodos de diagndosticos empregados, & apresentada na
FIG. 1.

Quanto as provas de isolamento e identificacdo de
patogenos, foram observados os seguintes presumiveis resulta-
dos:

. Teste de Hotis: em 208 amostras as caracteristicas
indicavam microrganismos do género Staphylococcus; 06 outras
se enquadravam no genero Streptococcus, enquanto que caracte-
risticas proprias de microrganismos do grupo designado como
bacilares foram observadas em 42 amostras de Teite.

Nos meios seletivos os resultados foram:

. Agar Baird-Parker ~ foram isolados Staphylococcus
sp em 170 amostras de leite, dos 208 positivas ao teste de Ho-
tis.

. Agar Azide Blood - em todas as amostras Hotis po-
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sitivo para Streptococcus sp, foi possivel isolar o patdgeno.

Aos testes confirmatorios realizados, os resultados .

foram:

. Prova de coagulase - de 170 isolamentos dos 208
testes de Hotis positivos, 12% amostras secretaram estafiloco-
agulase. As demais 41 eram negativas ao teste.

. CAMP teste - Teitura negativa na totalidade das a-
mostras de Streptococcus sp testadas.
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5. DISCUSSAD

5.1. Caracteristicas das propriedades, amostragem e
contagem global de ceélulas som3ticas

As propriedades trabalhadas nesta pesquisa foram se
lecionadas por atenderem a alguns pontos basicos. Assim, 0s
rebanhos se caracterizam por destinarem-se, unicamente, a pro-
ducao leiteira e o manejo adotado representava, o encontrado
em Minas Gerais, onde o sistema de ordenha manual € o mais uti
lizado.

Nas fases iniciais do trabalho, isto e, nas primei-
ras visitas as propriedades, os animais envolvidos na pesquisa
foram escolhidos ao acaso. Posteriormente, embora a escolha
permanecesse aleatdria, os animais foram categorizados segun-
do a fase de lactacao. Isto se tornou necessario para cons-
truir categorias ou classes de animais aproximadamente equa-
veis.

0 numero de animais trabalhados foi determinado pe-
lo tamanho do rebanho, pelo niumero de animais em lactacio e a
disponibilidade de rebanhos para cada categoria, conforme ante
riormente descrito em Material e Metodos e TAB. I e II. Dos
seis rebanhos pesquisados, quatro se encontravam na terceira
categoria que corresponde ao tipo de manejo mais encontrado em
Minas Gerais, isto e, as vacas s3ao ordenhadas com bezerros "ao
pe", partindo estes com as miaes, apds a ordenha, para os pas-
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tos.

Ma bacia leiteira de Belo Horizonte, area onde se
desenvolveu o trabalho, existem variacoes de raca, desde o cha
mado "pe duro" ao puro de origem, importado. Predominam os mes
ticos zebu-holandes, denominado comumente gir-holando. 0 mane-
jo adotado, popularmente chamado "sistema de retiro",  mostra
amplas variacoes, desde modernas instalacoes de ordenha mecani
ca ate a retirada do leite, manualmente, com o bezerro ao pe
da vaca, caracteristica classica do sistema de retiro. A roti-
na pos-ordenha variava desde a manutencio dos bezerros em abri
gas ou pastos separados, sem contato algum com as vacas apos a
ingestao do colostro, atée a liberaciao de bezerros junto com as
maes durante o restante do dia. Onde havia duas ordenhas dia-
rias, realizadas manualmente, os bezerros eram mantidos separa
dos das vacas entre a primeira e segunda ordenhas,sendo entdo
liberados com as maes para pastejo por algumas horas antes da
separacao, ao anoitecer.

A inexistencia de registros adequados, principal-
mente nas propriedades de ordenha manual onde predominava 0
sistema de retiro classico, dificultou a perfeita limitacio das
fases da lactacao. Parte destas informacoes estdao incluidas na
TAB. II onde se procurou tornar intelegivel esta categorizacao.

Nas seis propriedades trabalhadas os rebanhos va~
riam de tamanho e pureza de sangue leiteiro (TAB. I). A maior
diversificacao de manejo ocorreu na primeira categoria, onde
0s animais eram mantidos estabulados., As variacdes de manejo,
obviamente, influenciam na génese e desenvolvimento da mamite.
Isto ocorreu na presente pesquisa onde as contrastantes formas
de manejo influenciavam no estimulo neuro-hormonal da "“desci-
da do leite" e na higiene da propria ordenha.

Nao foi possivel a colheita do numero ideal de a-
mostras de leite na fase inicial da Tactacdo em virtude do pe-
riodo de duracao desta fase, em torno de sete dias, e as ve-
zes bastante reduzido. Aliado a isto, ha que computar as natu-
rais dificuldades de comunicacdo entre as fazendas e a Escola.
De 105 amostras colhidas na fase inicial, somente 11,43% pude-
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ram ser obtidas de rebanhos onde se praticava ordenha manual. 0

sistema de manejo destas propriedades prejudicava a amostragem, -

principalmente pela falta ou deficiencia no registro de cobri-
¢oes, o que impossibilitava o conhecimento previo da epoca mais
aproximada do parto.

A presenca de microrganismos morfologicamente simi-
lares a patoaenos habitualmente encontrados infectando a glan-
dula mamaria, era registrada em laminas coradas pela técnica
de CHARLETT, a qual possibilita facil verificacao por possuir
coloracao diferenciada.

Varios pesquisadores tém utilizado a CGCS e bacte-
rioscopia como elementos uUteis ao diagnostico da mamite por
possibilitar direta associacao do grau de irritacdo da glandu-
la mamaria e a presenca de possiveis patdgenos. Neste trabalho
foi seguido o mesmo criterio, anteriormente utilizado entre ou
tros por FIGUEIREDO (1957), SILVA (1977) e FARIA (1981).

As pesquisas desenvolvidas por SILVA (1977) demons-
traram que a bacterioscopia €& prova que merece bastante confian
¢a, pois encontrou concordancia de 85,40% com o exame bacterio
logico positivo e 85,18% com resultados bacteriolggicos negati
vos. Tambem NADER FILHO et alii (1983) reqistraram concordin-
cia de 87,5% entre contagem de leucocitos e exame bacteriologi
co, confirmando a eficiéncia desta prova,

As variacoes das medias obtidas nas CGCS de amostras
de leite de vacas que nao apresentavam sinais de infeccao da

glandula mamaria (TAB. III) categorizadas frente aos resulta-

dos obtidos de CMT, bacterioscopia, teste de Hotis, isolamento
e identificacao presuntiva, mostram a influéncia que o tipo
leiteiro, o manejo adotado e a fase da lactacao exercem sobre
as mesmas, concordando com as afirmacoes de CONE (1944), NATZKE
et alii (1965), CULLEN (1968), GIESECK & VAN HEEVER (1974),
DOHOO & MEEK (1982) e SHELDRAKE et alii (1983). As menores me-
dias de contagem, em vacas sem infeccac mamaria foram verifica
das com gado mesti¢o em ordenha manual e submetidos ao sistema
de retiro modificado, (terceira categoria), exceto na fase in-
termediaria crescente da lactacao onde a menor média foi assi-

_
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nalada na primeira categoria, animais puros de origem ou puros
por cruza, em ordenha mecanica (TAB., IIl}. Nao foi possivel ob °
servar éom seguranca, tais achados, Talvez o aumento crescente

da ginastica funcional exercida manualmente, ligada ao aumento

da producdo, isto &, aumento do esfor¢o na ordenha manual rea-

Jizado pelo retireiro, possa ser a causa responsavel., Tal va-

riacao de esforc¢os ndao ocorre por parte da maquina de ordenha,

que, com padrdao pre-determinado e nao influenciado pelo volu-

me da producao, nao transfere qualquer aumento de esfor¢co  de

ordenha as vacas em fase crescente de producdo.

Os trabalhos de OLNEY et alii (1983), OLNEY &
MITCHELL (1983) e OLNEY & SCOTT (1983) assinalaram possivel
superioridade da ordenha mecanica sobre a manual, pois nao re-
gistraram aumento de celulas somaticas em vacas livres de in-
feccao mamaria quando submetidas a alteracoes de vacuo ou do
ritmo do pulsador da ordenha mecanica e de "overmilking".

Poder-se-ia justificar as menores medias encontra-
das pela maior permanencia do bezerro com a vaca, possibilitan
do "mamadas" em maior numero e intensidade, concorrendo para a
eliminacao do indesejavel leite residual. Este detalhe e impor
tante na genese e desenvolvimento de infecg¢ao da glandula mamd
ria. 0s achados revelaram menor indice de infeccdo na terceira
categoria, ou seja, 8,75% de infeccao nas tetas testadas, con-
tra 15,32% na primeira e 19,92% na segunda categoria.

Talvez o numero relativamente pequeno de amostras
testadas possa nao expressar a realidade. Sem divida, o nio
acompanhamento das fases clinicas de eventuais infeccdes mama-
rias, venha dificultar discussao mais profunda do que realmen-
te ocorre no sistema de retiro.

A contagem elevada de celulas somaticas encontradas
na fase inicial da lactacao, da primeira e segunda categorias
de animais, confirma as afirmacoes de DOHOO & MEEK (1982) e
KENNEDY et alii (1982). A menor contagem observada na mesma fa
se da terceira categoria, onde se praticava ordenha manual, era
esperada. A presenca constante do bezerro com a mae justifica
tais achados, devido a maior drenagem do leite produzido.
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Ha uma grande variacdao quanto as médias de células
somaticas encontradas em uberes sadios. As medias registradas -
por varios autores retacionados na TAB, XIII, variam de 50.000
a 1.252.000 para animais sem infeccao da glandula mamaria, 0
que mostra a dificuldade de interpretacao. Estas dificuldades
se acentuam quando pesquisadores como WAYNE & MACY (1933)
que registraram a maior contagem celular para animais suposta-
mente com OUberes sadios nao indicam as tecnicas obedecidas.

0s autores arrolados na TAB. XIII, exceto WAYNE &
MACY (1933), obtiveram medias inferiores as encontradas na fa-
se intermedi3aria crescente da terceira categoria, formada por
animais mesticos em ordenha manual., Todos estes dados se refe-
rem a CGCS, obtidos em animais sem infeccdao da glandula mama-
ria, embora possa ter havido antecedentes de mamite, o que os
valorizam bastante,

Com relacao a fase intermediaria decrescente, a mé-
dia obtida na primeira categoria ultrapassa o estabelecido pe-
1o unico dado categorizado, que foi o de WAIT & BLACKBURN
(1957), enquanto que as medias das demais categorias se situam
abaixo.

Para padronizar resultados de CGCS obtidos por cen-
tros regionais de processamento de dados em amostras de leite,
a "National Dairy Improvement Program Policy Board" tem adota-
do metodo uniforme de registro, chamado escore linear, baseado
na transformacao dos resultados de CGCS em logaritimos de base
dois. Escores lineares tem relacdo direta ou interrelacio com
a producao de leite, Aumento de um digito na escala do escore
linear e associado com a duplicacao de células somaticas na
contagem global e elevacao das perdas na ordem de 100 a 16,6%,
eqlivalente as varjacdes dos escores 3 a 8, Cada aumento cor-
responde a perdas de 680,4 g, leite/dia (KIRK, 1984). Estes da
dos se referem a vacas de 2 ou mais lactacoes. Quanto as primi
paras as perdas sao reduzidas a 50%,

Comparada a outros; a conversao logaritimica sofre
menor influencia com relag¢ao ao grau de irritacao do Gbere ou
quando as contagens se apresentam, anormalmente, muito altas
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‘ou baixas (KIRK, 1984),

A contagem de até 500,000 celutas somaticas por ml, -
considerada como limite da normalidade no periodo de meia lac-
tacao, corresponde ao escore linear cinco, cuja faixa se esten
de de 283.000 a 565.000 celulas por m?.

Tomando-se a somatoria das medias das fases interme
diarias crescente e decrescente, ou seja, media global para o
perTodo, e comparando-as com achados de outros autores indica-
dos na TAB. XIII, observa-se que as medias e 0s escores linea-
res (EL-5) das trés categorias podem ser consideradas bnroximas,
exceto quanto a CHERRINGTON et alii (1933) EL-2, PROUTY (1934)
EL-4, McDONALD & ANDERSON (1981) EL-3, HORVATH et alii (1981)
EL-4 e ANDREWS et alii (1983) EL-4, que assinalaram valores
bem inferiores e WAYNE & MACY (1933) EL-7, que obtiveram média
maior que o dobro das encontradas neste trabalho. Deve-se sa-
lientar que 0s quatro ultimos autores citados na TAB. XIIT, u~
tilizaram contagem eletronica para determinar o nimero de celu
las presentes no leite, enquanto os demais utilizaram a técni-
ca de PRESCOTT & BREED (1914). Para efeitos praticos, ambas
tecnicas sdo aceitaveis,

As afirmacoes de BRAUND & SCHULTZ (1963) e KENNEDY
et alii (1982) sao compativeis com os resultados obtidos na fa
se final da lactacao das tres categorias estudadas nesta pes-
quisa. 0 aumento acentuado na contagem de c&lulas somaticas,
quando comparadas com as medias obtidas na fase intermediiria,
divergem, em muito, dos achados de JENSEN & EBERHANT (1981) que
obtiveram media de 360.000 células por ml.

Torna-se necessario maiores estudos para que seja
possivel estabelecer, em definitivo achados que possam ser con
siderados normais para as condic¢des prasileiras de ambiente e
sistema de manejo. Embora a expressao numérica da amostragem
desta pesquisa possa oferecer diuvidas, € inegavel o valor como
contribuicdo a futuras definicoes. E preciso que haja, com ur-
gencia, padronizacdo de técnicas para que possa somar, com se-
guranca, resultados de varios pesquisadores,

0s dados contidos na TAB. XIII tornam mais evidente




29

a importancia da CGCS para o diagnostico rapido e seguro da
doenca. Embora indireta, sua simplicidade e confiabilidade a"
torna muito util a rotina do controle das mamites bovinas, Quan
do empregada sem critérios, entretanto, pode sofrer interferéen-
cia significativa quanto a categoria dos animais e fase da lac
tacao conforme resultados da analise de variancia realizada.

Com relacao aos achados em animais que apresentavam
infeccao da glandula mamaria, sem manifestacdes (TAB.V), as
reacoes de irritacdo aferidas pela CGCS s3o pouco expressivas
e atribuTdas a convivéncia entre o organismo hospedeiro, isto
e, a glandula mamaria e o organismo invasor, o patdgeno, uma
resultante do longo curso da doenca. Deste modo o reduzido ni-
mero de amostras, 206 em todas as fases da lactacao, nao permi
te uma confiavel discussdo e conclusao deste topico. Por outro
lado, o objetivo principal deste trabalho se liga a animais con
siderados sem infeccao da glandula mamaria.

5.2. Catalase

0 teste de catalase introduzido por TROMMSDORF (1906)
come Util ao diagnostico da mamite, foi executado segundo téc-
nica de SPENCER & SIMON (1960) considerada a mais pratica e e-
ficaz pelos autores e por pesquisas prévias realizadas neste
trabalho. A principal vantagem se prende ao uso de tubos de fa
cil aquisicdo e nao sujeitos a freqtlentes quebras quando do u-
so do classico tubo de fermentacdo de SMITH.

As medias obtidas, em vacas sem infeccao mamaria com
relacao a prova de catalase nas fases inicial e final da lTacta
cao das trés categorias estudadas (TAB., V), concordam com as
afirmacoes de GRATS & NARRAY (1912), ORLA-JENSEN (1921) e
SCHALM et alii (1971), que assinalaram aumentos significativos
da enzima nestes periodos. Os resultados encontrados nas fases
intermediarias crescente e decrescente das trés categorias se
enquadram dentro do padrdc de normalidade proposto por SCHALM
et alii (1971) e GORDON et alii (1980) que & o de 10,00%, com
excecao da media encontrada na fase intermediaria crescente da
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segunda categoria que foi de 12,88% ou seja 2,88% acima do pa-
drao normal. As explicagoes ou possivel arrazoado deste fato -
teém como base as diferencas de manejo e de racas ja anterior-
mente discutidas.

As menores medias obtidas foram encontradas na ter-
ceira categoria, composta por animais mesticos, ordenhados ma-
nualmente, em sistema de retiroc modificado, exceto na fase in-
termediaria crescente, onde a menor média foi obtida com animais
da primeira categoria. Tal fato também foi observado nas mé-
dias das CGCS, discutido anteriormente. As baixas medias encon
tradas nas amostras de leite provenientes de vacas com infec-
¢ap mamaria, colhidas nas fases intermedidria crescente da pri
meira categoria e intermediaria decrescente da segunda e ter-
ceira categorias (TAB. VI), sdo contrarias as encontradas por
HUCKER et alii (1932), HUCKER {1933}, SPENCER & SIMON (1960),
SCHALM et alii (1971) e GORDON et alii (1980), o que ndo ocor-
reria se fosse comparada a media das duas fases intermediarias.

5.3. Cloretos

SCHALM et alii (1971) afirmam ndo haver diferencas
significativas entre o conteudo de cloretos no leite entre ra-
cas. Os resultados obtidos nesta pesquisa confirmam o afirma
do, inclusive com relag¢do a cruzamentos. Tal fato nac foi ob-
servado por SHARP & STRUBLE (1934) que afirmam que leite de va
cas holandesas tendem a ter mais cloretos do que de vacas Jer-
sey e Guernsey. Tambem nao foram encontradas diferencas signi-
ficativas entre conteudo de cloretos em leites provenientes de
vacas sadias (TAB. VII) e das que presumivelmente apresentavam
infeccao na glandula mamaria (TAB. VIII), fato discordante com
os achados de HUCKER, 1933 e MERCHANT & PACKER, 1944,

Ao analisar os resultados das amostras de leite de
vacas presumivelmente sem mamite (TAB. VII), pode ser observa-
do que 69,64% dos achados estao dentro da normalidade, conside
rando as fases inicial e final onde & esperado percentual aci-
ma de 0,14 e na fase crescente entre 0,08 e 0,14, Ji na fase
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intermediaria decrescente, com o percentual de clioretos tenden
do a aumentar rapidamente e ultrapassando a 0,14%, a meda de
resultados concordantes com o padrao foi de 47,89%.

Se aplicada somente no periodo medio da Tlactacdo,
isto e, apos a fase colostral e até o inicio da "secagem" do
leite, para o qual e indicado, o percentual de eficiéncia gi-
raria em torno de 57,22.

Com relacao ao teor de cloretos em vacas com infec
¢ao mamaria (TAB. VIII) os dados globais mostram menor concor
dancia com o esperado, isto €, aumento sensivel de cloretos
ligado a processos inflamatorios da glandula mamaria. De 181
reacoes realizadas em amostras de leite de animais enquadra-
dos nas fases intermediarias crescente e decrescente, somente
77 apresentaram elevacoes dos teores de cloretos, ou seja,
52,54%.

Assim, dado ao grande numero de resultados ndo con
cordantes com os padroes de normalidade estabelecidos para o
leite bovino, talvez ligado ao método empregado, nio dispen-
dioso, pratico, porem menos preciso, levam a considerar a pro
va de cloretos pouco eficiente para detectar a mamite bovina.

5.4, Potencial de hidrogenio (pH)

Nesta pesquisa foi utilizado potenciometro portatil,
digital, para determinacao de pH o que, sem duvida, € bem mais
preciso do que a utilizacdao do indicador de bromocresol pGrpg
ra introduzido por BAKER & VAN SLYKE (1919) como método de
diagnostico de mamite,

As medias de pH de leite de vacas presumivelmente
sem mamite, obtidas na fase inicial da lactacao das tres cate
gorias estudadas (TAB. IX), concordam com as afirmacoes de
SCHALM et alii (1971) e RODRIGUES et alii (1972) que observa-
ram, no colostro, medias de pH abaixo de 6,5. 0 restante das
medias obtidas nas fases intermediarias (crescente e decrescen-
te) e final das tres categorias, em média, também se enquadram
dentro da faixa considerada normal para uberes sadios proposto




por JENNES & PATTON (1959), SCHALM et alii (1971) e HORVATH et
atii (1981), com excecdo das encontradas nas fases intermediarias -
crescente e decrescente da primeira categoria de animais, for-
mada por vacas PO, em ordenha mecanica, que foi de 6,48, ou
seja, 0,02 abaixo do padrao proposto pelos dois autores cita-
dos, mas dentro da média proposta por PROUTY (1934) que e de
‘6,3 a 6,8. As exnlicacdes deste achado tem como base as dife-
rencas de manejo e de racas ja discutidas. As analises de va-
riancia realizadas demonstraram que a categoria de animais e a
fase da lactacao influenciaram, significativamente, os resulta
dos mas, para efeito pratico, trabalhando com apenas uma casa
decimal, esta influéncia & minimizada.

As medias de pH obtidas nas amostras de leite pro-
venientes de vacas com infeccao mamaria (TAB, X) situam-se den-
tro dos padroes de normalidades ja citados, fato confirmado pe
las analises de variancia realizadas. Assim, a presenca de pa-
togenos nao influenciaram, significativamente, os resultados, o
que concorda com as observagoes de HALVERSEK et alii (1934) e
contraria as afirmacoes dos autores mencionados anteriormente.
A amostragem era composta de animais sadios clinicamente, is-
to &, sem infec¢ao ou com infec¢cao inaparente representada por
mamites sub-clinicas. Este fato aliado ao nao acompanhamento da
evolucdo clinica da doenca, talvez justifique a discrepancia en
contrada nos achados.

5.5. Provas bacteriologicas especificas

Como prova de triagem foi utilizado o teste de Ho-
tis, pela sua facil execucao e interpretacao, aliado a grande
eficacia, 85 a 90%, na deteccao de Streptococcus agalactiae e
alta freqtiencia para outros estreptococos e Staphylococcus
aureus, considerados, os principais causadores de mamite (MILLER,
1943).

Sequndo interpretacao dos achados, o material era
plaqueado em agar "Baird-Parker" e agar "Azide Blood" onde co-
1onias indicativas de Staphylococcus e Streptococcus eram iso-




33

ladas e, posteriormente, submetidas a testes presuntivos de pa
togenicidade.

A identificacao completa de patogenos, aléem de one-
rosa, exige maior periodo de tempo, o que para mamite nao & a-
conselhavel. 0 conjunto de teécnicas empregadas nesta pesquisa,
sem duvida, oferecia efetivas possibilidades de identificacao
presuntiva. Neste conjunto, as provas de CAMP e coagulase se
destacam pela confirmada alta eficiencia,

Deste modo, os objetivos principais desta pesquisa
poderiam ser alcancados sem a necessidade de identificacao
completa dos germes patogenicos encontrados nas amostras de
leite trabalhadas. A verificacao da bresenca de possiveis pa-
togenos, foi utilizada com objetivo de classificar a glandula
mamaria como infectada, sem contudo, indicar mamite clfnica.

De 256 amostras positivas ao teste de Hotis, inter-
pretado segundo SCHALM (1948), 208 apresentaram caracteristi-
cas culturais de microrganismos do género Staphylococcus. Em
170 oportunidades a semeadura em meios seletivos confirmou a
indicacao correspondendo ao significativo percentual de concor
dancia de 81,73, bem proximo dos 80% obtidos por SCHALM (1948).

A prova de coagulase, foi utilizada para demonstrar
a patogenicidade dos Staphylococcus sp isolados, SCHALM (1948)
em 530 amostras consideradas Staphylocoeccus patogénicos, obte-
ve a coagulacao de plasma de coelho em 588 (99,66%). Nesta pes
quisa foi constatada leitura positiva em 129 dos 170 isolamen-
tos,ou seja, 75,88% de amostras secretando estafilocoagulase. .
A diferenca percentual de 23,78 se prende ao material utiliza-
do. 0 autor acima citado testou Staphylococcus ja classifica
dos como patogenicos, enquanto nesta pesquisa foram trabalha-
dos Staphylococcus Sp, sem conhecimento previo do grau de pato
genicidade. Sem duvida, SCHALM (1948) comprovou a eficiéncia da
prova de coagulase em identificar estafilococos patogénicos, o
que torna os 75,88% aqui encontrados altamente confiaveis.

Ainda das 256 amostras positivas ao teste de Hotis,
em seis oportunidades foram isolados microrganismos que se en-
quadravam no genero Strep*ococcus. Ao teste de CAMP, todas a-
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presentaram resultados negativos e, portanto, nac se tratavam
de Streptococcus agalactiae.

Microrganismos com caracteristicas proprias do gru-
po designado como bacilares, indicados pelo teste de Hotis, e,
posteriormente; com morfologia confirmada atraves de bacterios
capia, foram isolados em 42 amostras de leite. Nao foi realiza
do identificacao complementar por nao se enquadrar nos objeti-
vos desta pesquisa.

5.6, California Mastitis Test (CMT)

Como as reacoes de CMT sao baseadas na presenca de
acidos nucleicos liberados por células eventualmente presentes
no leite, e bastante Util e importante comparar seus resulta-
dos com a CGCS nos dois grupos de animais classificados como
Infectados ou nao, dentro dos padroes obedecidos nesta pesqui-
sa. Assim aos testes de CMT realizados nas tres categorias de
animais considerados negativos frente a prova de Hotis e bac-
terioscopia (TAB., XI), foi assinalado 108 concordancias entre
as CGCS e as 116 provas classificadas como CMT positivo, ou se
ja, funcionando em 93,10% dos casos. As provas de CMT com re-
sultados negativos, isto e, leitura sem nenhuma modificaciao ou
com ligeira turvacao denominada tracos, concordam em 88,35% dos
casos com a CGCS com interpretacao negativa, isto &, contagem
celular entre 46.528 a 210.321 elementos por ml.

Este estudo se refere a fase intermediaria da lacta
cao para o qual o CMT, como método indireto, € indicado. Nesta
fase as medias ponderadas, 185.298; 745.724; 1.357.133 e
9.979.999, referentes as leituras de CMT negativo, uma cruz,
duas cruzes e tres cruzes respectivamente, estdo dentro do es-
perado.

Com relacao a TAB. XI onde se reuniu animais consi-
derados com infeccdao mamaria de acordo com resultados do teste
de Hotis positivo, confirmado pelo isolamento de patogenos, o
CMT com leitura negativa ou tracos concordou com a CGCS em
100,00% dos casos. Esta concordancia ocorreu com CGCS entre
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50.000 a 317.424 celulas por ml. Desde que os animais foram con
siderados infectados, nao era esperado leituras de CMT negati-
vas e contagens tao baixas; o que pode ser atribuTdo ao esta-
gio sub-cl1inico da doenca quando ocorre tolerancia gquase per-
feita por parte do hospedeiro. SCHALM et alii (1971) observa-
ram reacoes de CMT negativas em amostras onde foram isolados or
ganismos patogénicos. Esclarecem que tal fato foi constatado
em ubere em inicio de infeccao onde havia somente contaminacao
no leite dos primeiros jatos. PEARSON et alii (1974) tambem ob
servaram reacoes de CMT negativas em amostras provenientes de
uberes infectados.

Ja com as leituras de CMT consideradas posifivas, u
ma a tres cruzes, a concordancia com 0o padrao proposto foi de
89,13%, ou seja, boa percentagem de concordancia entre as pro-
vas quando a CGCS variou de 433.333 a 13.000,000 por m7.

MILLER & KEARNS (1967} obtiveram concordancia de
89,9% entre CMT negativo e CGCS de ate 500.000 e concordancia
de 83,8% entre CMT positivo e contagem acima de 500.000 celu-
las por ml. Estes resultados estao muito proximos aos encontra
dos nesta pesquisa embora os autores nao facam referéncias quan
to a presenca ou nao de infec¢ao na glandula mamaria.

Em sintese, nesta pesquisa, foi observada maior con
cordancia de resultados de CMT positivos com relacao a CGCS
no grupo de vacas consideradas sem infecgcao, havendo diferenca
de 3,97% entre os dois testes em relacao ao qrupo de animais com
infeccao. 0s resultados de CMT negativos concordam com a CGCS
em 88,35% no grupo de animais sem infeccao e 100,00% nos consi
derados infectados, classificados dentro do padrao estabeleci-
do. Desta maneira, o “status" com ou sem infeccao pouco in-
fluenciou nos resultados ou o fez de modo inesperado.

Ao final, como provas indiretas, CMT e CGCS sao
confiaveis e devem ser consideradas Uteis ao controle da mami-
te, com vantagem para a ultima por permitir a visualizacao do
grau de irritabilidade do ubere.




6. CONCLUSOTES

Com base nos achados desta pesquisa, as seguintes
conclusoes foram obtidas:

. A contagem giobal de células somaticas e o teor
de catalase, como metodos de diagnosticos da mamite, sofrem
variacoes com relacao ao estagio da Tactacao e ao manejo.

Os achados referentes ao pH foram influenciados pe-
la categoria dos animais, agrupados segundo o grau de sangue e
manejo e, ainda, pela fase da lactacdao. Esta influéncia foi com
provada estatisticamente, mas nao e relevante na pratica.

. Em relacao aos resultados de percentagem de clo-
retos, nao houve influencia quanto a fase da lactacdo, catego-
ria de animais e presenca de patogenos. O percentual de con-
cordancia com o grau de infeccao do uUbere, muito baixo (57,22%),
desaconselha o uso desta prova como indicadora de mamite bovi-
na.

. Animais que apresentavam infeccdo mamaria, sem ma
nifestacoes clinicas, ndo demonstraram alteracoes significati-
vas com relacao a CGCS, teor de catalase, percentual de clore-
tos, pH e CMT. Assim, estes metodos indiretos devem ser inter-
pretados com cautela,

. As vacas que ap0s ordenha eram reunidas com os be
zerros, uma das caracteristicas do manejo em sistema de retiro
classico, apresentaram menores CGCS, teor de catalase e 7ndi-
ces de infeccao.
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Como contribuicao a futuras pesquisas em sistemas
de retiro, sao relacionados como indices normais médios os se-
guintes valores ponderados, obtidos em animais sem infeccao e
na fase intermediaria da lactagdo: CGCS-483.257 por ml; pH~
6,54; teor de catalase - 7,51%, enquanto a prova de cloretos -
67,22% das amostras se enquadravam dentro dos padroes.
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FIGURA 1 - Correlacao entre as caracteristicas e metodos de diagnosticos empregados.
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