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“Vocé esta parado em uma encruzilhada, olhando a
montanha que tem que escalar. Bem I& no alto, fica
0 seu sonho e vocé esta pensando, como vou
conseguir?

Alguns ja falaram: vocé ficou louco! Sabem quantos
tentaram? Vocé nunca vai chegar!

Mas estas pessoas ficarao ofuscadas quando a luz
da sua estrela comecar a brilhar.

Entdo va seguindo, ndo olhe para tras, persiga seu
sonho e chegue até 1a. E se falarem, tudo bem, ndo
importa, por que, para Deus, vocé é uma flor.”

lveline.
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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar a incidéncia de patégenos, Contagem de Células Somaticas, Contagem
Bacteriana Total, avaliagdo bioquimica e diferencial celular de 225 amostras de leite no periodo de fevereiro
de 2012 a novembro de 2012. Foram utilizadas 25 vacas mesticas, pluriparas, provenientes de uma fazenda
comercial localizada no distrito de Ibitira, municipio de Martinho Campos, Minas Gerais. Para a coleta, foi
realizado o pré-dipping feito rotineiramente pela fazenda, em seguida, a limpeza dos tetos com uma gaze
embebida em alcool 70%. Apds este procedimento foi realizado o descarte dos trés primeiros jatos de leite
e realizado o armazenamento. As coletas foram realizadas no dia exato do parto sendo o colostro, 5, 10, 30,
60, 90, 120, 150 e 180 dias subsequentes. Apoés coleta do leite, as [aminas foram confeccionadas e coradas
para Contagem Bacteriana Total, estimativa de Contagem de Células Somaticas e diferencial celular. O
restante do material foi utilizado para isolamento bacteriano e avaliacdo bioquimica. Na Contagem de
Células Sométicas, foi observado diminuicao entre o terceiro e quarto meses de lactacdo e aumento para o
terco-médio da lactacdo. Cerca de 48% das vacas avaliadas em todos 0s tempos apresentaram CCS acima
de 200.000 células/ml de leite. Quanto a presenca de patdgenos, das 25 vacas, 18 (72%) foram positivas
para o Staphylococcus aureus no inicio da lactacéo e somente esse patdgeno se mostrou presente até o fim
do experimento. Os patdgenos mais prevalentes no decorrer desse estudo foram o Staphylococcus aureus,
Streptococcus uberis e Bacillus spp. Na avaliagdo bioquimica realizada em aparelho automatico, quando
ocorreu aumento da concentracdo de células somaticas, houve aumento na concentracdo de cloreto, calcio,
magnésio, fosfatase alcalina e gama-glutamil transferase no leite. No diferencial celular realizado por
microscopia optica, quando houve aumento da concentragdo de células somaticas, ocorreu aumento da
concentracdo de neutrdfilos, linfdcitos, eosindfilos, macréfagos, células epiteliais e basofilos.

PALAVRAS-CHAVE: mastite; bactérias; celularidade; bovinos; leite.



ABSTRACT

This study evaluated the incidence of pathogens, such as Somatic Cells Count, Total Bacterial Count,
biochemical evaluation and differential cell of 225 milk samples from February 2012 to November 2012.
Twenty five crossbred cows, pluriparous, from a commercial farm located in the district of Ibitira, Martinho
Campos, Minas Gerais were used. To collect, pre-dipping routinely made by the farm, then cleaning the
ceilings with gauze soaked in 70% alcohol was performed. After this procedure the disposal of the first
three streams of milk was performed and conducted the store. The collections were made on the exact day
of delivery and colostrum, 5, 10, 30, 60, 90, 120, 150 and 180 days thereafter. After milk collection, the
slides were prepared and stained for Total Bacterial Count, estimated somatic cell count and differential
cell count. The remaining material was used for bacterial isolation and biochemical evaluation. In somatic
cell count, decreased between the third and fourth months of lactation and increased for the middle third
lactation was observed. About 48% of the animals evaluated at all times had Somatic Cells Count above
200,000 cells/ml of milk. For the presence of pathogens, of 25 cows, 18 (72%) were positive for
Staphylococcus aureus in early lactation and only this pathogen was present until the end of the experiment.
The most prevalent pathogens in the course of this study were Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis
and Bacillus spp. In biochemical evaluation in automatic device, when there was an increased concentration
of somatic cells, there was an increase in the concentration of chloride, calcium, magnesium, alkaline
phosphatase and gamma- glutamyl transferase in milk. The differential cell performed by optical
microscopy, was increased when the concentration of somatic cells, it increased the concentration of
neutrophils, lymphocytes, eosinophils, macrophages, epithelial cells and basophils.

KEY-WORDS: mastitis; bacteria; cellularity; cattle; milk.






1 INTRODUCAO

Leite € uma secre¢do produzida por todas as
fémeas mamiferas objetivando a satisfacdo das
necessidades béasicas dos neonatos atuando
também em diversas fungBes fisioldgicas
incluindo imunoglobulinas, enzimas, enzimas
inibitorias, fator de crescimento, hormdnios e
agentes antibacterianos (Thompson et al., 2009).
E sobretudo fonte de nutrientes (Rosenthal,
1991), sendo composto por minerais, hormonios,
enzimas, lactose, proteinas, lipideos e &gua
(Thompson et al., 2009).

O leite de vaca contém aproximadamente 87,4%
de 4gua e 12,6% de sélidos gerais. Dentre 0s
s6lidos, estdo inseridas as gorduras (3,9%), as
proteinas (3,2%), a lactose (4,6%) e outros
solidos como as enzimas, minerais e vitaminas
(0,9%) (Harding, 1995). Seus derivados séo
considerados produtos de forte impacto no
mercado consumidor, uma vez que se trata de um
item de necessidade basica para a populacdo
humana (Queiroz et al., 2013). Segundo a
Instrucdo Normativa n® 62 (Brasil, 2011) o leite
deve ser um liquido branco opalescente
homogéneo, isento de sabores e odores estranhos
precisando seguir requisitos fisico-quimicos,
microbiolégicos e de contagem de células
somaticas (Brasil, 2002).

No mundo, os vinte maiores paises produtores,
produziram em 2011, a marca de
aproximadamente 720 milhes de toneladas de
leite (IFCN, 2012) com crescimento previsto
para 2012 de aproximadamente 3,0%
(MILKPOINT, 2012). Atualmente o Brasil
ocupa 0 quinto lugar da producdo mundial de
leite de vacas e bdafalas tendo produzido
aproximadamente 32 milhGes de toneladas no
ano de 2011 perdendo apenas para a India,
Estados Unidos da América, Paquistdo e China
(IFCN, 2012).

A producdo leiteira € uma das mais importantes
do sistema agroindustrial brasileiro
movimentando cerca de US$ 10 bilhdes ao ano,
gerando altos indices empregaticios e possuindo
um dos maiores rebanhos do mundo (Queiroz et
al., 2013). Segundo projecdes do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
em 2012, a producdo leiteira devera crescer a
uma taxa anual de 1,9% até 2022.

Do leite produzido no pais, 56% é produzido por
propriedades de agricultura familiar. Esse
nimero vem aumentando e se deve aos
investimentos de politicas publicas feitas aos
pequenos produtores rurais (SEBRAE, 2010).

O Estado de Minas Gerais se caracteriza como o
maior produtor leiteiro com uma producdo no
ano de 2011 de 8.756,114 litros (IBGE, 2011). A
producdo de leite nessa unidade federativa
configura-se como uma das atividades mais
importantes para a economia do Estado. (Gomes,
2005). Fatores como alimentacdo, potencial
genético dos rebanhos e fatores relacionados a
obtencdo e armazenamento do leite podem
interferir na qualidade do leite in natura (Kitchen,
1981).

Em relacdo a qualidade do leite, a aprovacao da
Instrugdo normativa (IN) n® 51 (Brasil, 2002) e
mais atualmente a substituicdo desta pela
Instrucdo Normativa n® 62, que normatizam as
questdes relativas a obtencdo, armazenamento,
coleta e transporte a granel do leite cru
refrigerado bem como os padrdes de qualidade,
vieram abordar a regulamentacdo de produtos
derivados do leite, assim como o préprio leite cru
(Brasil, 2011). Uma das causas que atuam
influenciando negativamente a composicdo e
qualidade do leite é a mastite, esta,
predominantemente responsavel pelo aumento
da Contagem de Células Somaticas (CCS)
(Souza et al, 2009), alteracbes enzimaticas
(Chandan et al, 1968), alteracdes das
caracteristicas fisico-quimicas além de causar
grandes perdas na producdo (Magalhdes et al.,
2006).

Mastite é a inflamagdo do parénquima mamario
(Radostitis et al., 2007) causada por micro-
organismos, na maioria das vezes bactérias que
se multiplicam no interior da glandula mamaria
produzindo toxinas (Schroeder, 2012) sendo,
algumas vezes, ndo detectada sem testes
diagndsticos complementares (Edmondson e
Bramley, 2004).

A mastite pode ser classificada como mastite
clinica, onde hd o aparecimento de sintomas
como secre¢des anormais, grumos no leite,
desidratacdo, depressdo da vaca e perda de
apetite. JA a mastite subclinica ndo apresenta
sinais visiveis da doenca e somente €
diagnosticada quando sdo realizados exames
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complementares como a CCS e cultura
bacteriana (Schroeder, 2012).

Apesar de existirem mais de 100 espécies
microbianas possivelmente presentes na glandula
mamaria quando na presenca de infeccéo,
somente uma pequena quantidade de micro-
organismos € importante para 0 surgimento da
maioria dos casos de mastite clinica (Bier, 1984;
Quinn et al., 2005), sendo os agentes mais
importantes as  bactérias  Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus aureus e
Mycoplasma bovis (Quinn et al., 2005; Radostits
et al., 2007).

Perdas anuais devido a presenga de mastite
podem vir a custar mais de U$ 200/vaca/ano e
aproximadamente dois tercos dessa perda ocorre
devido a diminuicdo da producdo de leite por
vacas com o quadro subclinico da doenca
(Schroeder, 2012). No Brasil, estima-se que
vacas com mastite subclinica apresentem
reducdo de producdo de leite nos quartos
mamarios com a doenca de 25 a 42% (Brito et al.,
2013). Além disso, a mastite estd entre as
principais causas de descarte de fémeas bovinas
leiteiras (Silva et al., 2004).

Visto a importancia da producdo mundial leiteira
e a posicdo em que o Brasil esta inserido neste
contexto € de suma importancia que a mastite
subclinica seja diagnosticada de forma eficaz. O
objetivo deste trabalho foi avaliar leite de vacas
através da microbiologia, quanto a presenca de
patégenos causadores de mastite clinica e
subclinica e sua devida identificacdo. Através da
microscopia Optica, foi realizada a Contagem de
Células Somaéticas (CCS), Quantificacdo
Bacteriana (QB) e identificacdo do tipo celular
predominante em cada tempo de coleta, e para
avaliacdo enziméatica e mineral do leite foram
realizados exames bioquimicos dos soros dos
leites coletados associando-0s com o periodo de
coleta e o tempo da lactacdo. Os resultados e
discussdes desse trabalho bem como as
conclusdes foram divididas em capitulos para
melhor visualizagdo e compreensdo dos temas
abordados, o capitulo um aborda a contagem de
células somaticas e a quantificacdo bacteriana. O
capitulo dois aborda o isolamento bacteriano no
decorrer da lactagcdo. O capitulo trés trata da
analise bioquimica do leite quanto alguns
minerais e enzimas e o capitulo quatro mostra o
diferencial celular no decorrer da lactacdo bem
como as suas correlagdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 MASTITE
2.1.1 Glandula Mamaria

2.1.1.2 Anatomia e Fisiologia da Glandula
Mamaria

A lactagcdo geralmente precede o parto em um
nimero varidvel de dias e acontece através das
mudancas hormonais oriundas do feto e da
placenta (Prestes e Landim-Alvarenga, 2006). A
maior parte dos constituintes do leite séo
provenientes do sangue que atravessam uma
extensa rede de capilares (Fox, 2009) e sdo
transportados para o interior das células epiteliais
mamarias ou diretamente secretados para o
limen alveolar (Bruckmaier, et al., 1994). No
reticulo endoplasmatico rugoso dos mamacitos,
as moléculas provenientes do sangue sdo
polimerizadas a lactose, lipideos ou proteinas
(Fox, 2009).

O Ubere bovino é formado por quatro glandulas
mamarias cada uma com seu proprio teto. As
células que atuam na sintese do leite sdo
conhecidas como células epiteliais mamaérias
(Bruckmaier, et al., 1994) ou mamdcitos (Fox,
2009) possuindo dois tipos de tecidos: o tecido
glandular ou parenquimatoso e o tecido de
sustentacdo ou estroma. Na vaca lactante, os
alvéolos estdo inseridos no parénquima dos quais
0 leite é secretado fluindo para as cisternas
(Dyce, 1996). Os alvéolos estdo dispostos em
uma monocamada de formato piriforme (Fox,
2009) sendo limitados em nimero de 200 por um
fino septo de tecido conjuntivo fibroso formando
I6bulos. Esses alvéolos se abrem no ducto
intralobular (Prestes e Landim-Alvarenga, 2006).
Ao redor dos alvéolos estdo presentes as células
mioepiteliais que possuem forma estrelada
(Dyce, 1996) sendo contrateis na presenga da
ocitocina e prolactina, fazendo contracdo das
mesmas  encurtando 0s  ductos  que,
consequentemente aumentam de diametro,
liberando o leite nos alvéolos (Dyce, 1996; Fox,
2009).

O canal do teto bovino varia de 4 a 18 milimetros
de comprimento sendo a média de 12 milimetros.
Possui superficie fortemente queratinizada que é
fundamental para a barreira de protecdo contra

bactérias, tendo o didmetro do canal correlagdo
positiva com a infecgdo. O bom funcionamento
dessa estrutura contribui para a diminuicdo de
casos de mastite (Edmondson e Bramley, 2004).

2.1.2 Definigéo e Classificagdo da Mastite

Mastite é a inflamagéo do parénquima glandular
mamario causada, na maioria das vezes, por
micro-organismos, usualmente bactérias que
invadem o Ubere multiplicando-se e produzindo
toxinas (Wenz et al., 2001; Radostitis et al.,
2007; Schroeder, 2012).

A classificagdo da mastite quanto a
sintomatologia é dividida em clinica e subclinica.
A forma clinica é aquela em que os sinais sdo
visiveis, principalmente nas caracteristicas
fisicas do leite podendo aparecer sinais clinicos
sistémicos (Schroeder, 2012) e sinais especificos
de inflamacdo nos quartos maméarios afetados
(Cavalcante, 2004). E muito comum no periodo
do parto e nos primeiros trés meses de lactacao,
possuindo uma maior incidéncia com o aumento
do nimero de lactagdes (Edmondson e Bramley,
2004). J& mastite subclinica ndo apresenta
alteracdes fisicas visiveis no leite e na glandula,
sendo necessarios testes complementares para
sua deteccdo Em ambos os casos, ha diminuigdo
da producdo de leite e aumento da contagem de
células somaticas (Schroeder, 2012).

Quanto a forma de contaminacdo, a mastite é
classificada como contagiosa e ambiental. Na
forma contagiosa, a transmissdo de patdgenos
ocorre durante 0 momento da ordenha. Neste
caso, a glandula maméria infectada age como
reservatério e a bactéria é transmitida de animal
para animal quando a secrecao lactea de uma
vaca infectada entra em contato com o canal do
teto de outra vaca seguindo de forma ascendente.
A mastite ambiental é caracterizada pela
contaminacgdo da glandula mamaria no periodo
entre ordenhas. O reservatério bacteriano nestes
casos é 0 ambiente em que o animal é criado. Nos
casos de mastite ambiental as infecgBes
subclinicas sdo menos comuns e o controle da
higiene ambiental deve ser bem aplicado
(Edmondson e Bramley, 2004).
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2.1.3 Etiologia e Transmissado da Mastite

Os patogenos causadores de mastite podem ser
classificados em  patdgenos contagiosos,
patégenos ambientais e patdgenos oportunistas
(Radostitis et al., 2007). Dentre os patdgenos
contagiosos existem aproximadamente 140
espécies e subespécies de micro-organismos que
podem ser isolados da glandula mamaria bovina,
sendo 0s mais comuns o Staphylococcus aureus
e o0 Streptoccus agalactiae. A forma de
transmissdo da doenca ocorre
predominantemente através da utilizacdo do
mesmo utensilio para secagem dos tetos do
mesmo animal ou de animais diferentes, seguida
por uma inadequada limpeza dos equipamentos
utilizados na ordenha (Roberson et al., 1994;
Radostitis et al., 2007). Outros agentes que séo
classificados como infecciosos s8o0
Corynebacterium bovis e Mycoplasma bovis,
sendo estes de menor importancia em termos de
prevaléncia e prejuizos & producéo.

Os casos de mastite por S. aureus apresentam
subclinicos e cronicos e desenvolvimento de
quadros clinicos periodicos. Entretanto, os sinais
clinicos variam de leves a casos mais graves
(mastite gangrenosa). Esta bactéria possui a
capacidade de se aderir e invadir as células
epiteliais e o tecido intersticial da glandula
mamaria e é capaz de resistir a fagocitose pelos
neutrofilos (Kerro Dego et al., 2002). Os
mecanismos  antifagociticos incluem uma
capsula, que inibe o processo de opsonizagdo de
imunoglobulinas e a producdo de leucotoxinas,
que sdo capazes de matar células fagociticas
(Rainard et al.,, 2003). Além disso, uma
variedade de enzimas e exotoxinas lesionam o
epitélio mamario resultando em fibrose e
formacdo de microabscessos (Sutra e Poutrel,
1994). Outro fator de viruléncia é a producéo de
B-lactamase, o que reduz a efetividade de alguns
antibidticos no tratamento da mastite, tais como
a penicilina e a amoxicilina (Brouillette et al.,
2004).

Da mesma forma as infecgdes mamarias
causadas por S. agalactiae resultam em quadros
subclinicos com episddios periddicos de casos
clinicos leves, entretanto sem  afetar
sistemicamente o animal (Morin, 2009). Esta
bactéria se adere as células epiteliais da glandula
mamaria e se localiza principalmente nos ductos.
A producéo de leite declina com a obstrucédo dos

ductos por células e debris celulares e, caso a
infeccdo se prolongue, ocorre involugdo dos
alvéolos e permanente comprometimento da
producéo leiteira (Phuektes et al., 2003).

A transmissdo dos agentes da mastite ambiental
é se da por meio do contato do orificio do canal
do teto com fezes, cama, solo ou &gua
contaminada (Radostitis et al., 2007; Morin,
2009). Como causadores da mastite ambiental
estdo os agentes coliformes e os estreptococos
ambientais. Os principais representantes dos
coliformes séo a Escherichia coli e a Klebsiella
spp.. Outras bactérias coliformes causadoras de
mastite ambiental sdo as dos géneros
Enterobacter, Serratia, Pseudomonas,
Salmonella, Proteus e Pasteurella. Os
estreptococos ambientais de maior importancia
sdo S. uberis, S. parauberis e S. dysgalactiae
(Morin, 2009).

A maior parte das infec¢des de glandula mamaria
por coliformes ocorre durante as fases iniciais e
finais do periodo seco e os episddios clinicos
ocorrem, principalmente, durante o inicio da
lactacdo, como resultado da infec¢do adquirida
durante o periodo seco (Bradley e Green, 2000).
A grande maioria dos casos de mastite por
coliformes sdo leves com menos de 10% dos
casos resultando em doenca sistémica ou
marcada diminuicdo da producdo leiteira (Smith
e Todhunter, 1985). Entretanto, infec¢Ges por
agentes coliformes representam a maior parte dos
casos severos de mastite clinica (Menzies et al.,
2003). Quando presente na glandula mamaria os
coliformes se multiplicam rapidamente, mas ndo
se aderem ou invadem as células epiteliais
(Burvenich et al., 2003). Caso o animal esteja
imunodeprimido, a multiplicacdo e morte
bacteriana libera lipopolissacarideos
(endotoxinas) presentes na parede celular destas
bactérias, que sdo responsaveis pelos sinais de
inflamacdo aguda (Blum et al., 2000).
Bacteremia ocorre em 30 a 40% das vacas
severamente acometidas por mastite por
coliformes (Wenz et al., 2001).

Com relagdo as infeccbes causadas por
estreptococos ambientais, aproximadamente
metade dos casos se iniciam durante o periodo
seco (Todhunter et al., 1995), estando a glandula
mamaria altamente susceptivel a infeccBes no
inicio e fim do periodo seco, como resultado do
acumulo de secrecles lacteas e
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comprometimento imune do animal (Green, et
al., 2005). Entretanto, a maioria das infeccBes
sdo autolimitantes em um periodo de 30 dias e
aproximadamente 1/3 das infec¢Ges permanecem
por periodos mais longos. Os quadros clinicos
sdo leves e a producdo é pouco afetada por estes
agentes (Todhunter et al., 1995).

Os patogenos oportunistas presentes na pele do
teto ou do Ubere podem causar infeccdo mamaria
via ascendente, sendo as espécies de
Staphylococcus coagulase-negativos as mais
comuns neste tipo de infeccdo (Radostitis et al.,
2007).

2.1.4 Diagnostico da Mastite

O diagndstico da mastite depende da definicdo da
anormalidade clinica do leite (Blood e
Henderson, 1978). Em quadros clinicos e agudos
da doenca, o leite se apresenta espesso, com pus
e grumos branco-amarelados podendo aparecer
sangue (Athié, 1988; Radostitis et al., 2007).

Em casos de mastite clinica, que é mais comum
no inicio da lactagdo (Edmondson e Bramley,
2004), os quartos afetados pela doenca se
apresentam tensos, firmes, quentes, edematosos
e muitas vezes o animal apresenta dor ao toque
(Jubb et al., 1993). Pode ocorrer ainda necrose
tecidual, febre e anorexia, podendo levar ao 6bito
(Ladeira, 2001). Cronicamente, observa-se o
endurecimento da glandula mamaria e/ou atrofia
dos quartos mamarios acometidos (Athié, 1988).

Em casos moderados de mastite clinica, somente
a inflamacéo e o decréscimo da produgdo de leite
580 observados. J4 em casos graves, alteracdes na
glandula e no leite se fazem presentes podendo
estar acompanhados de doenca sistémica,
produzindo sintomas como letargia, depressdo e
taquipneia (Menzies et al., 2000).

Para o diagnostico de mastite subclinica, a
Contagem de Células Somaticas (CCS) é
rotineiramente realizada, podendo ser mensurada
do quarto individual ou de um “pool” de todos os
quartos (Sargeant et al., 2001). Pode, também,
ser diagnosticada por outros métodos de
avaliacdo que incluem o California Mastitis Test
(CMT) e a condutividade elétrica (Nielen et al.,
1992).

O diagndstico da mastite clinica é realizado por
meio do exame clinico do animal e das secre¢Ges
lacteas. Segundo Fonseca e Santos (2000) e
Oliveira Junior et al., (2012) o teste da caneca
telada ou de fundo preto é uma medida
importante para o controle da mastite nos
rebanhos, sendo que sua ndo realizacdo pode ser
considerada um fator de risco.

O California Mastitis Test (CMT) é um teste
rapido e barato para o diagndstico da mastite
subclinica. Constitui na mistura de 2 a 3 mililitros
de leite com igual quantidade de solugdo CMT
que resulta em lise celular e aglutinacdo das
proteinas liberadas levando a gelatinizacdo da
mistura em graus variados. De acordo com esse
grau de gelatinizacdo sdo atribuidos escores que
se correlacionam com a quantidade de células
presentes no leite, sendo um teste negativo para
0 CMT quando ndo ocorre gelatinizagcdo da
mistura, 0 que representa um leite que apresenta
CCS menor que 200.000 células/mL (Schalm e
Noorlander, 1957). O CMT pode ser utilizado
periodicamente para deteccdo de animais
positivos e para sele¢do de quartos para cultivo
bacteriano (Dingwell et al., 2003).

A Contagem de Células Sométicas (CCS) do leite
de animais sadios é de até 100.000 células/mL,
entretanto como varios fatores podem alterar a
CCS do leite além da infeccdo é necessario
estabelecer um ponto de corte, que varia de
200.000 a 250.000 células/mL. A CCS aumenta
nos casos de infeccdo como resultado,
principalmente, do recrutamento de neutrdfilos
para a glandula para combater a infecgdo
(Schepers et al., 1997). A determinacdo da CCS
pode ser realizada por visualizagdo microscopica
direta ou contador automatico (Barkema et al.,
1997).

A cultura bacteriana da secrecdo lactea é o
método padrdo para diagnéstico de infeccBes
intramamarias, sendo importante para identificar
0 agente causador da mastite e estabelecer um
protocolo de tratamento adequado para cada
agente (Morin, 2009).

2.1.5 Tratamentos da Mastite
Segundo Wenz et al. (2006) o primeiro passo
para o0 tratamento da mastite clinica é a

classificacdo dos casos em leves, moderados e
graves. Para esta classificacdo, os parametros
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avaliados sdo a temperatura retal, avaliacdo do
grau de desidratagdo, motilidade rumenal e a
coloracdo da secrecdo lactea, devendo o
diagndstico ser objetivo e rapido.

Para a utilizacdo de antibioticos, cada situacao
deve ser avaliada individualmente. A
consideracdo do patégeno é de suma
importéncia, pois vacas com mastite por
Mycoplasma ou Pseudomonas sp. hdo
respondem de forma adequada ao tratamento
antimicrobiano (Hess et al., 2003). Segundo
Neesser et al. (2006) o grande problema é que a
maioria dos casos de mastite clinica sdo tratados
sem realizacdo prévia de cultura bacteriana e
antibiograma, para uma correta identificagdo do
patdgeno e a obtengdo de melhores resultados no
tratamento antimicrobiano.

O histérico clinico de vacas acometidas deve ser
levado em consideracao ja que vacas com mastite
severa e recorrente apresentam prognostico
desfavoravel e o descarte do animal pode ser
necessario. Alternativas como secagem da vaca e
tratamento de suporte devem ser opc¢des para
minimizar o sofrimento do animal e o controle da
doenga no rebanho (Morin, 2009).

O tratamento de suporte deve ser utilizado em
vacas com casos de mastite clinica, juntamente
com a antibioticoterapia. Este tratamento deve
ser feito com fluidos eletrolitos, para auxiliar em
disturbios circulatérios e eletroliticos (Constable
et al., 1998), com anti-inflamatérios esteroidais
(Ziv et al., 1998) e ndo esteroidais (Lohuis, et al.,
1989) para combater dor, febre e inflamagédo,
além da utilizagdo de ocitocina, para indugdo da
ejecdo de secrecBes lacteas retidas que
contribuem para a multiplicagdo bacteriana
(Hillerton e Semmens, 1999). A
antibioticoterapia pode ser sistémica, quando a
vaca apresentar quadros graves da doenca, ou
intramamdria, usada somente em casos leves
depois da identificagdo do patdgeno pela cultura
bacteriana (Roberson, 2012).

2.1.6 Prevengéo e Controle da Mastite

Morin (2009) cita que a erradica¢do da mastite de
um rebanho é dificil dependendo do agente,
porém esta pode ser controlada através da
identificacdo dos patégenos causadores, reducao
de reservatérios de contaminacdo e diminuigdo
dos riscos de transmissdo. Fatores como nutrigdo

adequada dos animais (Kornalijnslijper et al.,
2003) e higiene adequada durante a ordenha sdo
fatores primordiais para a prevencdo (Morin,
2009).

A transmissdo dos agentes infecciosos
causadores da mastite pode ser minimizada pela
implementacdo do programa de cinco pontos de
controle da mastite, que compreende em (1)
realizar a desinfeccdo dos tetos com solucdo
antisséptica ap6s a ordenha, (2) tratamento de
todos os animais no momento da secagem, (3)
descarte de vacas cronicamente infectadas, (4)
diagnostico e tratamento rapido dos casos de
mastite clinica e (5) manutencéo e uso correto da
ordenhadeira (Neave et al., 1969). Outras
medidas que podem ser adotadas para o controle
da mastite contagiosa s@o o uso de toalhas de
papel individuais para secagem dos tetos e
ordenhar os animais com mastite somente apds a
ordenha dos animais sem mastite (Roberson et
al., 1994).

Para quadros de mastite ambiental devem ser
utilizados como métodos de prevencéo,
melhorias da higiene do ambiente e manejo
correto no momento da ordenha (Radostitis et al.,
2007). Outras praticas como retirada da &gua
parada ao redor do ambiente em que as vacas
permanecem e fornecimento de camas secas
inorgénicas, sdo imprescindiveis para o controle
(Hogan e Smith, 2012).

Coentrdo et al. (2008) relataram que rachaduras
nas partes emborrachadas dos equipamentos de
ordenha, deficiéncia na limpeza, falha na
desinfeccdo das teteiras e falta de treinamento
dos ordenadores, dentre outros fatores, sdo
considerados fatores de risco para o
desenvolvimento de mastite subclinica.

22 CONTAGEM DE CELULAS

SOMATICAS (CCS)

A resposta inflamatéria da glandula mamaria que
na maioria das vezes traz como contaminantes as
bactérias, aumenta o ndmero de leucécitos de
origem sanguinea no limen alveolar dos tetos. O
termo células somaticas no leite tem como
conceito todas as células presentes no leite
oriundas do sangue e células de descamacgédo do
epitélio glandular secretor (Fonseca e Santos,
2000).
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As células somaticas possuem funcdo de defesa
sendo na maioria, leucdcitos polimorfonucleares.
A CCS é utilizada juntamente com a cultura
bacterioldgica do leite para a deteccdo da mastite
subclinica. A partir desses exames é possivel
escolher o melhor tratamento para a doenca
(Ladeira, 2001). Paes et al. (2003), Park et al.
(2007) e Keefe (2012) afirmaram que a CCS é
um dos pardmetros mais utilizados para
avaliacdo da salde da glandula maméria em
diferentes espécies animais.

Souza et al. (2009) mostraram que a infecgdo
intramamaria foi o fator predominantemente
responsavel pelo aumento da contagem de
células somaticas (CCS) de vacas leiteiras. O
efeito de animal dentro de rebanho, idade da vaca
(Freitas et al., 2001), época do parto (Duraes et
al., 2001) e periodo de lactacdo também
influenciaram na variacdo da CCS de vacas
leiteiras de rebanhos comerciais (Dohoo e Meek,
1982; Cunha et al., 2008).

Dispositivos automaticos como o citdmetro de
fluxo, e contadores de particulas passaram a
facilitar a contagem de grandes nldmeros de
amostras facilitando o diagndstico de casos de
mastite subclinica. Ainda assim, a microscopia
direta representa o método padrdo de referéncia
para contagem de células somaticas no leite (IDF
148:1991; Barkema et al., 1997).

Libera et al. (2004) e Silveira et al. (2005)
relataram que ndo houve diferenca na contagem
de células sométicas obtidas através da
microscopia direta e o analisador eletronico
podendo os dois métodos serem utilizados.

2.2.1 Efeitos do Estgio de Lactagdo na
Alteracdo da Contagem de Celulas
Somaticas (CCS)

Imediatamente apds o parto, a Contagem de
Células Somaticas se encontra elevada,
independentemente se a vaca esteja infectada por
agentes causadores de mastite ou ndo (Dohoo e
Meek, 1982). O colostro apresenta elevada
contagem de células somaticas (Sargeant et al.,
2001) na primeira semana de lactacdo podendo
permanecer assim até duas semanas pés-parto
(Natzke et al., 1972).

Segundo Barbosa et al. (2007) a quantidade de
células somaticas no leite de vaca aumenta
gradualmente, a medida que a lactacdo avanca do
meio para o fim. Animais com maior nimero de
lactacbes apresentam também uma maior CCS
(Cunha, et al., 2008).

2.2.2 Definicdo de Mastite Através da
Contagem de Células Somaticas (CCS)

Edmondson e Bramley (2004) afirmaram que no
leite produzido em glandula mamaria bovina
sadia a CCS é usualmente menor que 50.000
células/ml de leite. Ladeira (2001) relatou que,
para amostras individuais, a presenca de
100.000-200.000  células/ml de leite €
considerada normal. Dohoo e Leslie (1991)
observaram que valores abaixo de 200.000
células/ml sdo indicativos de leites provenientes
de vacas saudaveis. Fonseca e Santos (2000)
afirmam que leite originado de vacas saudaveis
possui CCS menor que 300.000 células/ml.

Em quadros de mastite subclinica, a CCS do leite
pode ser maior que 200.000 células/ml, ja em
episodios agudos da doenca a contagem pode
superar as 5.000.000 células/ml (Edmondson e
Bramley, 2004). Ladeira (2001) afirmou que
valores superiores a 200.000 células/ml sdo
indicativos de quadros subclinicos de mastite e
Paes et al. (2003) mostraram que contagens
superiores a 1,0x108 células/ml de leite devem ser
utilizadas como critério para a realizacdo de
exames microbiolégicos confirmativos.

2.3 QUANTIFICACAO BACTERIANA

O leite é sintetizado pelas células mamarias e é
estéril quando secretado dos alvéolos para o
Ubere. A contaminacdo geralmente ocorre por
trés fontes sendo elas: dentro do Ubere, fora do
Ubere e pelos equipamentos de ordenha
utilizados (Wallace, 2008).

O crescimento bacteriano no leite estd
relacionado ao controle da higiene no processo
de ordenha, condi¢des de armazenamento do
leite e a contaminacéo inicial oriunda do interior
da glandula maméria (Bramley e Mckinnon,
1990). A Quantificacdo Bacteriana (QB) serve
para fazer avaliacdo dos métodos utilizados para
a retirada do leite e seu devido armazenamento,
permitindo assim avaliar os provaveis efeitos
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sobre o rendimento industrial e qualidade do leite
(Fonseca e Santos, 2000).

Segundo Natzke et al., (1972) o periodo seco é o
periodo em que ocorre 0 maior numero de
infecces intramamarias, porém no parto, essas
infeccbes encontram-se em niveis baixos
tendendo a aumentar no inicio do periodo p6s
parto e diminuindo com o decorrer da lactacéo.
Para realizacdo da Quantificacdo Bacteriana,
Bueno et al. (2008) e Eckstein et al. (2012)
relataram em seus trabalhos o uso da citometria
de fluxo. J& para Blowey et al. (1997) e Wallace
(2008) a QB deve ser realizada através da
contagem da cultura bacteriana do leite em placa
de Petri.

24 MASTITE E
BACTERIANO

ISOLAMENTO

A mastite é caracterizada por inflamagdo da
glandula mamaria causada por agentes fisicos ou
quimicos, mais comumente causada por infecgao
bacteriana (Park et al., 2007), caracterizando-se
por gerar diversas alteraces de carater fisico e
quimico do leite assim como modificaces
patoldgicas no tecido glandular. As mudangas de
maior importancia no leite sdo a perda da cor
natural, a presenca de grumos e grande
quantidade de leucécitos (Radostits et al., 2002;
Keefe, 2012). A maioria das perdas é atribuida a
mastite subclinica que, somente é detectada
usando testes diagndsticos apropriados para o
leite (Bramley et al., 1981). Para a deteccdo da
doenca de forma individual ou do rebanho, um
dos testes realizados de forma mais rotineira € a
cultura bacteriana (Radostits et al., 2002).

Apesar de existirem mais de 100 espécies
microbianas possivelmente presentes na glandula
mamaria, somente uma pequena quantidade de
micro-organismos € importante para 0
surgimento da maioria dos casos de mastite
clinica (Bier, 1984; Quinn et al., 2005). Desta
forma, os agentes mais importantes sdo as
bactérias Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus e Mycoplasma bovis.
(Radostits et al.,2002; Quinn et al., 2005).

Durante todo o periodo de lactagdo, as vacas
ficam sujeitas as alteraces do ambiente, a
exposicdo dos quartos saudaveis aos micro-
organismos durante o processo de ordenha
(Radostits et al., 2002) e a contaminacdo entre

animais (Keefe, 2012). A maioria das novas
infeccdes ocorre durante a fase inicial do periodo
de secagem da vaca ou nos dois primeiros meses
de lactacdo (Radostits et al., 2002). Para
diagnosticar essas infec¢des intramamarias com
alta sensibilidade, a metodologia mais utilizada é
0 isolamento do mesmo micro-organismo, mais
especificamente o S. aureus, de duas ou trés
amostras consecutivas obtidas com pelo menos
um dia de intervalo entre elas (Buelow et al.,
1996).

E de suma importancia lembrar que nio se deve
substituir a avaliagdo clinica dos animais bem
como a avaliagdo individual dos quartos
mamarios para diagnostico da doenca pelo
exame microbiologico do leite (Bartlett et al.,
1991). Este exame é considerado Util para o
monitoramento de programas de controle de
mastite, sendo que culturas negativas nao
necessariamente  significam auséncia de
patégenos (Brito et al., 1998).

2.4.1 Pat6genos causadores de mastite
2.4.1.1 Pat6genos Contagiosos

2.4.1.1.1 Staphylococcus aureus

Os S. aureus s8o cocos gram-positivos, catalase-
positivos e oxidase negativos (Ladeira, 2001)
com caracteristica de formagdo de colbnia em
agrupamentos semelhantes a cachos de uva. S&o
micro-organismos resistentes, persistentes no
ambiente por semanas sem hospedeiro,
ocorrendo transmissdo principalmente através
dos mecanismos das ordenhas (Quinn et al,,
2005).

A infeccdo causada por S. aureus é comum na
maioria dos rebanhos leiteiros, mesmo presentes
todas as medidas de controle, sendo o Ubere a
principal fonte de infec¢do (Quinn et al., 2005).
A maior limitag&o para o controle desse patégeno
é a baixa resposta a antibioticoterapia devido a
sua  sobrevivéncia dentro de  células
polimorfonucleares (Edmondson e Bramley,
2004). Essa resisténcia se da pela capacidade do
S. aureus se encapsular em determinados
periodos, sendo periodicamente liberados para os
tecidos levando a ocorréncia de lesdes
posteriores (Quinn et al., 2005). Latasa et al.
(2006) afirmaram que o S. aureus possui um
grupo de proteinas descrito como biofilmes
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associados as proteinas que contribuem
aumentando a persisténcia do patégeno no
organismo e favorecendo a cronicidade da
doenca. Cucarella et al. (2004) relataram que a
presenca desse biofilme associado as proteinas
reduz o sucesso da antibioticoterapia.

Os S. aureus sdo considerados patégenos
altamente contagiosos possuindo o potencial de
disseminacdo no rebanho, resultando elevadas
taxas de Contagem de Células Somaticas (Park et
al., 2007; Britten, 2012). A severidade dos
quadros de mastite causada por S. aureus varia
desde a mastite aguda até quadros subclinicos e
cronicos da doenga sendo as bactérias excretadas
juntamente com a alta Contagem de Células
Somaéticas (Quinn et al., 2005).

2.4.1.2 Patdgenos Ambientais

2.4.1.2.1 Streptococcus sp.

Os Streptococcus sp sdo cocos gram-positivos,
catalase-negativos e anaerobios facultativos.
Com caracteristica de formagdo de cadeias,
vivem como comensais em diversos tecidos,
possuindo certa habilidade de resisténcia a
fagocitose por neutréfilos devido a presencga de
capsula (Quinn et al., 2005). As infec¢des
causadas por Streptococcus sp. quase sempre
levam aos quadros subclinicos de mastite,
gerando impacto no aumento da Contagem de
Células Somaticas (Cattell, 1996).

2.4.1.2.2 Streptococcus uberis

Esse patdgeno estd intimamente relacionado a
mastite ambiental, principalmente em camas
contaminadas por fezes e urina (Gabler et al.,
2001). Dentre os patdgenos causadores de
mastite ambiental, o S. uberis é considerado o
mais importante (Leigh, 1999) e
aproximadamente 50% das contaminagBes
ocorrem durante o periodo seco (Todhunter et al.,
1995). A susceptibilidade da glandula mamaria
seca ao S. uberis aumenta com o tempo sendo que
na segunda metade do periodo seco todos o0s
quartos mamarios estdo vulneraveis a infecgéo
(Kenny et al., 2004). Essa infec¢éo por sua vez,
é sucedida por um grande recrutamento de
neutrofilos para prevencdo de multiplicacdo
bacteriana resultando no aumento da Contagem

de Células Somaticas (Rambeaud et al., 2003).
Em quadros subclinicos da doenga, Cattell
(1996) afirma que a maior incidéncia de mastite
clinica aparece até a quinta semana de lactacgao.

2.4.1.2.3 Streptococcus dysgalactiae

O S. dysgalactiae possui caracteristicas inerentes
aos patdgenos contagiosos e aos ambientais
(Quinn et al., 2005), estando associados a
condicdo da pele dos tetos. Podem ser isolados de
tonsilas e érgdos genitais de vacas sendo 6timos
infectantes e  colonizadores de  lesBes
(Edmondson e Bramley, 2004). A disseminacio
dessa bactéria pelo corpo, além das condigdes
ambientais também pode ser feita por lambedura,
fato esse que explica a alta frequéncia de mastite
em vacas secas (Fonseca e Santos, 2000). A
persisténcia na glandula mamaria ocorre devido
a habilidade de invasdo de células epiteliais do
tecido mamario, podendo ser transmitidas as
outras vacas durante os procedimentos da
ordenha (Quinn et al., 2005).

24.1.2.4 Coliformes Causadores de
Mastite

2.4.1.2.4.1 Escherichia coli

Escherichia coli é um dos mais importantes
microrganismos ambientais causadores da
mastite bovina. As infec¢des ocasionadas por
esse patdgeno, em sua maioria, ocorrem na forma
clinica nas primeiras semanas de lactacdo
(Radostitis et al., 2000). O micro-organismo
também esta envolvido em casos de mastite
subclinica (Dopfer et al., 1999). Sdo pertencentes
a familia Enterobacteriaceae e se apresentam
sob a forma de bacilos gram-negativos, oxidase-
negativos e anaerobios facultativos. Na mastite,
a E. coli é agente oportunista, geralmente
levando a infecgdo atraves da contaminacdo dos
tetos por fezes, na maioria das vezes devido ao
relaxamento do esfincter do teto (Quinn et al.,
2005). A contaminacdo também ocorre pela
cama, solo, agua e contato com fomites
contaminados (Hogan, et al., 1990), possuindo
maior incidéncia no verdo (Todhunter et al.,
1991).

A mastite causada por coliformes possui curta

duracdo (Todhunter et al., 1991), entretanto cerca
de 10% das infec¢des causadas por E.coli podem
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se tornar casos cronicos (Bradley e Green, 2001).
A resposta clinica a infeccao causada por E. coli
varia de acordo com a idade da vaca e 0 estagio
de lactacdo. Vacas mais velhas sd8o mais
susceptiveis devido a diminuicdo da fungdo
neutrofilica (Mehrzad et al., 2002). Essa bactéria
ndo possui capacidade de fixacdo nas células
epiteliais mamarias e as lesGes mamarias sdo
confinadas nas camadas superficiais do teto e nos
ductos lactiferos. A glandula seca é muito menos
responsiva as endotoxinas liberadas em relagdo a
glandula lactante (Kenny et al., 2004).

2.4.1.2.4.2 Proteus sp. e Enterobacter.

Os Proteus sp. sdo patégenos oportunistas,
maveis, com crescimento invasivo. Fazem parte
da familia Enterobacteriaceae, portanto séo
bacilos gram-negativos, oxidase-negativos e
anaerdbios facultativos. Suas caracteristicas
quanto a mastite sdo semelhantes as da E. colli
(Quinn et al., 2005). J4 os Enterobacter estdo
presentes em solo, agua, grama e trato intestinal
de animais saudaveis (Hogan e Smith, 2003).
Pertencentes a familia Enterobacteriaceae sdo
considerados  patdgenos oportunistas. Sdo
produtores de capsula que inibe a fagocitose e
aumenta portanto, a sobrevivéncia intracelular.
S80 gram-negativos, possuindo caracteristicas
semelhantes a E. coli (Quinn et al., 2005). Assim
para o0 Enterobacter, como para todas as
bactérias gram-negativas, as endotoxinas
produzidas séo consideradas o fator primario de
viruléncia, responsaveis pelos danos teciduais
nas vacas (Hogan e Smith, 2003).

2.4.1.2.5 Pseudomonas sp.

S80  bacilos  gram-negativos, aerobios
obrigatorios e catalase-positivos. Sdo mdveis e
aparecem no ambito mundial, na &gua e solo,
podendo ser encontrados também na pele,
mucosas e fezes de animais portadores sadios e
doentes (Quinn et al., 2005).

Por serem micro-organismos psicotroficos
causam preocupacao nos profissionais da area de
qualidade do leite e inspecdo de produtos
alimenticios (Santos e Fonseca, 2007). Tassell et
al. (2012) relataram que a incubacéo de amostras
de leite, mesmo apos ter sido pasteurizado, por
48 horas a 32°C foi suficiente para crescimento
de Pseudomonas sp. ndo sendo eficaz para a
inativacdo da bactéria.

A mastite causada por Pseudomonas sp. esta
associada a agua contaminada, utilizada nos
procedimentos de ordenha, ou seja, lavagem e
manutencdo dos equipamentos e limpeza dos
préprios tetos (Santos e Fonseca, 2007). Casos de
mastite gangrenosa causados por Pseudomonas
aeruginosa foram relatados por Osborne et al.
(1981) e McLennan et al. (1997). Esses autores
relatam que esses casos foram isolados, porém
Radostitis et al. (2000) afirmam que esse quadro
ndo é ocasional, faltando correto diagndstico para
identificacdo do patégeno.

2.4.1.2.6 Bacillus sp.

S&o bacilos gram-positivos grandes, produtores
de esporos, a maioria de origem ambiental
(Quinn et al., 2005), presentes em grande
quantidade em locais onde os animais ficam
alojados entre as ordenhas (Magnusson et al.,
2007). Dentre o género que abrange
aproximadamente 50 espécies, a Gnica espécie de
importancia na mastite bovina é o B. cereus.
Ainda assim, sua ocorréncia é rara quando
comparado com outros patdgenos (Quinn et al.,
2005).

Sua grande importancia se deve a esporulacéo e
contaminacdo do leite, sendo que durante o
periodo do verdo, essa liberacdo de esporos
torna-se maior. O teor de esporos presentes no
leite esta fortemente relacionado com o grau de
contaminacdo dos tetos quando relacionado ao
solo. Materiais de ordenha normalmente ndo
estdo associados na disseminacao desses esporos
(Christiansson et al., 1999).

2.4.1.3 Staphylococcus epidermidis e
Staphylococcus haemolyticus

S80 patégenos gram-positivos, coagulase-
negativos, por isso, menos patogénicos quando
comparados ao S. aureus. Distribuidos por todo
0 mundo, sdo comensais na pele de animais e
seres humanos, com certa estabilidade no meio
ambiente (Quinn et al., 2005). S. epidermidis em
estudo realizado por Piessens et al. (2011)
pareceu mais adaptado em sobreviver no Ubere,
ndo sendo encontrado no ambiente como fonte de
infeccdo, enquanto que o S. haemolyticus foi
considerado reservatorio ambiental, podendo
atuar como agentes oportunistas.
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Segundo Thorberg et al. (2009), mastite
subclinica causada por  Staphylococcus
coagulase-negativos é muito comum em vacas
leiteiras em que o rebanho tenha algum tipo de
problema de manejo. O controle da doenca torna-
se dificil devido ao fato de existir um alto nimero
de espécies diferentes. Ainda, segundo os
mesmos autores, a especie mais comum em
infeccBes persistentes subclinicas é o S.
epidermidis. Os mesmos autores ressaltaram
ainda que, na maioria dos animais avaliados
neste experimento, o S. epidermidis e o S.
haemolyticus, foram encontrados nas culturas de
leite.

Com relagdo aos fatores de viruléncia, ou seja, a
producdo de substancias para a permanéncia no
tecido glandular maméario, a capacidade de
formacéo de biofilmes a base de proteina como
os biofilmes presentes nos S. aureus, que confere
maior patogenicidade & bactéria, foi também
confirmada para o S. epidermidis (Rohde et al.,
2007) e para o S. haemolyticus (Tremblay et al.,
2013).

2.5 PREVALENCIA DE PATOGENOS
CAUSADORES DE MASTITE

2.5.1 Prevaléncia de Patdgenos em Alguns
Paises do mundo

Junaidu et al. (2011) encontraram 52% de
amostras contaminadas por bactérias de 100
amostras coletadas ocasionalmente de vacas de
fazendas comerciais em Sokoto Metropolis na
Nigéria. Nas amostras positivas para patogenos,
22,8% apresentaram S. aureus, 10,9% S.
epidermidis, 14,1% de amostras positivas para
Streptococcus spp, 7,6% com Bacillus spp,
9,78% com E. coli, 8,69% com Proteus spp e
1,09% com Enterobacter spp.

Benhamed et al. (2011) coletaram amostras de
leite de duas diferentes fazendas da regido de
Oran, oeste da Argélia. As amostras foram
coletadas de quartos diferentes ap6s utilizagdo de
técnica asséptica. As prevaléncias encontradas
foram 30,76% para S. aureus, 30,76% para
Streptococcus sp. e 23,07% para E. coli.

Na Alemanha, Tenhagen et al. (2006) avaliaram
a prevaléncia de quatro grupos clinicamente
saudaveis: primeira lactacdo, mais de uma

lactacdo, mais de 50 dias em lactacdo e mais de
250 dias de lactagdo. Encontraram prevaléncia
para o S. aureus de 5,7%, S.uberis de 1,0%,
Streptococcus spp. de 0,8% e coliformes de
0,3%. Comparativamente entre 0s tempos,
concluram que o S. aureus foi
predominantemente o patégeno mais encontrado,
aumentando sua prevaléncia com a idade da vaca
e 0 estagio de lactagdo, enquanto o S.uberis foi 0
patégeno ambiental mais prevalente no
experimento.

Na China, em experimento realizado por DaRong
et al. (2010), em que foram coletadas amostras
de leite de abril a maio de 2009, de cinco
fazendas leiteiras com vacas apresentando
mastite clinica e subclinica, a prevaléncia
encontrada para E.coli foi de 82%, para o S.
uberis de 53%, para o S.aureus, 41%, S.
dysgalactiae de 29% e S. epidermidis de 15%.
Ainda na regido nordeste da China. Yuan-Yuan
et al. (2012) realizaram um estudo para verificar
a prevaléncia de mastite subclinica e patégenos
prevalentes em 1.860 vacas no periodo de junho
a setembro de 2011. As bactérias predominantes
no estudo foram Staphylococcus aureus com
36% de prevaléncia, Staphylococcus coagulase-
negativo com 26,9%, S. Dysgalactiae com 7,3%,
S. uberis com 2,0%, E. coli com 12,4%, Proteus
com 2,0% e Pseudomonas sp. com 2,5% de
prevaléncia.

Em Gondar, na Etidpia, Moges et al. (2011)
encontraram em 322 vacas selecionadas
aleatoriamente de setembro de 2010 a fevereiro
de 2011 16,5% de prevaléncia de S. aureus e 14%
de S. dysgalactiae.

2.5.2 Prevaléncia de Patdgenos em Alguns
Eestados do Brasil

No estado de Minas Gerais, Ferreiro et al. (1981)
avaliaram em 27 municipios da Zona da Mata,
118 fazendas e um total de 3.779 vacas em
lactacdo e observaram prevaléncia de 30,49%
para o S. aureus, 16,09% para o S. epidermidis,
5,35% para o S. dysgalactiae e 3,57% para 0 S.
uberis.

No Mato Grosso, ha microrregido de Cuiaba,
Martins et al. (2010) pesquisaram a prevaléncia
de patdgenos em 108 vacas. Em casos de mastite
subclinica, os agentes bacterianos mais isolados
foram o Corynebacterium spp. com 27,6% e 0 S.
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aureus com prevaléncia de 21,5%. Nos casos de
mastite clinica, os agentes encontrados foram o
S. aureus com 44% e Corynebacterium spp. com
12% de prevaléncia.

Em S&o Paulo, Laranja e Machado (1994)
avaliaram, entre 0s meses de mar¢co de 1991 e
Fevereiro de 1992, a prevaléncia de patogenos
causadores de mastite em 7 fazendas de
diferentes regides, com o total de 1683 vacas
analisadas. Das amostras positivas para algum
tipo de patogeno, 44,6% foram positivos para S.
aureus, seguido por Streptococcus sp. (8,2%),
Bacillus sp. (4,4%), E.coli (3,2%).

No Para, Oliveira et al. (2011) relataram que, em
237 vacas mesticas em diferentes fases de
lactacdo avaliadas, em 9 propriedades, as
bactérias isoladas e suas respectivas prevaléncias
na mastite clinica foram: o Staphylococcus spp.
coagulase-negativo (25%), S. aureus (16,7%),
Streptococcus spp. (8,3%) e Corynebacterium
spp. (8,3%). Na mastite subclinica, encontraram
Staphylococcus spp. coagulase-negativo
(32,3%), S. aureus (17,7%), S. intermedius
(1,6%),  Streptococcus  spp. (4,8%) e
Corynebacterium spp. (4,8%).

Em Goias, Andrade et al. (1998) mostraram em
seus estudos que, das 942 vacas de 25
propriedades, a prevaléncia de S. aureus foi
30,2%, Staphylococcus spp. coagulase-negativo
11,6%, S. uberis 3,7%, Spreptococcus spp. 6,9%,
Pseudomonas spp. 10% e E. coli 6,2%.

2.6 MINERAIS

2.6.1 Calcio

E o mais abundante mineral do corpo, seguido
pelo fosforo  (Favus, et al, 2006).
Aproximadamente 1% de todo o célcio presente
no corpo é encontrado em fluidos extracelulares,
estruturas intracelulares e membranas celulares,
atuando muitas vezes como segundo mensageiro
em sinais extracelulares O célcio atua também na
contracdo muscular, secrecdo glandular e
transmissdo nervosa. O restante do célcio €
encontrado nos 0ssos e dentes, sendo suas
propriedades quimicas essenciais para funcdo
esquelética (Awumey e Bukoski, 2006).

No leite de vaca, 99% do célcio se encontra na
fracdo desnatada, enquanto que no leite humano,
16% se encontra na fracdo lipidica ligada a
gordura do glébulo da membrana (Fransson e
Lonnerdal, 1983), sendo que dois tercos do total
de calcio ocorrem na forma coloidal associada
com micelas de caseina, 0 terco restante se
encontra na forma solGvel. O célcio ionizado na
fase sollvel equivale a 10% do calcio total
(Gaucheron, 2005). A concentracdo de célcio no
leite é influenciada por vérios fatores como
espécie e raca, estagio de lactacdo e alimentacdo
(Tamime, 2009).

Lin et al. (2006) observaram que o melhor
aparelho para mensuracéo do célcio no leite foi o
Ciba Corning 634 ISE Ca?"pH Analyser® para
mensuracdo de analitos sanguineos, porém
calibrado adequadamente para leituras da
concentracdo de calcio no leite com reagentes
especificos para o aparelho em questéo.

Cerbulis e Farrel Jr. (1975) determinaram a
presenca de célcio no leite de vacas holandesas
no meio da lactagdo, porém, nao especificaram o
tempo de lactacdo. A média dos valores
encontrados foi 1,21 £ 0,18 g/L.

Rodriguez et al. (2001) mensuraram a
concentragdo de célcio do leite de vacas das Ilhas
Canério através da diluicdo de trés mililitros de
leite em 10 mililitros de HNOs3:HCIOs na
propor¢do de 9:1 e utilizaram para este fim
espectrofotdbmetro  de  absorcdo  atOmica.
Encontraram média de 1.653 + 207 mg/L, porém,
0s autores ndo fizeram separacdo das dosagens
por tempo de lactacéo.

Tsioulpas et al. (2007) encontraram valores da
concentracdo de calcio utilizando também o
aparelho Ciba Corning 634 ISE Ca?"pH
Analyser®. No colostro, encontraram valores de
54,2 + 6,7 mMol. Esses valores apresentaram
reducéo significativa aos 5 dias de lactacdo (36,2
* 3,2 mMol), aos 30 dias de lactacdo (30,3 £ 2,2),
mantendo-se semelhantes aos 60 dias de lactagéo
(28,3 + 3,5 mMol) e 90 dias de lactagdo (28,6 +
2,1 mMol).

Ceballos et al. (2009) mensuraram valores para o
calcio através da espectrofotometria de absor¢do
atdmica do leite de vacas de raca holandesa com
pelo menos duas lactacGes seguidas, as amostras
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variavam do primeiro ao Ultimo més de lactacéo.
Encontraram média de 113,58 mg/100g de leite.

El-Fattah et al. (2012) avaliaram o colostro
imediatamente pos-parto e cinco dias pds-parto
de vacas holandesas por espectrometria de
emissdo atbémica por plasma acoplado (ICP-
AES) para mensurar a concentracdo de calcio. As
médias encontradas para as vacas holandesas
foram 281,40 + 2,01 mg/100g e 115,20 + 0,80
mg/100g respectivamente, possuindo queda
significativa entre 0s grupos.

2.6.2 Fosforo

O fésforo se encontra intimamente relacionado
ao célcio (Ferreira et al., 2004) e juntamente com
ele, é responsavel pela estruturagdo de 0ssos e
dentes. E constituinte de vérias moléculas
biolégicas, incluindo lipidios, proteinas,
carboidratos e acidos nucleicos. Holt (1985)
afirmou que 56% do célcio sollvel no leite se
encontra na forma de ions fosfato. Também
como para o0 célcio, a concentracdo €
influenciada por fatores como raca, alimentacéo,
espécie e estagio de lactacdo (Tamime, 2009). A
concentracdo de fosforo inorganico no leite é
muito mais alta na primeira lactacdo do que em
vacas multiparas. O fosforo é transportado contra
o0 gradiente de concentracdo do plasma para o
leite e ndo é afetado diretamente por mudancas
do fésforo inorgénico no plasma sanguineo, mas
sim influenciado por fatores como nimero de
lactac@es, producdo leiteira e més do parto (Forar
et al., 1982).

Cerbulis e Farrel Jr., (1975) determinaram a
presenca de fosforo no leite de vacas holandesas
no meio da lactagdo, porém, ndo especificaram o
tempo de lactacdo. Para a determinacdo do
fosforo foi utilizada a metodologia do azul de
molibdénio. A média dos valores encontrados
foram 0,985 + 0,203 g/L.

Tsioulpas et al. (2007) encontraram valores da
concentracdo de fosforo utilizando o aparelho
Ciba Corning 634 ISE Ca?"pH Analyser®. No
colostro, encontraram valores de 52,8 + 8,6
mMol/L. Esses valores apresentaram queda
significativa aos 5 dias de lactacdo (32,2 + 2,3
mMol/L), aos 30 dias de lactacdo (25,1 + 3,8
mMol/L), mantendo-se semelhantes aos 60 dias
de lactacdo (23,0 + 1,4 mMol/L) e 90 dias de
lactacéo (27,4 + 1,6 mMol/L).

Ceballos et al. (2009) mensuraram valores para o
féosforo através da espectrofotometria de
absorcdo atdmica do leite de vacas de raca
holandesa com pelo menos duas lactagBes
seguidas, as amostras variavam do primeiro ao
Ultimo més de lactagdo. Encontraram média de
87,04 mg/100g de leite.

El-Fattah et al. (2012) avaliaram o colostro
imediatamente pds-parto e cinco dias pés-parto
de vacas holandesas por colorimetria para
mensurar a concentracdo de fosforo. As médias
encontradas para as vacas holandesas foram
53,00 + 1,09 mg/100gramas e 55,50 + 1,10
mg/100gramas  respectivamente,  possuindo
aumento significativo entre os grupos.

2.6.3 Magnésio

E o cétion bivalente mais prevalente e necessario
para as reagBes enzimaticas vitais ao
metabolismo como a sintese de Acido
Desoxirribonucleico  (DNA) e  Acido
Ribonucleico (RNA) (Volpe, 2006). Atua na
regulacdo intracelular de célcio e potassio a nivel
de membrana celular sendo portanto, controlador
na transmissao nervosa, esquelética, contragdo
muscular, excita¢do cardiaca dentre outros (Hunt
e Nielsen, 2009).

O leite de vaca é pobre de magnésio, em que sua
maior concentracdo € encontrada no periodo
colostral, decaindo durante os trés primeiros dias
de lactacdo (Jarrett, 1979; Hazell, 1985; Souza et
al., 2009). O magnésio é encontrado quase em
sua totalidade na por¢do desnatada (Fransson e
Lonnerdal, 1983), com 65% na forma soltvel. O
restante se encontra associado as micelas de
caseina (Holt, 1985). O leite bovino contém
aproximadamente 100 mg de magnésio por litro
(Volpe, 2006) e sua concentracdo no leite ndo é
afetada pela ingestdo na dieta (Hunt e Nielsen,
2009).

Cerbulis e Farrel Jr. (1975) determinaram a
presenca de magnésio no leite de vacas
holandesas no meio da lactacdo, porém, ndo
especificaram o tempo de lactagdo. A média dos
valores encontrados foram 0,120 + 0,08 g/L.

Rodriguez et al. (2001) mensuraram a
concentracdo de magnésio do leite de vacas das
Ilhas Canério através da diluigdo de trés ml de
leite em 10 ml de HNO3:HCIO4 na propor¢éo de
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9:1 e utilizaram para este fim espectrofotdmetro
de absorcdo atémica. Encontraram a média de
113,9 + 18,7 mg/L, porém, os autores ndo
fizeram separacdo das dosagens por tempo de
lactacdo.

Tsioulpas et al. (2007) encontraram valores da
concentracdo de magnésio utilizando também o
aparelno Ciba Corning 634 ISE Ca®’pH
Analyser®. No colostro, encontraram valores de
12,1 £ 1,4 mMol/L. Esses valores apresentaram
reducdo significativa aos 5 dias de lactagdo (5,9
+ 2,3 mMol/L), aos 30 dias de lactacdo (5,2 £ 3,2
mMol/L) mantendo-se semelhante aos 60 dias de
lactacdo (4,7 £ 3,5 mMol/L) e 90 dias de lactacdo
(4,4 £ 2,1 mMol/L).

Ceballos et al. (2009) mensuraram valores para o
magneésio através da espectrofotometria de
absorcdo atbmica do leite de vacas de raca
holandesa com pelo menos duas lactacBes
seguidas, as amostras variaram do primeiro ao
altimo més de lactagdo. Encontraram média de
9,40 mg/100g de leite.

El-Fattah et al. (2012) avaliaram o colostro
imediatamente pds-parto e cinco dias pds-parto
de vacas holandesas por espectrometria de
emissdo atdémica por plasma acoplado (ICP-
AES) para mensurar a concentragdo de
magneésio. As médias encontradas para as vacas
holandesas foram 42,86 + 0,88 mg/100g e 14,35
+ 0,17 mg/100g respectivamente, possuindo
diferenca significativa entre os grupos.

2.6.4 Cloreto

O cloreto é o principal anion extracelular e
essencial para a manutencéo de fluidos e balanco
eletrolitico (Fox, 1997). A concentracdo de
cloretos na lactagdo decresce do colostro para o
leite comparado a fase pds-colostral, mas
aumenta consideravelmente no fim da lactagdo
independente da dieta oferecida ao animal
(Kirchgessner et al., 1967; Holt, 1993).

Quase todo cloreto presente no leite se encontra
na forma de ions livres (Holt, 1993), assim sendo,
grandes elevacBes de cloreto no leite sdo
indicativas de inflamacdo da glandula maméria e
essas mudancas quando detectadas podem ser
usadas para diagnostico de mastite subclinica
(Edmondson e Bramley, 2004).

Morsi, et al. (2000) afirmaram que pat6genos
causadores de mastite aumentam a concentracdo
de cloreto no leite e Zafalon et al. (2005)
relataram que a condutividade elétrica e a
dosagem do contetdo de cloretos no leite quando
realizadas conjuntamente, apresentaram
eficiéncia semelhante para diagnostico de mastite
subclinica causada por Staphylococcus aureus e
Corynebacterium.

Bruckmaier et al. (2004) afirmaram que, em
quartos afetados por infec¢do, a concentracao de
cloreto varia entre 41-45 ml/L, porém, a alteracéo
da composicdo do leite é dependente da
severidade da infeccdo mamédria, pois Varios
componentes sintetizados na glandula mamaéria
ndo variam durante a infeccéo.

2.7 ENZIMAS

2.7.1 Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina (ALP) é um homo dimero
com duas subunidades idénticas, cada uma com
peso molecular de 85 KDa. Contém quatro
atomos de zinco, que sdo essenciais para sua
atividade enzimatica, sendo ativada também pelo
ion magnésio. Sua atividade 6tima ocorre em pH
10,5 quando analisada em nitrofenilfosfato, mas
esse pH cai para 6,8 quando analisada em
caseinato. A temperatura ideal é de 37°C (Linden
et al., 1974; Linden e Alais, 1978).

A fosfatase alcalina é importante para o
processamento do leite, pois é utilizada para
verificacdo da eficiéncia da pasteurizacdo com
sua inativacéo (Tindco et al., 2002). No entanto,
ha provas de que a ALP pode ser reativada. Esse
mecanismo esta ligado a membrana e varios
fatores como ions magnésio e zinco promovendo
forte reativacdo, enquanto que os ions estanho,
cobre, cobalto e Acido Etilenodiamino Tetra-
Acético (EDTA) atuam de forma inibitéria. Ja os
fons ferro ndo alteram a inativagdo dessa enzima
(Andrews, et al., 1992; Fox, 2003; Shakeel-Ur-
Rehman et al., 2003). McKellar et al. (1994)
afirmaram que a ALP ndo € a enzima mais
apropriada para a avaliacdo da pasteurizacdo em
curto tempo devido ao processo de reativacdo da
enzima.

A maioria da fosfatase alcalina presente na
glandula mamaria é proveniente das células
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mioepiteliais sugerindo um papel na ejecdo
lactea. Por outro lado, ha baixa atividade de ALP
nas células epiteliais da glandula maméria
(Binghan, et al., 1992). Durante a lactacdo, a
ALP é encontrada em niveis elevados na fase
colostral, vindo a diminuir entre uma a duas
semanas ap6s 0 parto e se mantendo constante
durante as vinte e cinco semanas de lactagdo
subsequentes (Kiermeier e Meinl, 1961), sendo
que a mastite causa consideravel elevacdo da
atividade de ALP (Singh e Ganguli, 1975).
Zarrilli et al. (2003) encontraram valores para a
ALP entre 150 a 1000 u/L no colostro de ovelhas.

2.7.2 Gama-Glutamil Transferase

A gama-glutamil transferase (GGT) é uma
glicoproteina que possui doze isoenzimas
diferindo entre elas pela quantidade de acido
sialico. E um dimero de subunidades de peso
molecular de 46 e 22 KDa (Tate e Meister, 1976).
Possui atividade 6tima em pH entre 8,5 e 9,0
(Kenny, 1977). Como fungdo, a GGT atua na
regulacdo da transferéncia de glutationa para
aminoacidos ou peptideos (Vifa et al., 1989) e
pode estar envolvida no transporte de
aminodacidos a partir do sangue para a glandula
mamaria (Vifia et al., 2001) e assim atuar na
biossintese de proteinas do leite (Baumrucker e
Pocius, 1978). Johnston et al. (2004) afirmaram
que a inibicdo da atividade da GGT das células
mamarias durante a lactacdo em ovinos, induziu
a uma queda significante da sintetizacdo de
proteinas presentes no leite.

Na tecnologia do leite a GGT é de interesse
principalmente por causa de suas caracteristicas
de estabilidade térmica (O’Mahony et al., 2013).
Andrews et al. (1987) observaram que a GGT
presente no leite é apropriada para monitorar
tratamentos térmicos no leite em que a
temperatura varia entre 70-80°C por 16
segundos, pois a mesma é inativada a esta
temperatura.

A GGT é absorvida a partir do trato
gastrointestinal de recém-nascidos durante as
quatro primeiras horas de vida (Braun et al.,
1982), resultando na alta concentra¢do no soro
sanguineo de animais alimentados com o
colostro ou no inicio da lactacdo (Farkye, 1992).
Desde que a GGT é inativada por tratamento
térmico ao qual sdo submetidas as férmulas para
lactentes, o nivel de atividade da GGT no soro

sanguineo em lactentes pode ser utilizado para
distinguir animais amamentados com leite dos
animais alimentados com a férmula (Farkye,
1992).

Essa enzima também é secretada pelo tecido
mamario, e no leite, esta ligada as membranas da
pele e glébulos de gordura, sendo a sua atividade
influenciada pelo estagio de lactagdo (Fox,
1997), possuindo alta atividade na fase colostral
(Pero et al., 2006; Franciosi et al., 2009).

Ontsouka et al. (2003) avaliaram 16 vacas
mesticas (Simental X Holandesa), para a
determinacdo da concentracdo de GGT do
colostro (dois dias pds-parto) e 30 dias de
lactacdo. Para estes fins, utilizaram o aparelho
automatico Cobas Miras Plus, F. Hoffmann-La
Roche®, realizando coagulagio do leite com
quimosina e Kits especificos para este aparelho.
Como resultado encontraram a GGT alta no
colostro de 137 + 9 pkat/L o que equivale a
aproximadamente 8.218,35 U/L e uma redugéo
significativa aos 30 dias de lactacdo com valores
de 24 + 8 o que corresponde a aproximadamente
1.439,71 U/L.

De acordo Zanker et al. (2001) a atividade
enzimatica da GGT ¢é alta no colostro
decrescendo gradualmente com o passar do
tempo de lactacdo. Zarrilli et al. (2003)
encontraram valores entre 8.000 a 23.000 U/L
paraa GGT presente no colostro de ovelhas. Pero
et al. (2006) encontraram ainda, altos niveis de
atividade da GGT na glandula mamaria de
bufalas aos 120 dias de lactacdo. J& aos 180 dias,
os valores encontrados e confirmados através da
histoquimica, foram semelhantes aos de bufalas
ndo lactantes.

2.8 CELULAS

2.8.1 Neutrofilos

Os neutrofilos sdo células sanguineas de origem
medular possuindo como precursores as células
mieloblasticas, pro-granuléciticas, mieldciticas,
metamielociticas e neutrofilos bastonetes nesta
ordem, que sofrem maturac&o e séo liberados na
corrente  sanguinea através de sinusoides
medulares. Possuem meia-vida de 5 a 10 horas
antes da penetracdo nos tecidos e quando
maduras possuem maior capacidade de migracdo

32



tecidual. Essa penetracdo ocorre por mediacdo de
substancias  quimiotdticas que promovem
migracdo de neutréfilos para locais especificos
(Stockhan e Scott, 2011).

Segundo Jain (1986), em vacas com mastite
aguda, a neutropenia inflamatoria, ou seja, a
diminuicdo da concentracdo de neutréfilos na
corrente sanguinea por uma maior migracao
tecidual devido a inflamacdo é comum, pois
esses animais possuem um sistema de estoque
(CAN- Compartimento de Armazenamento de
Neutréfilos) pequeno. Apos a neutropenia inicial,
que dura aproximadamente 6 horas, a vaca passa
por um desvio a esquerda significativo, ou seja,
um aumento de neutrofilos ndo segmentados
(bastonetes ou outras células precursoras) na
corrente sanguinea ao redor de 24 horas.
Proximas as 31 horas ocorre o nadir de
neutropenia, onde sdo encontrados 0s menores
valores de neutréfilos na corrente sanguinea.
Wenz et al. (1999) afirmam que a gravidade da
neutropenia é dependente da ocorréncia de
bacteremia juntamente com a mastite.

Os neutréfilos sdo as células predominantes no
leite de vacas com mastite, com concentracdes
excedendo 1 milhdo/ml durante a infecgdo aguda
(Morin, 2009). Séo importantes para eliminacéo
de patogenos causadores de infeccdo na glandula
mamaria. Para isso, ocorre primeiramente o
recrutamento de neutrdfilos sendo dependentes
de fatores quimiotaticos como a interleucina - 8
e o fator de complemento Cb5a, provenientes de
macrofagos e células epiteliais (Rainard, 2003;
Takahashi et al.,, 2005). Em resposta aos
mediadores inflamatorios, as células endoteliais
expressam receptores que auxiliam na expressao
de determinados complexos de adeséo que atuam
na ancoragem de neutréfilos intravasculares para
posterior diapedese na glandula mamaria. Esses
neutrofilos migram de acordo com o gradiente
quimiotatico até atingir o apice da infeccdo
(Rainard e Riollet, 2003).

Em uma segunda fase, ha ocorréncia de
fagocitose dos patdgenos. Os neutrofilos passam
a ser ativados através da diapedese e de
substancias quimiotaticas. Essa ativagdo resulta
em maior quantidade de receptores. Esses,
reconhecem componentes especificos da parede
bacteriana (Bannerman et al., 2005) e facilitam a
emisséo de pseudOpodes para posterior
fagocitose (Paape et al., 2003). Os granulos dos

neutréfilos atuam na destruicdo de micro-
organismos, através de peptideos de largo
espectro antibacteriano e antifungico (Mehrzad
et al., 2005). Esses peptideos associados com
lactoferrina e enzimas hidroliticas contribuem
para total eliminacdo de micro-organismos
(Morin, 2009). A apoptose celular finaliza esse
processo fragmentando neutréfilos em pequenos
pedacos ligados a membrana que sdo facilmente
removidos e fagocitados por macréfagos (Boutet
et al, 2004). A grande concentracdo
predominantemente de neutréfilos no leite é
indicativo de doenca da glandula mamaria
(Kehrli e Shuster, 1994). No Entanto, essa
concentracdo de neutréfilos no leite ndo varia de
acordo com o estagio de lactacdo e tdo pouco
com o nimero de lactacdes segundo Kelly et al.
(2000).

Dulin et al. (1982) obtiveram valores préximos a
62,5% de neutrdfilos no leite através da
confeccdo do esfregago em lamina corado com
Wright modificado de trinta vacas, porém, eles
ndo verificaram essa porcentagem no decorrer da
lactacdo. A contagem em Ildmina ndo diferiu
estatisticamente da metodologia que utiliza a
citocentrifuga e posterior preparo de laminas
para obtencdo do diferencial celular em vacas
higidas.

Miller et al. (1991) encontraram aos 30 e 60 dias
de lactacdo valores de 32,4% e 21,5% de
neutréfilos, respectivamente, utilizando
citocentrifuga e posterior preparo de laminas, de
leite de vacas primiparas, valores que néo
apresentaram diferenca estatistica.

Droke et al. (1993) realizaram o diferencial
celular do leite em laminas de 71 cabras em
varios estagios de lactagdo e duas semanas antes
da secagem das cabras. A coleta de amostra foi
realizada em tanques de armazenamento.
Encontraram média de 87,3% de neutrdfilos.

Paape et al. (2001) relataram que em cabras sem
infeccdo intramamaria a concentragdo de
neutrofilos no leite varia de 45 a 74% do total das
Células Sométicas e em cabras com infeccéo,
esse valor varia de 71 a 86%.

Dosogne et al. (2003) encontraram valores de
neutréfilos para o inicio da lactagdo
(aproximadamente 30 dias) e para o meio da
lactaclo (aproximadamente 180 dias) em vacas
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holandesas. A metodologia utilizada foi a da
citocentrifuga com preparo de laminas. No inicio
da lactacdo a porcentagem de neutrdfilos foi
entre 10% e 20% e no meio da lactacdo foi mais
préximo de 30%.

Sarikaya et al. (2006) avaliaram em quatro
grupos de vacas de diferentes racas e diferentes
estagios de lactacdo, o diferencial celular através
da microscopia Gptica. Esses autores constataram
que a populacdo celular varia de acordo com o
aumento de células sométicas. Os neutrofilos se
sobressairam sempre em que houve aumento da
Contagem de Células Somaticas.

Schwartz et al. (2011a) estudaram 80 amostras
de leite provenientes de 20 vacas holandesas de
diferentes idades e estdgios de lactagdo via
citbmetro e observaram que a populacdo de
neutrofilos variou entre 4,48% e 85,27% do
diferencial realizado, sendo a média de 48,5%.

Schwartz et al. (2011b) em estudo com 20 vacas
em boas condi¢des de salde e sem histérico de
mastite, realizaram diferencial celular no leite e
encontraram média geral de neutréfilos de
19,94%.

Pilla et al. (2012) avaliaram em seus estudos
amostras de leite de 48 vacas selecionadas de trés
fazendas aleatoriamente sem diferenciacdo de
tempo de lactacdo nem do ndmero de lactacgdes.
Para a diferenciacdo celular foi realizado o
preparo de laminas apdés a utilizacdo de
citocentrifuga e usada a coloragao de Griinwald-
Giemsa. Na fazenda A, encontraram a média do
valor de 58,68% de neutrofilos no leite. Na
fazenda B, a média do valor encontrado foi
67,03% de neutréfilos no leite e na fazenda C, a
média do valor encontrado foi 31,79% de
neutréfilos no leite.

2.8.2 Linfocitos

A producéo e maturacédo de linfocitos ocorre nos
linfonodos, bago e timo, que contém precursores
de linfécitos B, T e Nulos. Apés a diferenciacdo
estimulada por agentes mediadores de linfécitos
B e T, deixam os linfonodos pelos vasos
linfaticos passando a circular pela corrente
sanguinea e através dela, penetram nos tecidos.
Essa migracdo ocorre por quimiotaxia e ligacéo a
receptores endoteliais (Stockhan e Scott, 2011).

No leite, linfécitos T CD8* (0s supressores que
possuem memoria citotoxica) superam 0S
linfocitos T CD4" (auxiliares). Entretanto, essas
porcentagens podem variar com 0 estagio de
lactacdo (Park et al., 1992).

Dulin et al. (1982) obtiveram valores
aproximados a 0,7% de linfécitos no leite através
da confeccdo do esfregago em lamina corado
com Wright modificado de trinta vacas, porém,
eles ndo verificaram a contagem no decorrer da
lactacdo. A contagem em Ilamina ndo diferiu
estatisticamente da contagem obtida a partir da
citocentrifuga e posterior preparo de laminas
para obtencdo do diferencial celular em vacas
higidas.

Miller et al. (1991) encontraram aos 30 e 60 dias
de lactacdo valores de 243% e 22%
respectivamente  de  linfocitos  utilizando
citocentrifuga e posterior preparo de laminas, de
leite de wvacas primiparas, sem diferenca
estatistica entre eles.

Droke et al. (1993) realizaram o diferencial
celular do leite em laminas de 71 cabras em
Varios estagios de lactacdo e duas semanas antes
da secagem das cabras. A coleta de amostra foi
realizada em tanques de armazenamento.
Encontraram média de 2,8% de linfdcitos.

Paape et al. (2001) relataram que em cabras sem
infeccdo intramamaria, a concentracdo de
linfécitos no leite varia de 9 a 20% do total das
Células Somaticas e em cabras com infeccéo,
esse valor varia de 5 a 11%.

Dosogne et al. (2003) encontraram valores de
linfécitos para o0 inicio da lactagdo
(aproximadamente 30 dias) e para 0 meio da
lactacdo (aproximadamente 180 dias) em vacas
holandesas. A metodologia utilizada foi a da
citocentrifuga com preparo de laminas. No inicio
da lactagdo a porcentagem de linfocitos foi entre
70% e 80% e no meio da lactacdo foi entre 50%
e 60%.

Sarikaya et al. (2006) avaliaram em quatro
grupos de vacas de diferentes ragas e diferentes
estagios de lactacdo, o diferencial celular através
da microscopia Optica. Esses autores constataram
que a populacdo celular varia de acordo com o
aumento de células sométicas. Esse estudo
observou, ainda, que os linfocitos compdem uma
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pequena porcentagem do total de células
somaéticas e decai com a elevagdo da Contagem
de Células Somaéticas.

Schwartz et al. (2011a) estudaram 80 amostras
de leite provenientes de 20 vacas holandesas de
diferentes idades e estagios de lactagdo via
citbmetro e observaram que a populagdo de
linfécitos variou entre 2,37% e 87,75% do
diferencial realizado, sendo a média de 29,76%.
Esse estudo também mostrou que os linfdcitos
sdo o tipo celular predominante quando as
glandulas mamaérias estdo em perfeita condicdo
de saude.

Schwartz et al. (2011b) em estudo com 20 vacas
em boas condi¢des de salde e sem histdrico de
mastite, realizaram diferencial celular no leite e
encontraram media geral de linfocitos de
44,56%.

Pilla et al. (2012) avaliaram em seus estudos
amostras de leite de 48 vacas selecionadas de trés
fazendas aleatoriamente sem diferenciacdo de
tempo de lactagcdo nem do nimero de lactacdes.
Para a diferenciacdo celular foi realizado o
preparo de laminas apdés a utilizacdo de
citocentrifuga e usada a coloracdo de Griunwald-
Giemsa. Na fazenda A, encontraram a média do
valor de 28,97% de linfécitos no leite. Na
fazenda B, a média do valor encontrado foi
20,05% de linfécitos no leite e na fazenda C, a
média do valor encontrado foi 25,56% de
linfocitos no leite.

2.8.3 Macro6fagos

Os mondcitos sdo originarios na medula 6ssea
provenientes das mesmas células-tronco que os
neutréfilos e se diferencia deste por meio de
citocinas especificas. Se desenvolvem a partir de
monoblastos e promondcitos, fazendo migracao
tecidual apés ligagdo as células endoteliais e,
quando  presentes nos tecidos  sofrem
diferenciacdo em macréfagos (Stockhan e Scott,
2011). Os macrdfagos atuam fazendo ingestdo de
micro-organismos provocando a morte dos
mesmos. Mesmo assim, essas células juntamente
com os neutréfilos sdo mais lentas em realizar
suas fungdes no leite que no sangue (Mullan et
al., 1985). Em vacas saudaveis, a concentragéo
de macréfagos excede a concentracdo de
neutrofilos, invertendo esse quadro quando
ocorrem casos de mastite (Schwarz et al., 2011a).

Os macrofagos também possuem a fungdo de
processamento e apresentacdo de antigenos aos
linfocitos T (Ordillo et al., 1997).

Dulin et al. (1982) obtiveram valores
aproximados a 36,5% de macréfagos no leite
através da confeccdo do esfregaco em lamina
corado com Wright modificado de trinta vacas,
porém, eles nao verificaram no decorrer da
lactacdo.

Miller et al. (1991) encontraram aos 30 e 60 dias
de lactacdo valores de 251% e 36,9%
respectivamente de macrofagos, utilizando
citocentrifuga e posterior preparo de laminas de
leite de vacas primiparas, sem significancia
estatistica entre eles.

Droke et al. (1993) realizaram o diferencial
celular do leite em laminas de 71 cabras em
varios estagios de lactacdo e duas semanas antes
da secagem das cabras. A coleta de amostra foi
realizada em tanques de armazenamento.
Encontraram média de 9,9% de macro6fagos.

Paape et al. (2001) relataram que em cabras sem
infeccdo intramamaria, a concentragcdo de
macrofagos no leite varia de 15 a 41% do total
das Células Somaticas e em cabras com infeccdo
intramamaria, esse valor varia de 8 a 18%.

Dosogne, et al. (2003) encontraram valores de
macrofagos para o0 inicio da lactacdo
(aproximadamente 30 dias) e para 0 meio da
lactaclo (aproximadamente 180 dias) em vacas
holandesas. A metodologia utilizada foi a da
citocentrifuga com preparo de laminas. No inicio
da lactacdo a porcentagem de macréfagos foi
entre 0% e 10% e no meio da lactacdo foi de
aproximadamente 10%.

Sarikaya et al. (2006) avaliaram, em quatro
grupos de vacas, de diferentes racas e diferentes
estagios de lactacdo, o diferencial celular através
da microscopia Gptica. Esses autores constataram
que a populacdo celular varia de acordo com o
aumento de células somaticas. Esse estudo
observou ainda que os macrdfagos foram as
células predominantes em um dos quatro grupos
e que a concentracao dessa célula diminui com a
elevacao das células somaticas.

Schwartz et al. (2011a) estudaram 80 amostras
de leite provenientes de 20 vacas holandesas de
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diferentes idades e estagios de lactacdo via
citbmetro e observaram que a populacdo de
macréfagos variou entre 2,37% e 55,71% do
diferencial realizado, sendo a média de 21,74%.
Schwartz et al. (2011b) em estudo com 20 vacas
em boas condicOes de sadde e sem historico de
mastite, realizaram diferencial celular no leite e
encontraram média geral de macrofagos de
34,85%.

Pilla et al. (2012) avaliaram em seus estudos
amostras de leite de 48 vacas selecionadas de trés
fazendas aleatoriamente, sem diferenciacdo de
tempo de lactagdo, nem do nimero de lactacdes.
Para a diferenciacdo celular foi realizado o
preparo de laminas apds a utilizacdo de
citocentrifuga e usada a coloracdo de Griunwald-
Giemsa. Na fazenda A, encontraram a média do
valor de 12,35% de macrofagos no leite. Na
fazenda B, a média do valor encontrado foi
12,92% de macréfagos no leite e na fazenda C, a
média do valor encontrado foi 42,65% de
macrofagos no leite.

2.8.4 Eosinotfilos, Células Epiteliais e
Basofilos

A producdo de eosindfilos na medula Ossea é
estimulada por mediadores especificos. Os
eosindfilos do sangue circulante e marginais,
podem permanecer por minutos a horas na
circulagdo sanguinea, morrendo nos tecidos sem
quantidade de tempo definida para esta morte.
Possuem funcdo fagocitdria e bactericida
(Stockhan e Scott, 2011).

Dulin et al. (1982) obtiveram valores
aproximados a 0,3% de eosinéfilos no leite de
vacas através da confeccdo do esfregaco em
lamina corado com Wright modificado de trinta
vacas. J& Della Libera et al. (2004) realizaram
diferenciagdo celular do leite de uma Unica coleta
de 28 bufalas sem quadros clinicos de mastite em
Sdo Paulo por utilizagdo de citocentrifuga e
posterior preparo de laminas. Obtiveram valor
médio de 0,7% de eosinofilos. Silva e Silva,
(1994) relataram que encontraram no leite de
bufalas sadias a média do valor de 5% de
eosindfilos. Esses trabalhos ndo mensuraram a
porcentagem de eosinéfilos no decorrer da
lactacdo e nem especificaram em qual momento
da lactacdo os experimentos foram realizados.

Embora os leucécitos sejam considerados as
células mais importantes para a defesa da
glandula maméria, as células epiteliais sdo
reconhecidas por atuar na mediacdo da resposta
imune inata na infeccdo. Receptores presentes
nas células epiteliais reconhecem componentes
especificos bacterianos dando inicio a cascata de
eventos que causa a producdo de citocinas e
agentes quimiotaticos (Gray et al., 2005; Rainard
e Riollet, 2006).

Dulin et al. (1982) reportaram que as células
epiteliais equivalem a menos de 1% de todas as
células presentes no leite. Contreras et al. (1998)
afirmaram que a porcentagem de células
epiteliais presentes no leite de cabras em
glandulas ndo infectadas equivale a 6% do total
de células.

Miller et al. (1991) encontraram aos 30 e 60 dias
de lactacdo wvalores de 17,4% e 19,6%
respectivamente de células epiteliais, utilizando
citocentrifuga e posterior preparo de laminas de
leite de vacas primiparas, sem significancia entre
eles. Ribas (1999) afirmou que do total de células
somaticas presentes no leite de vaca, somente 2 a
25% sao células epiteliais.

Capuco et al. (2001) relataram que as células
epiteliais mamérias de vacas diminuem em
niamero com o decorrer da lactacdo
(aproximadamente 50% em toda a lactagdo). Ja
em leite de bifalas, estudos como o de Silva e
Silva (1994) reportaram que o valor de células
epiteliais encontrado é de 5%. Dhakal et al.
(1992) concluiram que hd o predominio de
células epiteliais no leite dessa espécie.

Os Basofilos sdo originarios da medula dssea
sendo o granulécito de menor concentracdo no
sangue de mamiferos domésticos. Seu processo
de maturacdo € exclusivamente medular
ocorrendo em torno de dois dias e meio (Dvorak
e Monahan, 1985). Uma vez no sangue
periférico, o tempo de vida é de
aproximadamente seis horas podendo viver por
aproximadamente duas semanas quando
realizam migracdo tecidual (Hirai et al., 1997).
No tecido, os basofilos se acumulam ao redor da
inflamacdo, fazendo a migracdo por agentes
guimiotaticos (Min, 2008), essas células porém,
possuem potencial fagocitico minimo atuando
com maior intensidade na defesa contra
helmintos (Murphy et al., 2008).
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Albenzio et al. (2004) avaliaram o leite de 100
ovelhas durante o inicio, o meio e o fim da
lactacdo no sul da Italia. Encontraram a média da
concentracdo de basofilos para o inicio de
lactacdo de 1,14%, para o0 meio da lactacdo de
1,16% e para o fim de lactagdo de 1,58%.

3 OBJETIVOS GERAIS

o Identificar quadros de mastite subclinica
através da Contagem de Células Somaticas e
verificar o comportamento das mesmas perante a
presenca infecgdes bacterianas na glandula
mamaria no decorrer dos seis primeiros meses de
lactacdo e correlacionar a contagem de células
somaticas com a contagem bacteriana total;

e Avaliar o leite de vacas através da
microbiologia, quanto a presenca de patdgenos
causadores de mastite;

o Avaliar bioguimicamente o soro do leite de
vacas do periodo do parto até 180 dias de
lactacdo;

o Avaliar o leite de vacas multiparas, através de
microscopia éptica, para diferenciacdo dos tipos
celulares no decorrer do tempo de lactacdo;

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Observar as variagbes na contagem de células
somaticas no leite e determinar a frequéncia de
animais com mastite subclinica entre diferentes
periodos de lactacdo;

o |dentificar os patégenos presentes no leite de
vacas em diferentes estagios de lactacao;

o Identificar a prevaléncia dos patégenos durante
o tempo de lactacéo;

o Avaliar o comportamento do célcio, fésforo,
magnésio e cloreto no decorrer do tempo de
lactacdo e correlaciona-lo aos outros analitos
testados;

e Avaliar o comportamento da gama-
glutamiltransferase e da fosfatase alcalina no
decorrer do tempo de lactacdo e entre 0s outros
analitos testados;

o Avaliar o comportamento dos analitos: calcio,
fosforo, magnésio, cloreto, GGT, e Fosfatase

Alcalina do leite de vacas pluriparas, no decorrer
do tempo de lactacdo e, a correlacdo existente
entre eles e a ocorréncia de mastite
clinica/subclinica;

e Avaliar a concentracdo e a porcentagem dos
neutrdéfilos, linfocitos, macrofagos, eosinofilos,
células epiteliais e basdfilos no decorrer da
lactacdo;

e Calcular o wvalor absoluto das células
encontradas com base na Contagem de Células
Somaticas;

e Correlacionar a presenca das células
anteriormente citadas com a concentracdo de
gama-glutamiltransferase, fosfatase alcalina,
calcio, fosforo, magnésio e cloreto, quantificacao
bacteriana e com a contagem de células
somaticas.

5 HIPOTESE

Vacas com mastite apresentam alteracOes
microbioldgicas, bioquimicas e celulares no leite.

6 MATERIAIS E METODOS

Este experimento possui aprovacao da Comissdo
de Etica no Uso de Animais da Universidade de
Minas Gerais sob o protocolo 358/2012.

Foram coletadas amostras de leite de 25 vacas
pluriparas, da raga girolando com graus de
sangue da raca Holandés variando de 3/4 a 15/16,
provenientes de uma fazenda comercial
localizada no distrito de Ibitira, municipio de
Martinho Campos, centro-oeste de Minas Gerais,
situado a 19° 19' de latitude S e 45° 14' de
longitude W e com altitude média de 674 metros
acima do nivel do mar no periodo de fevereiro de
2012 a novembro de 2012 possuindo clima se
caracterizado por verdo chuvoso e inverno seco.

As vacas secas permaneciam em um pasto
afastado até completarem aproximadamente
quatro semanas da data prevista para o parto.
Posteriormente, eram conduzidas para um pasto
mais préximo, no qual permaneciam em média
30 a 45 animais sem segregacdo de vacas e
novilhas em uma érea de cinco hectares formada
por pastagem de braquiaria (Brachiaria
decumbens), com areas de sombra natural e
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sombreamento artificial (sombrites). Quando as
vacas apresentavam algum sinal de proximidade
do parto, como aumento de volume do Ubere,
relaxamento dos ligamentos do sacro ou edema
de Ubere ou vulvar, eram levadas para piquetes
maternidade préximos as instalagbes da ordenha
para facilitar o monitoramento pelo funcionario
responsavel. Estes piquetes eram monitorados
constantemente entre 06:00 e 17:00 horas.

No dia do parto, o bezerro era deixado junto da
vaca somente o0 tempo necessario para a ingestao
do colostro e caso a ingestdo do colostro ndo
fosse monitorada, o mesmo era fornecido
posteriormente a identificacdo do parto (partos
noturnos). Posteriormente a vaca era transferida
para a ordenha subsequente para ser ordenhada e
encaminhada para o lote de vacas recém-paridas
até o término da producéo de colostro (4 a 5 dias).
Terminando este tempo, as vacas eram
transferidas para o lote de vacas pds-parto onde
permaneciam por aproximadamente 30 dias,
sendo posteriormente distribuidas em diferentes
lotes de acordo com sua producdo leiteira.

As vacas eram ordenhadas duas vezes ao dia,
sendo a primeira ordenha iniciada as 04:00 e
segunda as 13:00 horas. A ordenha era
mecanizada em contencdo tipo espinha de peixe,
sendo ordenhadas oito vacas de cada lado em
sistema fechado e linha alta. Antes da ordenha de
cada animal era realizado o pré-dipping com
solucéo hipoclorito de s6dio a 2%. No final da
ordenha era feito o p6s-dipping com solucéo a
base de iodo. A ordem de ordenha era a seguinte:
lote de vacas recém-paridas (com até 5 dias pds-
parto), 1° lote (vacas de primeira cria), 2° lote
(vacas pluriparas com alta producdo), 3° lote
(vacas de producdo intermedidria), 4° lote (vacas
com menor producdo) e 5° lote (vacas com
mastite ou em tratamento).

As éreas de deslocamento dos animais entre 0s
piquetes e a sala de ordenha variavam de acordo
com o lote em que o animal se encontrava, mas a
maioria delas apresentava distancias variando
entre 500 e 1500 metros. As estradas
apresentavam pequenas pedras e possiveis
corpos metalicos penetrantes, como arames de
cerca. Em dias de chuvas essas vias ficavam
muito lamacentas e escorregadias devido a
textura argilosa do terreno.

Nas proximidades da sala de ordenha havia
diferentes tipos de piso colocados com o intuito

de evitar quedas de animais ou facilitar a
passagem de automdveis podendo, porém, lavar
a traumas mecanicos nos cascos dos animais.
Entre os diferentes materiais utilizados no solo
havia cascalho, sobras de pedras de arddsia e
areas calgadas com paralelepipedos.

A sala de espera da ordenha era composta de piso
de concreto, coberta com sombrites e apresentava
microaspersores de agua e ventiladores para
amenizar as altas temperaturas ambientais em
determinados horarios e dias. Entretanto o piso
da sala de espera apresentava grande acimulo de
umidade e fezes no decorrer da ordenha. Apés a
ordenha os animais voltavam a passar em locais
com actimulo de cascalho e pedras fazendo o
caminho de volta para os piquetes.

Quanto ao manejo nutricional, durante 0s meses
de janeiro a abril, nos quais as chuvas foram mais
frequentes e, consequentemente, existia maior
disponibilidade das pastagens, 0s animais
consumiram pasto misto de Mombaga (Panicum
maximum), tifton (Cynodon) e principalmente
braquiaria (Brachiaria brizanta) além de silagem
de milho e concentrado. Nos meses de maio a
agosto, 0s animais consumiram silagem de milho
como volumoso e concentrado de acordo com a
producdo. Em todos o0s piquetes havia
bebedouros e cocho de sal mineral, porém foi
observado suplementacdo mineral ineficiente. A
alimentacéo era fornecida na forma de dieta total
sendo a racdo e silagem misturadas e
administradas por vagdo forrageiro “Total mix”
e fornecida trés vezes ao dia, no periodo chuvoso
e quatro vezes ao dia no periodo das secas, em
cocho de cimento, muitas vezes com pequena
area de cocho por animal.

Para a coleta, depois do pré-dipping feito pela
fazenda, era realizada a limpeza dos tetos com
uma gaze embebida em &lcool 70%. Apds este
procedimento foi feito o descarte dos trés
primeiros jatos de leite e  posterior
armazenamento de 10 mL de leite de todos os
quartos mamarios em “pool” em tubos estéreis
com tampa rosqueada devidamente identificados
pelos nimeros das vacas e data de coleta. As
coletas foram realizadas no dia exato do parto
sendo o colostro retirado antes da colocagéo dos
copos coletores de leite da primeira ordenha pos-
parto. Apos esse procedimento, as coletas foram
realizadas nos dias 5, 10, 30, 60, 90, 120, 150 e
180 subsequentes.
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Para a realizacdo dos testes estatisticos, a
variavel Contagem de Células Somaticas (CCS)
foi transformada em logiy para execucdo da
Andlise de Variancia (ANOVA). A variavel
Quantificacdo Bacteriana (QB) foi submetida ao
teste de Friedman. Foram realizadas também as
Analises de Regressdo e Correlacdo de Pearson
entre as varidveis. Todos os testes foram
realizados considerando 5% de margem de
significancia. Para a realizagdo dos testes
estatisticos do isolamento bacteriano, foi

utilizado o teste ndo-paramétrico de McNemar,
que é utilizado para analisar frequéncias de
amostras relacionadas, onde cada individuo é seu
préprio controle. Os resultados dos minerais e
enzimas foram avaliados estatisticamente atraves
de Analise de Variancia, regresséo e Correlagao
de Pearson. Esses resultados ainda foram
correlacionados com os todo os outros resultados
como a Contagem de Células Somaticas e
Quantificacdo Bacteriana.
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CAPITULO |
CONTAGEM DE  CELULAS
SOMATICAS,  QUANTIFICAGAO
BACTERIANA E  ISOLAMENTO

BACTERIANO DO LEITE DE VACAS
GIROLANDAS DO PARTO AOS 180
DIAS DE LACTACAO

1 INTRODUCAO

Existem mais de 100 espécies microbianas
possivelmente presentes na glandula mamaria,
mas somente uma pequena quantidade de micro-
organismos é importante para o surgimento da
maioria dos casos de mastite clinica (Bier, 1984;
Quinn et al., 2005). Esses agentes infecciosos
s80 responsaveis por causar resposta inflamatoria
da glandula maméria, aumentando o nimero de
leucocitos de origem sanguinea no limen
alveolar dos tetos. Esse quadro é conhecido como
aumento de células somaticas no leite (Fonseca e
Santos, 2000). Para diagnosticar as infec¢des
intramamarias com alta sensibilidade, a
metodologia mais utilizada é o isolamento do
micro-organismo segundo Buelow et al. (1996).
Este exame é considerado (til para o
monitoramento de programas de controle de
mastite, sendo que culturas negativas nao
necessariamente  significam  auséncia de
patégenos (Brito et al., 1998).

2 MATERIAIS E METODOS

Apbs a coleta do leite foram confeccionadas
laminas conforme a técnica de Prescott e Breed
(1910) modificada (Benites et al., 2001). Essas
laminas foram acondicionadas em recipientes
proprios e levadas para o Laboratorio de
Patologia Clinica Veterinaria da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas
Gerais, onde foram processadas seguindo a
técnica citada anteriormente, que preconiza a
distribuicdo de 10 uL de leite em uma area de 1
cm? em lamina de microscopia, seguida pela
secagem, remocdo da gordura com Xilol por 1
min., lavagem com metanol por 1 min. e
utilizacéo de panético para coloragdo das laminas
(Sarikaya et al., 2004). Apds coloragdo foi
realizada observagdo de 10 campos dpticos em
objetiva de 100x, utilizando-se 6leo de imersdo
para a Contagem das Células Somaticas do leite,
conforme figura 1. As médias dos resultados

foram multiplicadas por 324.780,8, esse fator foi
calculado segundo o microscopio utilizado para
correcdo microscopica, sendo o resultado
expresso em x10%/mL de leite.

A estimativa da Quantificacdo Bacteriana foi
realizada nas mesmas laminas onde se realizou a
Contagem das Células Somaticas e diferencial
celular. Para este procedimento, foram
selecionados 10 campos sendo dois campos
verticais na parte esquerda do conteddo em
lamina, dois campos verticais na parte direita do
contetido em lamina, dois campos horizontais na
parte superior medial do conteddo em lamina,
dois campos horizontais na parte central medial
do conteddo em lamina e dois campos
horizontais na parte inferior medial do contetdo
em lamina conforme figura 1. A observagio
desses campos, classificou-se de forma geral em
todos os campos, em escores, de acordo com a
intensidade da presenca de bactérias: 1 (+), 2
(++), 3 (+++) e 4 (++++) a fim de obter a
padronizacdo da Quantificacdo Bacteriana por
lamina.

(el e

o o
o o
o o
(o le

Figura 1: llustragdo dos 10 campos 6pticos utilizados para
realizagdo da Contagem de Células somaticas e Quantificacdo
Bacteriana.

Para o isolamento bacteriano, as coletas do parto,
5 e 10 dias de lactacdo foram realizadas para o
mesmo objetivo de Buelow et al. (1996). Essas
coletas e as posteriores serviram para montar o
perfil do comportamento bacteriano no decorrer
do tempo (andlise longitudinal). Apds a
confecgdo das laminas, o leite foi congelado para
transporte até a Universidade Federal de Minas
Gerais para realizagdo do isolamento bacteriano,
sendo o descongelado realizado apenas no dia da
analise. A metodologia utilizada foi a descrita
por Champoux et al. (1990), que preconiza o
preparo de caldo Mueller Hinton, estéril na
propor¢do de 3 mL para cada 200 pL de leite a
ser testado, incubados por oito horas a 37°C.
Apbs oito horas, foi realizada a leitura por
microscopia de campo escuro para identificacéo
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da morfologia bacteriana. Depois da leitura, a
alca de inoculag&o bacteriana foi segurada como
uma caneta e levada ao fogo até a alca atingir o
rubro. Apos esfriar, a alca foi utilizada para
coletar uma pequena porg¢do do material para a
cultura e essa porcédo foi espalhada suavemente
em ‘“zig-zag” no meio 4gar-agar preparada
anteriormente de forma estéril. Apds esse
processo, as placas foram mantidas em estufa a
37°C por 24 horas.

Para a avaliagdo morfo-tintorial foi realizada
coloracdo de Gram. Apos a separagdo dos micro-
organismos em gram-positivos ou gram-
negativos foram feitas as provas bioquimicas.
Para micro-organismos gram-positivos, foram
realizadas as provas de catalase, cloreto de sodio
(NaClI), hemdlise da coldnia, arginina, glicerol,
sorbitol e manitol. Para micro-organismos gram-
negativos, foram realizadas as provas de citrato,
glicose, gas de glicose, acido sulfidrico (H.S),
idol, lactose, lisina, manitol, motilidade
bacteriana, ornitina, oxidase, salicina, sorbitol,
sacarose, uréia e vermelho de metila, segundo —
Voges e Proskauer (1898). Os patdgenos
bacterianos foram classificados de acordo com a
chave, apdés os resultados bioquimicos da colénia
pura.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

31 CONTAGEM DE CELULAS
SOMATICAS (CCS)

As médias dos valores da Contagem de Células
Somaticas (CCS) estdo apresentadas na Tabela 1
e ilustrados nos graficos 1 e 2. Os valores de CCS
apresentaram uma diminuicdo do dia zero (parto)
ao dia 10, no poés-parto, corroborando com os
achados de Natzke et al. (1972), Dohoo e Meek,
(1982) e Sargeant et al. (2001). Nos demais
tempos, ndo houve diferenga, semelhante aos
achados de Barbosa et al. (2007).

A curva de regressdo foi expressa pela equacédo
Log CCS =5,820071 - 0,00923 t + 0,000045 t? e
esta ilustrada no grafico 2. Observa-se por esta
curva que no inicio da lactacdo, a CCS se
encontra elevada tendo um decréscimo entre 90 e
120 dias de lactacéo. Essa elevagao no inicio da
lactacdo € caracteristica, onde o colostro
principalmente na primeira semana, possui
elevada concentracdo de células sométicas em
virtude das necessidades dos bezerros recém-
nascidos (Sargeant et al., 2001), podendo esse
processo se estender por duas semanas (Natzke
etal., 1972). A curva ainda expressa um aumento
a partir dos 120 dias de lactacdo, fato este que
corrobora com o0s achados de Barbosa et al.
(2007) que observaram aumento na concentragéo
de células somaticas no leite gradualmente, a
medida em que a lacta¢do avanca do meio para o
fim.

41



Tabela 1: Médias dos valores de Contagem de Células Somaticas (CCS) do parto (dia zero) até 180 dias de lactagdo de 25 vacas
girolandas pluriparas em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com ordenha mecanica
duas vezes ao dia

Desvio Padréao

GRUPO/dias CCS Comparacao estatistica
Parto 2.131.861,17 +2.486.463,06 A
5 1.523.871,51 +3.424.319,30 AB
10 971.744,15 +1.148.079,07 B
30 891.487,21 +2.369.053,70 B
60 494.965,94 +484.391,81 B
90 726.209,87 +1.264.661,57 B
120 427.411,53 +539.132,87 B
150 328.822,52 +296.973,61 B
180 1.071.776,64 +1.987.939,74 B

Letras diferentes representam diferenca significativa segundo método de Analise de Variancia (p<0,05).

2.500.000

2.000.000

1.500.000

CCS

1.000.000

500.000

Parto 5 10 30 60 90 120 150 180
DIAS EM LACTACAO

Gréfico 1: Valores médios de Contagem de Células Somaticas do parto (dia zero) até 180 dias de lactacéo de 25 vacas girolandas
pluriparas em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com ordenha mecanica duas
vezes ao dia. Letras diferentes representam diferenca significativa segundo método de Tukey (p<0,05)
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Gréfico 2: Gréfico da regressao da Contagem de Células Sométicas do parto (dia zero) até 180 dias de lactagdo de 25 vacas girolandas
pluriparas em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com ordenha mecanica duas
vezes ao dia expressa pela formula Log CCS = 5,820071 - 0,00923 t + 0,000045 t2. P < 0,0000 e r?= 55,32%

32 CONTAGEM  DE CELULAS
SOMATICAS (CCS) EM MASTITE
SUBCLINICA

Dohoo e Leslie (1991) e Ladeira (2001)
preconizaram para vacas saudaveis, valores de
contagem de células somaticas menores que
200.000 células/ml e para vacas com mastite
subclinica valores maiores que 200.000
células/ml. Foi observado que em todos os
tempos (Tabela 2), com excecdo dos 30 e 120
dias pds-parto o nimero de vacas com a
quantidade de células/ml de leite maior que
200.000 é maior que o nimero de vacas que
apresentaram valores menores que a taxa de
corte. Das 25 vacas, 23 (92%) apresentaram
valores maiores que 200.000 células/ml de leite,
no parto porém, esses valores devem ser
desconsiderados para definicdo de casos de
mastite subclinica de acordo com Dohoo e Meek
(1982) que afirmam que, neste periodo o
aumento das células somaticas ocorre devido as
necessidades imunolégicas do bezerro. Da
mesma forma, Sargeant et al. (2001) e Natzke et

al. (1972) sugerem que contagens altas sejam
desconsideradas aos cinco e 10 dias pos-parto,
respectivamente.

Aos 30 e 120 dias de lactagdo, 13 (52%) vacas
apresentaram contagens de CCS abaixo da taxa
de corte, mostrando nestes tempos avaliados a
diminuicdo de possiveis casos de mastite
subclinicas, quando se considera os relatos de
Ladeira (2001) que considera a taxa de corte de
200.000 células/ml para definicdo de mastite
subclinica.

Aos 60, 90, 150 e 180 dias, observou-se o
predominio de vacas acima da taxa de corte (15
(60%), 19 (76%), 17(68%) e 18 (72%)
respectivamente), sendo indicativo de quadros
subclinicos da doenca se considerarmos as taxas
de corte segundo Ladeira (2001). Se fossem
utilizados os valores individuais de cada vaca,
casos agudos de mastite poderiam ser detectados,
como sugeriram Paes et al. (2003) e Edmondson
e Bramley, (2004). O gréfico 3 ilustra a
distribuicdo da frequéncia supracitada no
decorrer dos tempos avaliados.
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Quando comparados no decorrer do tempo,
houve
significativa da frequéncia de vacas com a CCS
acima da taxa de corte do parto aos cinco dias de

observa-se

que

uma

lactacéo (92 e 68% respectivamente), dos 10 aos

diminuicéo 30 dias de lactacéo (76 e 48% respectivamente) e

dos 90 aos 120 dias de lactacdo (76 e 48%). Nos
periodos néo citados, ndo ocorreu diferenga.

Tabela 2: Frequéncia (%) de Contagem de Células Somaticas inferiores e superiores a 200.000/ml de leite do parto (dia zero) até 180
dias de lactagdo de 25 vacas girolandas pluriparas em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-
intensivo com ordenha mecanica duas vezes ao dia

DIAS CCS <200.000 CCS > 200.000 Comparagao estatistica
Parto 8% 92% C
5 32% 68% AB

10 24% 76% BC

30 52% 48% A

60 40% 60% AB

90 24% 76% BC

120 52% 48% A

150 32% 68% AB

180 28% 2% ABC

Letras diferentes representam diferenca significativa segundo método do qui-quadrado (p<0,05).
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Gréfico 3: Frequéncia (%) da Contagem de Células Somaticas inferiores e superiores a 200.000/ml de leite de 25 vacas girolandas
pluriparas do parto (dia zero) até 180 dias de lactagdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-
intensivo com ordenha mecénica duas vezes ao dia
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3.3 QUANTIFICACAO BACTERIANA

A Quantificacdo Bacteriana (QB) foi realizada
por escore objetivado padronizar a técnica, uma
vez que Bueno et al., (2008) e Eckstein et al.,
(2012) mensuraram a concentragdo de bactérias
no leite por citometria de fluxo e Blowey et al.,
(1997) e Wallace (2008) realizaram contagem
bacteriana por meio de Placas de Petri.

A QB (Tabela 3) apresentou diferenca
significativa entre o0s tempos no escore
classificado como uma cruz (+) e trés cruzes
(+++). Essa diferenga ocorreu no escore de uma
cruz (+) no parto quando comparado com o0s
demais tempos. Ja no escore classificado como
trés cruzes (+++) a diferenca significativa se deu
aos 60 dias de lactacdo quando comparado aos

demais tempos. O grafico 4 ilustra o percentual
de individuos dentro de um determinado tempo e
suas distribuicdes de carga bacteriana segundo o
sistema de escore.

A baixa carga bacteriana encontrada no parto em
que 15 (60 %) vacas apresentaram QB avaliada
em (+) assemelha-se aos achados de Natzke et al.
(1972). Houve também diferenca significativa
nos tempos de 60 dias no pos-parto, em que 13
(52%) dos 25 animais avaliados apresentaram
carga bacteriana avaliada em (+++) e 120 dias no
pos-parto em que 12 (48%) dos 25 animais
avaliados apresentaram carga bacteriana avaliada
em (++). Esses achados também corroboram com
0s de Natzke et al., (1972), uma vez que no
decorrer da lactacdo ha diminuicdo das infecgdes
e consequentemente da carga bacteriana presente
como no trabalho do autor supracitado.

Tabela 3: Frequéncia (%) por escore da Quantificagdo Bacteriana do parto (dia zero) até 180 dias de lactagdo de 25 vacas girolandas
pluriparas em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com ordenha mecanica duas
vezes ao dia, sendo (+) para vacas com pouca carga bacteriana e (++++) para vacas com alta carga bacteriana

CBT

DIAS (+) (++) (+++) (++++)

Parto 60% ? 24%? 12%° 4%?
5 20%° 24%? 32%"° 24%°?
10 20% ° 36%* 24%" 20%?
30 24%° 24%? 28%° 24%?
60 12%"° 16% ? 52% 2 20%?
90 8%"° 40% 20%° 32%°?
120 20% ° 48%* 16% ° 16%?
150 12%"° 40%*? 32%° 16% ?
180 28%° 24%? 20%° 28%?

Letras diferentes representam diferenca significativa segundo Teste do Qui-Quadrado (p<0,05).
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Gréfico 4: Distribuicao de frequéncia do escore de Quantificagdo Bacteriana do leite de 25 vacas girolandas pluriparas no parto (dia
zero) até 180 dias de lactacdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com ordenha

mecéanica duas vezes ao dia

3.4 CORRELAGAO ENTRE CONTAGEM
DE CELULAS SOMATICAS E
QUANTIFICAGAO BACTERIANA

Houve correlagdo negativa entre a Contagem de
Células Somaticas e Quantificacio Bacteriana (r?
= -0,27). Isso quer dizer que a medida que
aumentou a quantidade de células somaticas
presentes no leite, diminuiu a quantidade de
bactérias presentes no mesmo. Essa correlagéo é
explicada pela funcdo fagocitéria das células
sanguineas presentes no leite (Stockhan e Scott,
2011).

3.5 ISOLAMENTO DE PATOGENOS

Na avaliagdo da frequéncia dos patégenos no
decorrer dos tempos avaliados os agentes
bacterianos encontrados foram classificados na
ordem de maior para menor frequéncia. No
parto, foram encontrados o Staphylococcus
aureus, Streptococcus uberis, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus sp., Escherichia coli e
Enterobacter sp.. Aos 5 dias de lactacdo, foram

encontrados 0s agentes bacterianos
Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Bacillus sp., Proteus sp. e Pseudomonas sp.. Aos
10 dias de lactacdo, os agentes Staphylococcus
aureus, Bacillus  sp., Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Streptococcus
uberis e Streptococcus sp.. Aos 30 dias de
lactacdo, Staphylococcus aureus, Bacillus sp.,
Streptococcus  uberis,  Enterobacter  sp.,
Staphylococcus epidermidis, e Escherichia coli.
Aos 60 dias, os patdégenos encontrados pela
cultura bacteriana do leite foram Bacillus sp.,
Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis e
Staphylococcus epidermidis. Aos 90 dias,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Bacillus sp., Enterobacter sp., Streptococcus
uberis e Staphylococcus epidermidis. Aos 120
dias de lactagdo, foram  encontrados
Enterobacter sp., Staphylococcus aureus,
Streptococcus dysgalactiae e Staphylococcus
haemolyticus. Aos 150 dias, Enterobacter sp.,
Streptococcus  dysgalactiae, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus haemolyticus e Bacillus

46



sp. e aos 180 dias de lactacdo foram encontrados
0s  patégenos  Staphylococcus  aureus,
Streptococcus  dysgalactiae, Staphylococcus
haemolyticus, Enterobacter sp. e Bacillus sp..

No isolamento, as tabelas 4, 6, 8 e 10 mostram a
frequéncia e diferencas estatisticas observadas no
periodo inicial do experimento (10 dias de

lactacdo). Nas tabelas 5, 7, 9 e 11, encontram-se
0s mesmos patdgenos, frequéncia e diferencas
estatisticas dos 30 aos 180 dias de lactacdo. Essa
divisdo foi realizada segundo Buelow et al.
(1996) para confirmacéo da positividade da vaca
para para o patdgeno S. aureus nas trés primeiras
coletas.

Tabela 4: Frequéncia, seguida da prevaléncia de Sthaphylococcus aureus no dia do parto, com 5 e 10 dias de lactacéo de 25 vacas
girolandas pluriparas em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com ordenha mecénica

duas vezes ao dia

PATOGENOS CONTAGIOSOS

PATOGENO

PARTO 5 DIAS 10 DIAS

Staphylococcus aureus

14 (56%)° 9 (36%)? 10 (40%)°

Letras diferentes representam diferenga significativa segundo método de McNemar (p<0,05).

Tabela 5: Frequéncia, seguida da prevaléncia de Staphylococcus aureus aos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias de lactacéo de 25 vacas
girolandas pluriparas em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com ordenha mecénica

duas vezes ao dia

PATOGENOS CONTAGIOSOS

PATOGENO 30 DIAS 60 DIAS

90 DIAS 120 DIAS 150 DIAS 180 DIAS

Staphylococcus aureus 7(28%)P 4(16%)dn

8(32%)° 6(24%) 4(16%6)° 6(24%)1

Letras diferentes representam diferenca significativa segundo método de McNemar (p<0,05).

Das 25 vacas analisadas, 18 (72%) apresentaram
S. aureus em pelo menos um dos trés primeiros
periodos analisados. Isso mostra a alta
prevaléncia do patdgeno do rebanho em quest&o.
Essa prevaléncia encontrada nas trés primeiras
coletas (Tabela 4) e no decorrer da lactacdo foi a
maior quando comparada com outros patégenos
encontrados, corroborando os achados de
Ferreiro et al. (1981), Laranja e Machado (1994),
Tenhagen et al. (2006), Benhamed et al. (2011),
Junaidu et al. (2011), Moges et al. (2011) e
Yuan-Yuan et al. (2012). A frequéncia das vacas
positivas para S.aureus no dia do parto foi de
56% e ndo houve aumento da mesma até aos 10
dias de lactacdo. A partir dos 30 dias de lactagdo
(Tabela 5), a frequéncia de vacas positivas foi
oscilante, encontrada no dia 90 a maior
frequéncia e as menores aos 60 e 150 dias. Ndo
houve diferenca entre os 60 e 150 dias pés-parto

e 120 e 180 dias pos-parto. Esses achados
mostram o comportamento ciclico descrito por
Quinn et al. (2005) e Latasa et al. (2006).

No dia do parto, o principal agente ambiental
identificado foi o S. uberis (Tab. 6), presente em
44% das amostras. Sua frequéncia diminuiu aos
10 dias de lactacdo. A partir dos 30 dias (Tab. 7),
sua frequéncia diminuiu rapidamente até aos 90
dias de lactacdo. A partir dos 120 dias até aos
180, este micro-organismo ndo foi mais
diagnosticado. A elevada frequéncia desse
patégeno no inicio da lactacdo estd de acordo
com os achados de Kenny et al. (2004). A partir
dos 120 dias de lactagdo, o patégeno ndo foi mais
encontrado nas amostras coletadas. A alta
prevaléncia do Streptococcus uberis, perdendo
apenas para o S. aureus foi semelhante ao
encontrado por Tenhagen et al. (2006).
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Tabela 6: Frequéncia, seguida da prevaléncia de Streptococcus spp., Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae,
Pseudomonas spp. e Bacillus spp. no dia do parto, com 5 e 10 dias de lactacéo de 25 vacas girolandas pluriparas em uma fazenda
comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com ordenha mecénica duas vezes ao dia

PATOGENOS AMBIENTAIS

PATOGENOS PARTO 5 DIAS 10 DIAS
Streptococcus spp. 0* 0* 1 (4%)?
Streptococcus uberis 11 (44%)® 9 (36%)? 4 (16%)°
Streptococcus dysgalactiae 0* 0* 0*
Pseudomonas spp. 0* 1 (4%)? 0*
Bacillus spp. 2 (8%)° 1 (4%)° 4 (20%)?

Letras diferentes representam diferenga significativa segundo método de McNemar (p<0,05).

Tabela 7: Frequéncia, seguida da prevaléncia de Streptococcus spp., Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Pseudomonas
spp. e Pseudomonas spp. aos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias de lactagdo de 25 vacas girolandas pluriparas em uma fazenda comercial
do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com ordenha mecénica duas vezes ao dia

PATOGENOS AMBIENTAIS

PATOGENOS 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS 120 DIAS 150 DIAS 180 DIAS
Streptococcus spp. 0* 0* 0* 0* 0* 0*
Streptococcus uberis 5(20%)? 3(12%)° 1(4%)° 0* 0* 0*
Streptococcus dysgalactiae 0* 0* 0* 6(24%)P 5(20%)% 5(20%)
Pseudomonas spp. 0* 0* 0* 0* 0* 0*
Bacillus spp. 6(24%)? 6(24%)? 2(8%)° 0* 1(4%)° 2(8%)Pd

Letras diferentes representam diferenga significativa segundo método de McNemar (p<0,05).

Streptococcus dysgalactiae (Tabela 6) somente
foi isolado a partir de 120 dias de lactagdo e
estava presente em cerca de 20% dos animais até
0s 180 de lactag8o (Tabela 7).

O Streptococcus spp., Pseudomonas spp. (Tab. 6
e 7) e Proteus spp. (Tab. 8 e 9) foram observados
apenas no periodo inicial da lactacdo e em
frequéncia baixa. Isto pode ser explicado devido
a imussupressdo do animal no periodo do
periparto como descreveram Mulligan e Doherty
(2008). Em estudos avaliados neste trabalho, o
isolamento positivo de Streptococcus spp. e
Pseudomonas, deveu-se a contaminacdo
ambiental (Quinn et al., 2005), enquanto que
quando Proteus spp. foi isolado havia
contaminacdo da cama, solo, e agua (Hogan, et
al., 1990). As condicles citadas acima sdo as
mesmas que ocorreram na fazenda onde este
experimento foi realizado, contribuindo assim

para contaminagdo por esses patdgenos. Ainda
assim, o fato desses micro-organismos terem sido
identificados em cultura somente no periodo
inicial da lactacdo, ndo provou que as culturas
negativas posteriores significassem a auséncia de
patégenos como descreveu Brito et al. (1998).
Cabe ressaltar ainda que, ndo foram encontrados
estudos que mostrem o comportamento desses
micro-organismos no decorrer da lactac&o.

O isolamento para Bacillus spp. apresentou
diferenca significativa nas trés primeiras coletas
(Tab. 6). Houve reducéo significativa aos cinco
dias em relagdo ao parto e posterior aumento aos
dez dias de lactacdo. No decorrer da lactacdo
(Tab. 7), ndo houve diferenca entre os valores
encontrados aos 30 e 60 dias de lactacdo. Nos
periodos de 90 e 150 dias de lactagdo, ocorreu
diminuicdo  significativa, tendo aumento
significativo aos 180 dias de lactacéo.
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Tabela 8: Frequéncia, seguida da prevaléncia de Escherichia coli, Proteus spp. e Enterobacter no dia do parto, com 5 e 10 dias de
lactagdo de 25 vacas girolandas pluriparas em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo
com ordenha mecanica duas vezes ao dia

PATOGENOS AMBIENTAIS - COLIFORMES

PATOGENOS PARTO 5DIAS 10 DIAS
Escherichia coli 2 (8%)° 4 (16%)? 4(16%)?
Proteus spp. 0* 1 (4%)? 0*
Enterobacter 1 (4%)?2 0* 0*

Letras diferentes representam diferenca significativa segundo método de McNemar (p<0,05).

Tabela 9: Frequéncia, seguida da prevaléncia de Escherichia coli, Proteus spp. e Enterobacter aos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias de
lactacdo de 25 vacas girolandas pluriparas em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo
com ordenha mecénica duas vezes ao dia

PATOGENOS AMBIENTAIS - COLIFORMES

PATOGENOS 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS 120 DIAS 150 DIAS 180 DIAS

Escherichia coli 2(8%)° 0* 3(12%)? 0* 0* 0*
Proteus spp. 0* 0* 0* 0* 0* 0*
Enterobacter 3(12%)° 2(8%)¢ 2(8%)¢ 7(32%)? 5(20%)° 3(12%)°

Letras diferentes representam diferenca significativa segundo método de McNemar (p<0,05).

A Escherichia coli (Tabela 8) por sua vez foi
isolada no parto em 8% das vacas, apresentando
aumento significativo aos cinco dias de lactagdo
e se mantendo constante aos 10 dias. Isso
corrobora com Radostits et al. (2000), que
afirmaram que as infec¢fes ocorrem com maior
intensidade nas primeiras semanas de lactagéo.
No decorrer da lactagdo (Tabela 9) houve
aumento significativo aos 30 e aos 90 dias de
lactacdo. Dos 60 aos 180 dias de lactacdo, o
patégeno ndo se mostrou presente nas culturas
realizadas. Segundo Todhunter et al. (1991),
ocorre maior incidéncia de E. coli no verdo.
Como o periodo dos 60 aos 180 dias de lactagdo
deste experimento coincidiu com o periodo de
outono, inverno e inicio de primavera, é possivel
que este fato tenha contribuido para o ndo
crescimento deste patdgeno em cultura. Isso ndo
quer dizer que esse patdgeno ndo esteve presente
e nem atuou como agente contaminante, pois

mesmo tendo como resultado negativo da cultura
bacteriana, o patégeno pode ter sido causador de
infeccdo nesse periodo, ndo tendo sido detectado.

O Enterobacter (Tabela 8) foi encontrado nas
culturas bacterianas das trés primeiras amostras,
somente no periodo do parto. No decorrer do
experimento (Tab. 9), o patégeno foi encontrado
nas culturas bacterianas a partir dos 30 dias de
lactacdo em diante com reducéo significativa aos
60 dias de lactacdo, se mantendo constante aos
90 dias. Aos 120 dias de lactacdo apresentou
aumento significativo. Aos 150 e 180 dias de
lactacdo foi observado diminuicdo da prevaléncia
desse patogeno no leite. O comportamento do
Enterobacter no decorrer do tempo pode ser
explicado pela presenca de capsula, o que facilita
sua sobrevivéncia intracelular (Quinn et al.,
2005).
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Tabela 10: Frequéncia, seguida da prevaléncia de Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus haemolyticus no dia do parto, com 5
e 10 dias de lactagdo de 25 vacas girolandas pluriparas em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime

semi-intensivo com ordenha mecanica duas vezes ao dia

PATOGENOS COAGULASE-NEGATIVOS

PATOGENOS PARTO 5DIAS 10 DIAS
Staphylococcus epidermidis 3 (12%)° 4 (16%)° 5 (20%)2
Staphylococcus haemolyticus 0* 0* 0*

Letras diferentes representam diferenca significativa segundo método de McNemar (p<0,05).

Tabela 11: Frequéncia, seguida da prevaléncia de Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus haemolyticus aos 30, 60, 90, 120,
150 e 180 dias de lactacdo de 25 vacas girolandas pluriparas em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime

semi-intensivo com ordenha mecanica duas vezes ao dia

PATOGENOS COAGULASE-NEGATIVOS

PATOGENOS 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 DIAS
Staphylococcus b a c

opidermidis 2(8%) 3(12%) 1(4%) 0* 0* 0*
Staphylococcus 0* 0* 0* 4(16%)P 3(12%)° 5(20%)?

haemolyticus

Letras diferentes representam diferenca significativa segundo método de McNemar (p<0,05).

Os Staphylococcus coagulase-negativos como
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus
haemolyticus vem ganhando importancia em um
cendrio onde na maioria das vezes se sobressai 0
Staphylococcus aureus como patégeno mais
prevalente (Andrade et al.,1998 e Oliveira et al.,
2011). No presente estudo esse fato ndo foi
verificado, sendo ainda 0 S. aureus o patégeno de
maior prevaléncia no rebanho estudado.

O Staphylococcus Epidermidis (Tabela 10)
apresentou alta prevaléncia, aos 5 e 10 dias de
lactacdo. Foi observado aumento significativo
(Tab. 11) aos 60 dias de lactagdo e reducdo aos
90 dias de lactacdo. Aos 120, 150 e 180 dias de
lactacdo o patégeno ndo foi observado nas
culturas bacterianas. N&o foram encontrados
estudos demonstrando o0 porqué que este
patégeno ndo se fez presente no terco-médio da
lactacdo. N&o se sabe se essa auséncia é devido
ao tempo de lactacdo ou as esta¢fes do ano, mas,
ndo quer dizer que, por ndo ter sido detectado a
cultura, esse patégeno ndo estivesse presente.
Problemas de manejo (Thorberg et al., 2009),
muito comuns na fazenda onde foi realizado esse
experimento podem ter contribuido para o
aparecimento de S. Epidermidis.

O Staphylococcus haemolyticus (Tabela 10) foi
encontrado a partir dos 120 dias de lactagdo
tendo uma reducéo significativa aos 150 dias e

aumento aos 180 dias de lactacdo (Tabela 11).
Como ndo se trata de um micro-organismo téo
patogénico quanto o S. aureus e que vem
ganhando importancia na produgdo de leite
recentemente, ndo foram encontrados estudos
gue mostrem o comportamento desse patégeno
no decorrer da lactacdo.

4 CONCLUSOES

¢ O colostro apresenta maior contagem de
células somaticas e menor quantificacdo
bacteriana do que o leite produzido a partir dos
5 e dez dias respectivamente;

e O leite de vacas com maior contagem de
células somaéticas apresentou menor quantidade
de bactérias;

¢ A frequéncia de vacas com mastite subclinica
é alta na propriedade estudada e foi maior aos 10,
90 e 180 dias pos-parto;

e A frequéncia de animais com alta
quantificacdo bacteriana foi maior aos 60 dias de
lactacéo;

e Houve alta prevaléncia de Staphylococcus

aureus e de Streptococcus uberis nas amostras
colhidas no dia do parto;
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e Os Staphylococcus aureus, Streptococcus
uberis e Bacillus spp. foram os patégenos mais
prevalentes;

o O Staphylococcus aureus se mostrou presente
do parto aos 180 dias de lactacéo, com frequéncia
alta no meio da lactacdo e moderada dos 30 aos
180 dias de lactacao;

e O  Streptococcus  dysgalactiae e o
Staphylococcus haemolyticus foram encontrados
somente a partir do meio da lactacéo.
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CAPITULO II

AVALIACAO BIOQUIMICA DO SORO
DE LEITE DE VACAS GIROLANDAS
DO PARTO AOS 180 DIAS DE
LACTACAO

1 INTRODUCAO

Os minerais sdo elementos inorganicos
constituintes dos 0ssos, dentes e responsaveis
pela manutencdo e regulagdo da pressdo
osmotica, do  equilibrio  acido-hasico,
componente ativador de numerosos sistemas
enzimaticos ou hormonais. Sao classificados
como macro e microminerais sendo 0s
macrominerais exigidos em maiores
concentragdes pelo organismo animal. Dentre os
macrominerais destacam-se o Célcio, Fdsforo,
Magnésio e Cloro (Ferreira et al., 2004).

Enzimas sdo proteinas responsaveis pela
catalisacdo de reagBGes quimicas (Stockhan e
Scott, 2011). O leite bovino contém
aproximadamente 32 g/L de proteinas sendo que
somente 1-2 g/L sdo proteinas transferidas do
sangue (Andrews e Alichanidis, 1983). A
distribuicdo de enzimas no leite ndo ocorre de
forma homogénea, A Gama-glutamiltransferase
(GGT) e a Fosfatase Alcalina (ALP) dentre
outras, sdo encontradas principalmente no soro
do leite (Kitchen et al., 1970). Alguns fatores
podem influenciar a atividade enzimatica no
leite, dentre eles a alimentacdo, a idade, nimero
de lactacdes, dieta, estagio de lactacdo e presenca
de mastite (Chandan et al., 1968).

2 MATERIAIS E METODOS

Apds a coleta do leite, para a obtengdo do soro
lacteo, foi utilizada a técnica preconizada por
Jain (1986) e descrita por Sant’ana et al. (2004)
e Baroza, (2007). Ap6s o descongelamento para
0 isolamento bacteriano, as amostras coletadas
foram mantidas a temperatura ambiente e em

seguida foi adicionado quimosina na
proporcao de 1pL para 1mL de leite. Apos
descanso de meia hora, os coalhos foram
guebrados com o auxilio de ponteira
descartavel de pipeta e as amostras foram
centrifugadas para obtencéo do soro & 4.000
rpm por 20 minutos em macrocentrifuga

Centribio 80-2B®. O processamento das
amostras foi realizado no analisador
bioguimico automéatico Cobas Mira Plus®
(Ontsouka et al., 2003), com utilizacdo de
kits  bioguimicos  Synermed®.  Foram
mensurados os analitos: gama-glutamil
transferase (GGT), fosfatase alcalina (ALP),
calcio, fosforo, magnésio e cloreto.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CALCIO

A tabela 1 mostra as médias da concentracéo
de célcio no soro do leite do parto até o terco-
médio da lactacdo. O gréfico 1 ilustra o
comportamento da concentracdo de célcio
através da curva de regressdo no decorrer
dos 180 dias de lactacdo. Essa curva, que
possui funcdo cubica, indicou que a
concentracdo de célcio no soro do leite
diminuiu acentuadamente até os 60 dias de
lactacdo, em seguida, ocorreu ligeiro
aumento até os 140 dias de lactagdo
passando a apresentar nova reducdo de
concentracao até aos 180 dias de lactacdo.

Ainda de acordo com a tabela 1, a concentracdo
de célcio no soro do leite no momento do parto
apresentou-se elevada quando comparada aos
demais tempos, que apresentaram diferenca
estatistica somente entre 5 e 120 dias de lactacao.

O valor da concentragao de calcio encontrado no
meio da lactacdo (aproximadamente 150 dias)
neste trabalho foi 33,47 mg/dL. Esse valor veio
de encontro ao valor encontrado por Cerbulis e
Farrel Jr. (1975). Esses autores acharam o valor
de 1,21 g/L ou 121 mg/dL quando convertido
para a unidade utilizada neste experimento.

A média geral da concentracéo de célcio no soro
do leite deste trabalho foi de 35,99 mg/dL, o que
se encontra muito abaixo dos valores
encontrados por Rodriguez et al. (2001), que
encontraram média da concentracdo de calcio no
leite de 165,3mg/dL e por Ceballos et al. (2009),
que acharam o valor de 113,58mg/dL.

Os valores encontrados de célcio no soro do leite
no dia do parto (51,10 mg/dL), com 5 dias (38,54
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mg/dL), 30 dias (33,02 mg/dL), 60 dias
(33,16mg/dL) e 90 dias de lactacdo (34,99
mg/dL) foram menores quando comparados com
os valores obtidos por Tsioulpas et al. (2007) que
encontraram 217,23 mg/dL, 145,09 mg/dL
121,44 mg/dL, 113,43 mg/dL e 114,51 mg/dL,
respectivamente. Também permaneceu
diminuido quando comparado o colostro e 5 dias
de lactagdo com os valores de El-Fattah et al.
(2012), que encontraram valores de 281,40
mg/dL no parto e 115,20 mg/dL aos 5 dias de
lactacdo.

N&o foram encontrados na literatura trabalhos
gue mensurem a concentracdo de calcio no
decorrer da lactacdo. A metodologia utilizada
neste experimento para a mensuracdo da
concentracdo de célcio foi diferente das
metodologias dos autores acima citados, isso
pode explicar a diferenca dos valores
encontrados para os valores relatados por esses
mesmos autores. Além disso, a maioria dos
autores ndo especificam o tempo de lactacdo ou
até mesmo a alimentacdo dessas vacas, 0 que
pode alterar significativamente a concentragéo de
calcio no leite segundo Tamime, (2009).

Tabela 1: Médias da concentracédo de célcio (mg/dL) do soro do leite (n=25) de vacas girolandas pluriparas do parto (dia zero) até
180 dias de lactagdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com ordenha mecénica

duas vezes ao dia

DIAS EM LACTACAO CALCIO DESVIO PADRAO COMPARACAO

0 51,10 +21,26 A

5 38,54 +10,47 B

10 34,15 +10,49 BC

30 33,02 +5,01 BC

60 33,16 +5,00 BC

90 34,99 +5,08 BC

120 32,00 +571 C

150 33,47 +551 BC

180 33,49 + 6,87 BC

Letras diferentes representam diferenga estatistica segundo método de Andlise de Variancia (p<0,05).
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Gréfico 1: Grafico da regressao da concentragdo de calcio no soro do leite (n=25) de vacas girolandas pluriparas do parto (dia zero)
até 180 dias de lactacdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com ordenha

mecanica duas vezes ao dia, expressa pela formula 43,76927 - 0,452641 d + 0,004965 d2 - 0,000016 d3 P<0,0014 e R2=58,73%
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3.2 FOSFORO

A tabela 2 mostra as médias da concentracdo de
fésforo no leite do parto até o terco-médio da
lactacdo. O gréfico 2 ilustra 0 comportamento da
concentracdo de fosforo através da curva de
regressao no decorrer dos 180 dias de lactacéo.
Essa curva, que possui fungdo linear, mostrou
que a concentragao do fosforo aumenta no soro
do leite no decorrer do tempo de lactacéo.

Ainda de acordo com a tabela 2, a concentracao
de fésforo no soro do leite no momento do parto
apresentou-se elevada quando comparada aos 5
dias de lactacdo. Também houve diferenca
significativa quando comparou-se o valor da
concentracdo de fosforo no parto com a
concentracdo de fosforo aos 5 e 10 dias de
lactacdo.

O valor da concentracdo de fésforo encontrado
no meio da lactacdo (aproximadamente 150 dias)
neste trabalho foi 35,63 mg/dL. Esse valor ficou
abaixo do valor encontrado por Cerbulis e Farrel
Jr., (1975). Esses autores acharam o valor de
0,985 g/L ou 98,5 mg/dL quando convertido para
a unidade utilizada neste experimento. A média
geral da concentracdo de fosforo no leite deste
trabalho é de 32,09 mg/dL, o que se encontra
abaixo do valor encontrado por Ceballos et al.
(2009), que acharam o valor de 87,04 mg/dL de
fdésforo no leite.

Os valores encontrados de foésforo no soro do
leite no periodo do parto (35,84 mg/dL), 5 dias

de lactacdo (24,04 mg/dL), 30 dias de lactacdo
(30,13 mg/dL), 60 dias de lactacdo (30,17
mg/dL) e 90 dias de lactacdo (36,11 mg/dL)
foram menores quando comparados com 0S
valores de Tsioulpas et al. (2007) que
encontraram para o parto o valor de 163,97
mg/dL, 100 mg/dL, 77,95 mg/dL, 71,42 mg/dL
85,09 mg/dL, respectivamente. Também
permaneceu diminuido quando comparado o
colostro e 5 dias de lactacdo com os valores de
El-Fattah et al. (2012), que encontraram valores
de 53,00 mg/dL no parto e 55,50 mg/dL aos 5
dias de lactac&o.

N&o foram encontrados na literatura trabalhos
gue mensurem a concentragcdo de fosforo no
decorrer da lactacdo. A metodologia utilizada
para dosagem da concentracao de fosforo neste
experimento foi diferente das metodologias dos
autores supracitados, isso pode explicar a
diferenga dos valores encontrados para os valores
relatados por esses mesmos autores. Além disso,
a maioria dos autores ndo especificaram o
namero de lactacGes. Neste caso, o valor da
concentracdo de fosforo em vacas primiparas
aumenta significativamente quando comparado
as outras lactacbes segundo Forar et al. (1982).
Ainda segundo esse autor, a concentracdo de
fésforo pode variar devido ao més do parto e
producdo leiteira. O tempo de lactacdo ou até
mesmo a alimentacdo dessas vacas, podem
alterar significativamente a concentracdo de
calcio no leite segundo Tamime, (2009).

Tabela 2: Médias da concentracéo de fosforo (mg/dL) do soro do leite (n=25) de vacas girolandas pluriparas do parto (dia zero) até
180 dias de lactagdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com ordenha mecénica

duas vezes ao dia

DIAS EM LACTACAO FOSFORO DESVIO PADRAO COMPARACAO
Parto 35,84 +20,30 A
5 24,04 +6,00 C
10 25,59 +6,05 BC
30 30,13 ++6,08 AB
60 30,17 +5,70 AB
90 36,11 +5,03 A
120 37,45 £972 A
150 35,63 +4,93 A
180 33,91 +974 A

Letras diferentes representam diferenga estatistica segundo método de Andlise de Variancia (p<0,05).
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Gréfico 2: Gréafico da regressdo da concentragdo de fésforo no soro do leite (n=25) de vacas girolandas pluriparas do parto (dia zero)
até 180 dias de lactacdo em uma de fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com ordenha
mecanica duas vezes ao dia, expressa pela formula 28,934608 + 0,044138 d. P<0,05 e R*=36,83%

3.3 MAGNESIO

A tabela 3 mostra as médias da concentracao de
magnésio no soro do leite do parto até o terco-
médio da lactacdo. O grafico 3 ilustra o
comportamento da concentracdo de magnésio
através da curva de regressdo no decorrer dos 180
dias de lactagdo. Essa curva apresentou fungdo
cUbica e mostrou que, do parto aos 60 dias de
lactacdo houve reducdo da concentragdo de
magnésio. A partir dos 60 dias houve aumento
moderado da concentracdo até aos 150 dias
voltado a reduzir até aos 180 dias.

Ainda de acordo com a tabela 3, a concentracéo
de magnésio no soro do leite no momento do
parto apresentou-se significativamente elevada
quando comparada ao restante dos tempos de
lactacdo. No decorrer dos 5 dias de lactagdo aos
180 dias de lactacdo, os valores mantiveram-se
constantes.

O valor da concentracéo de magnésio encontrado
no meio da lactag¢do (aproximadamente 150 dias)
neste trabalho foi 10,18 mg/dL. Esse valor ficou
préximo, porém menor quando comparado ao
valor encontrado por Cerbulis e Farrel Jr.,

(1975). Esses autores acharam o valor de 0,120
g/L ou 12 mg/dL quando convertido para a
unidade utilizada neste experimento.

A média geral da concentracdo de magnésio no
soro do leite deste trabalho foi de 11,07 mg/dL, o
que ¢é praticamente semelhante ao valor
encontrado por Rodriguez et al. (2001), que
encontraram média da concentragdo de magnésio
no leite de 11,39 mg/dL e ligeiramente
aumentado quando comparado com o trabalho de
Ceballos et al. (2009), que acharam o valor de
9,40 mg/dL de magnésio no leite.

Os valores encontrados de magnésio no leite no
periodo do parto (26,66 mg/dL), 5 dias de
lactacdo (8,77 mg/dL), 30 dias de lactagdo (9,09
mg/dL), 60 dias de lactacdo (9,66 mg/dL) e 90
dias de lactacdo (9,62 mg/dL) sdo ligeiramente
menores quando comparados com os valores de
Tsioulpas et al. (2007) que encontraram para 0
parto o valor de 29,41 mg/dL, para os 5 dias de
lactacdo o valor de 14,34 mg/dL, para os 30 dias
de lactacéo o valor de 12,63 mg/dL, para os 60
dias o valor de 11,42 mg/dL e para os 90 dias de
lactacdo o valor de 10,69 mg/dL. Também
permaneceu diminuido quando comparado o
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colostro e 5 dias de lactacdo com os valores de
El-Fattah et al. (2012), que encontraram valores
de 42,86 mg/dL no parto e 14,35 mg/dL aos 5
dias de lactacéo.

N&o foram encontrados na literatura trabalhos
gque mensurem a concentracdo de magnésio no
decorrer da lactagdo. Assim, qualquer
comparagdo deve ser realizada com cuidado. A
metodologia utilizada para dosagem da
concentracdo de magnésio neste experimento foi

diferente das metodologias dos autores
supracitados e essa diferenca pode explicar a
variacdo dos valores encontrados para os valores
relatados pelos autores. Sabe-se que a
concentra¢do de magnésio no leite ndo é afetada
pela ingestdo na dieta (Hunt e Nielsen, 2009),
assim sendo, ndo foram encontrados trabalhos
referentes as outras possiveis formas de alteragdo
da concentragdo de magnésio no leite no decorrer
da lactacdo, como racas, espécies, tempo de
lactacdo, quantidade de leite produzida.

Tabela 3: Médias da concentracdo de magnésio (mg/dL) do soro do leite (n=25) de vacas girolandas pluriparas do parto (dia zero) até
180 dias de lactacdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com ordenha mecanica

duas vezes ao dia

DIAS EM LACTACAO MAGNESIO DESVIO PADRAO COMPARACAO

Parto 26,66 +12,80 A

5 8,77 +1,60 B

10 8,92 +1,78 B

30 9,09 +1,17 B

60 9,66 +1,26 B

90 9,62 +1,21 B

120 9,51 +1,44 B

150 10,18 +1,24 B

180 10,22 +1,61 B

Letras diferentes representam diferenga estatistica segundo método de Andlise de Variancia (p<0,05).
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Gréfico 3: Grafico da regressédo da concentracdo de magnésio no soro do leite (n= 25) de vacas girolandas pluriparas do parto (dia
zero) até 180 dias de lactacdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com ordenha
mecanica duas vezes ao dia, expressa pela formula 17,231963 - 0,386873 d + 0,004482 d? - 0,000014 d* com P<0,05 e R?=35,68%
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3.4 CLORETOS

A tabela 4 mostra as médias da concentracdo de
cloreto no soro do leite do parto até o terco-médio
da lactacdo. O gréfico 4 ilustra o comportamento
da concentracdo de cloreto através da curva de
regressdo no decorrer dos 180 dias de lactagéo. A
curva que gerou o grafico 4 é de funcdo clbica e
indica que houve reducdo moderada da
concentracdo de cloretos do parto até aos 80 dias
de lactacdo. Dos 80 aos 120 dias, a concentragdo
permaneceu constante vindo a sofrer reducéo a
partir dos 130 dias de lactacéo.

Ainda de acordo com a tabela 4 a concentracao
de cloreto no soro do leite no momento do parto
apresentou-se elevada quando comparada ao
restante dos tempos de lactacdo. Houve redugéo
significativa aos 5 dias de lactacdo, aos 30 dias
de lactacdo e aos 150 dias de lactagdo. Até o
periodo que foi avaliado, esses achados
corroboraram com os achados de Kirchgessner et
al., (1967) e Holt, (1993).

A concentragéo de cloreto foi mensurada através
do “pool” dos quatro tetos, ndo havendo
diferenciacdo entre eles. Dessa forma, a média
geral a concentracdo de cloreto no leite em todos
os tempos foi de 43,50 mEg/L. Ndo ha como
comparar com a metodologia realizada por
Bruckmaier et al. (2004), que determinaram que
a concentracdo de cloreto de quartos infectados
varia entre 41-45 mEq/L.

N&o foram encontrados na literatura trabalhos
gue mensurem a concentracdo de cloreto no
decorrer da lactagdo. Assim, qualquer
comparacdo deve ser realizada com cuidado. A
metodologia utilizada para dosagem da
concentracdo de cloreto neste experimento foi
diferente da metodologia do autor supracitado e
essa diferenca pode explicar a variacdo dos
valores encontrados para os valores relatados
pelo autor.

Tabela 4: Médias da concentracéo de cloreto (mEg/dL) do soro do leite (n=25) de vacas girolandas pluriparas do parto (dia zero) até
180 dias de lactagdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com ordenha mecénica

duas vezes ao dia

DIAS EM LACTAGCAO CLORETO DESVIO PADRAO COMPARACAO

0 56,58 +16,42 A

5 49,01 +11,08 B

10 42,84 + 8,67 C

30 43,09 +9,40 C

60 40,98 +12,05 CD

90 42,01 +11,78 CD
120 41,02 +9,98 CD
150 36,66 +7,83 D
180 39,34 + 10,61 CD

Letras diferentes representam diferenga estatistica segundo método de Andlise de Variancia (p<0,05).
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Gréfico 4: Gréfico da regressdo da concentracéo de cloreto no soro do leite (n= 25) de vacas girolandas pluriparas do parto (dia zero)
até 180 dias de lactagdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com ordenha

mecanica duas vezes ao dia, expressa pela formula 51,474532 - 0,354726 d + 0,003441 d- 0,000011 d P<0,0183 R2:72,43%

3.5 FOSFATASE ALCALINA

A tabela 5 mostra as médias da concentracéo de
fosfatase alcalina no soro do leite do parto até o
terco-médio da lactagdo. O gréfico 5 ilustra o
comportamento da concentracdo de fosfatase
alcalina no leite através da curva de regressdo no
decorrer dos 180 dias de lactacdo. A curva que
deu origem ao gréfico 5 é de funcdo cubica e
indica que a concentracdo de fosfatase alcalina
reduziu consideravelmente do parto aos 70 dias
de lactacdo, sendo neste periodo o de menor
concentracdo deste analito. Dos 80 dias até aos
150 dias de lactacdo, a concentracdo apresentou
aumento discreto passando a reduzir novamente
a concentracdo até aos 180 dias de lactag&o.

Ainda de acordo com a tabela 5 a concentracéo
de Fosfatase Alcalina no parto, aos 5 dias de
lactacdo e aos 10 dias de lactagdo foram
semelhantes apresentando diminuicéo
significativa aos 30 dias de lactacdo e elevacdo

significativa aos 90 dias de lactacéo, aos 120 dias
de lactacdo e aos 180 dias de lactacéo.

O alto nivel de Fosfatase alcalina na fase
colostral (parto a dez dias de lactagdo) deste
trabalho corrobora com os estudos realizados por
Kiermeier e Meinl (1961), porém até a metade da
lactacdo, o valor da ALP aumentou
significativamente diferindo também dos autores
citados anteriormente, que alegaram que esses
valores permaneceram constantes no decorrer da
lactacdo.

Os achados deste estudo vdo de encontro aos
achados de Kiermeier e Meinl (1961), que
constataram que a concentracdo de ALP
permanece constante apés o periodo colostral.
Neste experimento houve aumento da
concentracdo de ALP e é possivel que esteja
relacionado a casos de mastite dentro do conjunto
de animais avaliados segundo Singh e Ganguli,
(1975) que afirmaram que a mastite causa
elevacéo da atividade a ALP.
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Tabela 5: Médias da concentragdo de fosfatase alcalina (U/L) do soro do leite (n=25) de vacas girolandas pluriparas do parto (dia
zero) até 180 dias de lactagdo provenientes de fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com

ordenha mecanica duas vezes ao dia

DIAS EM LACTACAO FOSFATASE ALCALINA DESVIO PADRAO COMPARACAO

Parto 2.766,08 +1.431,97 A

5 2.463,04 + 420,69 A

10 2.165,00 +337,05 A

30 294,29 +93,76 E

60 309,51 + 113,57 E

90 375,29 +134,71 D

120 496,58 + 150,88 C

150 496,09 + 167,50 C

180 665,09 + 336,31 B

Letras diferentes representam diferenga estatistica segundo método de Andlise de Variancia (p<0,05).
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Gréfico 5: Grafico da regressdo da concentragéo de Fosfatase Alcalina no soro do leite (n=25) de vacas girolandas pluriparas do parto
(dia zero) até 180 dias de lactacdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com
ordenha mecanica duas vezes ao dia, expressa pela formula 2781,34225 - 88,827609 d + 0,896376 d? - 0,002623 d* P<0,0000

R?=93,56%

3.6 GAMA-GLUTAMIL TRANSFERASE
(GGT)

A tabela 6 mostra as médias da concentracéo de
Gama-glutamil Transferase no soro leite do parto
até o terco-médio da lactacdo. O gréfico 6 ilustra
0 comportamento da concentracdo de Gama-
glutamil Transferase no leite através da curva de
regressdo no decorrer dos 180 dias de lactagdo. A
curva possui fungdo cubica e expressa que a
concentracdo de GGT diminui acentuadamente a

do parto até aos 60 dias de lactacdo sendo este
periodo o de menor concentragdo deste analito. A
partir deste momento, a concentracdo de GGT
apresentou elevacdo da concentragdo de forma
considerdvel até aos 150 dias de lactacdo,
passando entdo a sofrer reducdo até aos 180 dias.

Ainda de acordo com a tabela 6 a concentracdo
de  gama-glutamil transferase reduziu
significativamente aos 5 dias de lactac&o e aos 10
dias de lactacdo quando comparados ao parto (dia
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zero). Aos 30 dias de lactacdo, a concentracdo de
GGT manteve-se significativamente constante
quando comparada aos 10 dias de lactacdo. Dos
30 dias de lactacdo aos 60 dias de lactacéo houve
um aumento da concentracdo de GGT
significativo. N&o houve diferenca significativa
dos 60 dias de lactacdo aos 180 dias de lactacéo.

Na fase colostral, a concentracdo de GGT
mostrou-se intensamente elevada neste trabalho
corroborando com Zanker et al. (2001), Pero et
al. (2006) e Franciosi et al. (2009). Apresentou
diminuicdo significativa até os 30 dias de
lactacfo e aumento significativo aos 60 dias de
lactacdo e a partir desse tempo, se manteve
constante, o que vai de encontro com Zanker et
al. (2001) que afirmaram que a atividade da GGT
no leite decai gradualmente com o passar do
tempo de lactacéo.

Os valores da concentracdo de GGT encontrados
no parto e 30 dias de lactacdo neste trabalho

foram respectivamente 35.046,72 U/L e 2.232,08
U/L. Esses valores foram altos quando
comparados com os valores achados por
Ontsouka et al. (2003) que acharam 8.218,35
U/L para o parto e 1.439,71 U/L para os 30 dias
de lactacdo, utilizando o mesmo aparelho para
dosagem deste analito.

N&o foram encontrados na literatura trabalhos
gue mensurem a concentracdo de gama-glutamil
transferase no decorrer da lactagdo e apesar de a
metodologia deste trabalho ser semelhante a de
Ontsouka et al. (2003) os resultados diferiram
entre si. Ndo se sabe ao certo em que
circunstancias a concentracdo de GGT pode ser
alterada no leite, como racas, espécies, tempo de
lactacdo e més do parto, assim, essa diferenca
pode ter sido causada por diversos fatores que
ndo foram abordados neste trabalho.

Tabela 6: Médias da concentragdo de gama-glutamil transferase (U/L) do soro do leite (n=25) de vacas girolandas pluriparas do parto
(dia zero) até 180 dias de lactagdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-intensivo com

ordenha mecanica duas vezes ao dia

DIAS EM LACTAGCAO GGT DESVIO PADRAO COMPARACAO
Parto 35.046,72 +17.529,25 A
5 4.393,00 +2.768,35 B
10 2.915,20 +1.317,35 DE
30 2.232,08 + 697,20 E
60 3.025,50 +779,00 CD
90 3.491,71 +714,35 BC
120 3.370,07 + 679,63 BC
150 3.617,28 +929,67 BC
180 4.199,38 +935,95 B

Letras diferentes representam diferenca estatistica segundo método de Andlise de Variancia (p<0,05).
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Gréfico 6: Grafico da regressdo da concentragédo de gama-glutamil transferase (GGT) do soro do leite (n=25) de vacas girolandas
pluriparas do parto (dia zero) até 180 dias de lactacdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-

intensivo com ordenha mecanica duas vezes ao dia, expressa pela formula 18.707,4146 - 758,288153 d + 8,690169 d- 0,027695 d

P<0,0000 R’=42,78%

3.7 CORRELACOES

Houve correlagdo do célcio com o cloreto (r> =
0,29), com 0 magnésio (r?=0,52) e com o fosforo
(r* = 0,43) Essa correlagdo do calcio com o
fésforo é explicada, pois os dois minerais
encontram-se intimamente relacionados em
diversos fendmenos fisiolégicos do corpo
(Ferreira et al., 2004). Ja a correlagdo do célcio
com o magnésio é explicada por (Hunt e Nielsen,
2009), que afirmaram que o magnésio atua na
regulacdo intracelular de calcio.

Por outro lado, ocorreu correlagdo da GGT com
cloreto (r* = 0,26), com magnésio (r> = 0,88),
com fésforo (r2 = 0,19), com célcio (r? = 0,49) e
com fosfatase alcalina (r? = 0,60). Isso quer dizer
que a medida em que aumenta a concentragdo da
gama-glutamil  transferase, aumenta a
concentracdo dos analitos citados. Sabe-se que 0
magnésio atua como cofator de diversas enzimas
sendo o cation mais prevalente e necessario para
as reages enzimaticas (Volpe, 2006). Néo se
sabe ao certo como o0s demais minerais e a
fosfatase alcalina estdo associados com a
presenca de GGT no leite de vacas, porém,
ressalta-se aqui a suma importancia desses

minerais para que a GGT cumpra sua fungdo no
leite, que € o transporte de aminodacidos a partir
do sangue para a glandula maméria (Vifia et al.,
2001) e assim atuar na biossintese de proteinas
do leite (Baumrucker e Pocius, 1978).

Foi encontrado correlacdo negativa, apesar de
baixa, (r> = -0,16) da concentragio de magnésio
com a Quantificagio Bacteriana. A medida que a
concentragdo de magnésio aumenta, a
Quantificacdo bacteriana diminui. 1sso nos
informa que, em casos de mastite, onde ha
predominio de bactérias presentes no leite, a
concentracdo de magnésio no leite diminui.

Houve também a correlagdo do magnésio com o
fosforo (r> = 0,27). Essa correlagdo pode ser
explicada devido ao fato do magnésio participar
ativamente de varios processos fisioldgicos do
corpo, como controlador na transmissao nervosa,
esquelética, contragdo muscular, excitagdo
cardiaca dentre outros (Hunt e Nielsen, 2009).

Outra correlacdo achada neste estudo foi a
correlacio do cloreto com a Contagem
Bacteriana total (r> = 0,48) e Contagem de
Células Somaticas (r=0,47). A medida que a
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quantidade de bactérias presentes no leite
aumentou a concentracdo de cloretos também.
Esses achados corroboram com Morsi, et al.
(2000) que afirmaram que patdgenos causadores
de mastite aumentam a concentracdo de cloreto
no leite. Com relagdo a Contagem de Células
Somaticas (CCS), em casos de mastite, onde a
quantidade de células somaticas no leite é alta, a
concentracdo de cloreto também se encontra
elevada.

A correlagdo da CCS com o magnésio (r?=0,18)
foi positiva, ou seja, em quadros de mastite, onde
ocorre aumento das células somaticas, aumenta a
concentracdo de magnésio. A correlacdo da CCS
com o célcio (r>=0,14) foi positiva, mostrando
que, em situaces em que a mastite esteja
presente, a concentracao de calcio ¢ elevada. Na
correlagdo da CCS com a fosfatase alcalina
(R?=0,24) acontece da mesma forma em que as
citadas anteriormente, ou seja, em casos de
mastite, ocorre elevacdo da concentracdo de

fosfatase alcalina no leite de vacas. Por fim,
também ocorreu correlagdo da CCS com a GGT
(r?=0,16). Seguindo 0 mesmo raciocinio para 0s
demais analitos supracitados, em quadros em que
se verifica a presenca da mastite, seja clinica ou
subclinica, ocorre 0 aumento da concentragdo da
gama-glutamil transiferase.

4 CONCLUSOES

eEm presenca de grande quantidade de
bactérias, a concentragdo de magnésio diminui
no leite de vacas;

¢ Em quadros de mastite onde ha alta contagem
de células somaticas ocorre aumento da
concentracdo de magnésio, cloretos e calcio no
soro do leite;

e Em quadros de mastite onde ha alta contagem
de células sométicas ocorre elevagdo da
concentracdo de fosfatase alcalina e de gama-
glutamil transferase no leite.
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CAPITULO Il

CONTAGEM DIFERENCIAL
CELULAR DO LEITE DE VACAS
GIROLANDAS DO PARTO AOS 180
DIAS DE LACTAGAO

1 INTRODUCAO

Os neutréfilos, mondcitos, eosindfilos e
basofilos sdo células sanguineas de origem
medular que sofrem maturagdo e séo liberados na
corrente  sanguinea através de sinusdides
medulares fazendo migracdo tecidual quando
necessario (Stockhan e Scott, 2011).

A producéo e maturacdo de linfocitos ocorre nos
linfonodos, bago e timo, que contém precursores
de linfécitos B, T e Nulos. Apds a diferenciacéo
estimulada por agentes mediadores de linfécitos
B e T, deixam os linfonodos pelos vasos
linfaticos passando a circular pela corrente
sanguinea e através dela, penetram nos tecidos
(Stockhan e Scott, 2011).

As células epiteliais sdo reconhecidas por atuar
na mediacdo da resposta imune inata na infecgéo.
Receptores presentes nas células epiteliais
reconhecem componentes especificos
bacterianos dando inicio a cascata de eventos que
causa a producdo de citocinas e agentes
quimiotaticos (Gray et al., 2005; Rainard e
Riollet, 2006).

2 MATERIAIS E METODOS

Apobs da coleta do leite, foram confeccionadas
laminas de acordo com o capitulo I, seguindo a
técnica de Prescott e Breed (1910) modificada
(Benites et al., 2001). Em seguida a colorac&o foi
realizada observacdo de campos Opticos
necessarios para obtencdo da contagem de 100
células em objetiva de 100x utilizando-se 6leo de
imersdo. As células foram classificadas como
neutrofilos, linfocitos, macrofagos, eosinofilos,
basofilos e células epiteliais.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
As médias dos valores relativos e absolutos das

concentracdes de neutréfilos no leite no decorrer
do tergo inicial e terco médio da lactagdo, bem

como a Contagem de Células Somaéticas se
encontram na tabela 1 e ilustrado pelo gréfico 1.

As médias dos valores relativos da concentracéo
de neutrdfilos que expressam uma porcentagem
da Contagem de Células Somaéticas se
apresentaram  constantes durante todo o
experimento. Ja as médias dos valores absolutos,
qgue indicam a quantidade real de células
presentes no leite, se mantiveram constantes do
parto (dia zero) aos 90 dias, sofrendo reducdo aos
120 dias de lactacdo. As medias dos valores da
Contagem das Células Somaticas foram
discutidas no capitulo 1. Essas médias sofreram
diminuicdo significativa aos 5 dias de lactacéo,
se mantendo constante durante toda a avaliag&o.
Quando comparada com as outras populagdes
celulares, a populagdo de neutrofilos se
sobressaiu em relagdo as demais populagdes
celulares estudadas, o que corrobora com
Sarikaya et al. (2006).

A média dos valores relativos de neutrdfilos no
leite de vacas neste trabalho foi 50,76%, valor
este que se encontra abaixo do valor encontrado
por Dulin et al. (1982) que obtiveram valores
aproximados a 62,5%. Os periodos de 5 e 10 dias
de lactacdo, se assemelharam aos achados desses
autores, porém 0s mesmos ndo relataram um
tempo de lactacdo especifico para comparagao.
Em cabras, a média da concentracdo de
neutrofilos encontrada por Droke et al. (1993) foi
87,3%, superior a média encontrada neste
trabalho. Esse valor superior pode ter sido em
virtude de a diferenciacdo celular ter sido feita
em amostras retiradas do tanque de
armazenamento e ndo diretamente de cada vaca
em cada tempo especifico como neste
experimento.

Por outro lado, Schwartz et al. (2011a)
encontraram intervalos para a populagdo de
neutrofilos em leite de vaca de 4,48% e 85,27%
qguando avaliados via citdmetro. A média
encontrada neste trabalho (50,76%) corrobora
com o0s achados desses autores, entretanto o
intervalo referenciado foi muito grande. Em um
segundo trabalho, os mesmos autores Schwartz
et al. (2011b) encontraram média geral de
neutrofilos em vacas saudaveis de 19,94%
quando avaliado diretamente por lamina, o valor
neste caso, vai de encontro aos achados no
presente estudo. Neste experimento, a média dos
valores das concentragdes de neutréfilos aos 30 e
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60 dias de lactacdo foram respectivamente
50,39% e 43,71% valores maiores que oS
achados por Miller et al. (1991) que encontraram
aos 30 e 60 dias de lactacdo valores de 32,4% e
21,5%. Como esse periodo ndo é o periodo da
lactacdo em que ocorre uma grande quantidade
celular presente no leite como no parto, é
possivel que os valores de neutréfilos nesse
periodo deste experimento, sejam indicativos de
doenca da glandula maméria como afirmaram
Kehrli e Shuster (1994).

As médias da concentracdo de neutrdfilos
encontradas aos 30 e 180 dias neste trabalho
foram respectivamente de 50,39% e 59,15%.
Esses valores foram mais altos do que os valores

encontrados por Dosogne, et al. (2003), que
foram entre 10% e 20% aos 30 dias e 30% aos
180 dias.

Pilla et al. (2012) em estudos em trés diferentes
fazendas, encontraram na fazenda A, a média do
valor de 58,68% de neutréfilos no leite. Na
fazenda B, a média do valor encontrado foi
67,03% de neutrofilos no leite e na fazenda C, a
média do valor encontrado foi 31,79% de
neutrofilos no leite. Nesta comparacéo, a média
da concentracdo de neutrofilos encontrada neste
experimento (50,76%) corrobora com os achados
da fazenda A.

Tabela 1: Médias dos Valores Relativos (VR) e Valores Absolutos (VVA) da concentracdo de neutréfilos no leite de 25 vacas girolandas
pluriparas do parto (dia zero), aos 180 dias de lactagdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime

semi-intensivo com ordenha mecanica duas vezes ao dia

DIAS EM RELAGAO AO PARTO

0 5 10 30

60 90 120 150 180

VR (%) 39,442 60,242 60,242 50,397

43,71¢% 52,76 44,807 46,16 * 59,152

VA 1.013.082* 1.079.493* 730.081% 774.173%

319.532% 527.964%* 266.892° 189.022° 704.476®

DV +1.645.695 +2.056.700 +732.731 +1.637.048

+579.159 £996.109 £757.770 +673.209 +1.397.014

CCS 2.131.861% 1.523.872%® 971.744° 891.487°

494.966° 726.210° 427.412° 328.823° 1.071.777°

DV +2.226.260 +2.583.767 +943.995 £1.590.832

+753.350 +1.229.607 +977.150 +866.842 +2.049.609

Letras diferentes representam diferenca significativa para VR segundo método de Friedman e para VA segundo ANOVA (p<0,05).

DV: Desvio Padréo.
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Gréfico 1: Grafico das médias dos valores relativos (%) e valores absolutos da concentracdo de neutréfilos no leite de 25 vacas
girolandas pluriparas do parto (dia zero) aos 180 dias de lactagdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob
regime semi-intensivo com ordenha mecénica duas vezes ao dia. Método de Friedman (p<0,05)

Com relacdo aos linfdcitos no leite, as médias dos
valores relativos e absolutos das concentracfes
no decorrer do terco inicial e terco médio da
lactacdo, bem como a Contagem de Células
Sométicas se encontram na tabela 2 e ilustrado
pelo grafico 2.

As médias dos valores relativos da concentracdo
de linfécitos que expressam uma porcentagem da
Contagem de Células Somaticas apresentaram
reducdo aos 10 dias de lactacdo permanecendo
entdo constante no decorrer do tempo. Da mesma
forma, as médias dos valores absolutos, que
indicam a quantidade real de células presentes no
leite, apresentaram diminuicdo também aos 10
dias de lactacdo se mantendo constante no
decorrer do experimento. As médias dos valores
da Contagem das Células Somaticas foram
discutidas no capitulo 1. Essas médias sofreram
diminuigdo significativa aos 5 dias de lactacéo,
se mantendo constante durante toda a avaliag&o.
A média geral dos valores relativos de linfocitos
no decorrer deste experimento foi 23,35%, sendo
muito elevado quando comparado a média

encontrada por Dulin et al. (1982) que foi 0,7%
de linfécitos presentes no leite de vacas.

Por outro lado, Schwartz et al. (2011a)
encontraram intervalos para a populagdo de
linfécitos em leite de vaca de 2,37% e 87,75%
quando avaliado por citdmetro de fluxo. A média
encontrada neste trabalho (23,35%) corrobora
com os achados desses autores. Em um segundo
trabalho, os mesmos autores Schwartz et al.
(2011b) encontraram média geral de linfdcitos
em vacas saudaveis de 44,56% quando realizado
através de ldmina, o que neste caso, vai contra
aos achados no presente estudo.

As médias das concentragdes de linfdcitos aos 30
e 60 dias de lactacdo neste experimento foram
respectivamente 21,99% e 15,95%, sendo o valor
dos 30 dias préximos aos achados por Miller et
al. (1991) que encontraram aos 30 e 60 dias de
lactacdo  valores de 243% e 22%
respectivamente de linfécitos em vacas
primiparas. Dosogne, et al. (2003) encontraram
as médias de valores de linf6citos para os 30 dias
entre 70% e 80% e aos 180 dias entre 50% e 60%
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de lactacdo. Os valores para esses tempos neste
trabalho foram de 21,99% e 17,50% estando
abaixo dos limites inferiores descritos pelos
autores supracitados.

Pilla et al. (2012) em estudos em trés diferentes
fazendas, encontraram na fazenda A, a média do
valor de 28,97% de linfécitos no leite. Na

fazenda B, a média do valor encontrado foi
20,05% de linfocitos no leite e na fazenda C, a
média do valor encontrado foi 25,56% de
linfécitos no leite. Nesta comparacdo, a média
da concentracdo de linfcitos encontrada neste
experimento (23,35%) corrobora com os achados
das fazendas A, B e C.

Tabela 2: Médias dos Valores Relativos (VR) e Valores Absolutos (VA) da concentracéo de linfécitos no leite de 25 vacas girolandas
pluriparas do parto (dia zero) aos 180 dias de lactacdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-

intensivo com ordenha mecanica duas vezes ao dia

DIAS EM RELAGAO AO PARTO

0 5 10 30 60 90 120 150 180
VR (%) 45,36 ° 32,80* 22,72 21,99 b 16,69 P 15,95°¢ 18,23 18,96 17,50 b
VA 814.758%  280.351® 170.419°¢ 78.636° 104.553°¢ 82.806° 73.712¢ 75.401°¢ 167.678"
DV +800.559  +£259.697 +204.375 +96.431  +135.337 £155.909 £171.986 +177.079 + 341.654
CCS 2.131.86° 1.523.872% 971.744° 891.487° 494.966° 726.210° 427.412° 328.823° 1.071.777°
DV +2.226.260 +2.583.767 +943.995 +£1.590.832 +753.350 +1.229.607 +977.150 +866.842 +2.049.609

Letras diferentes representam diferenca significativa para VR segundo método de Friedman e para VA segundo ANOVA (p<0,05).

DV: Desvio Padréo.
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Gréfico 2: Gréafico das médias dos valores relativos (%) e valores absolutos da concentragdo de linfocitos no leite de 25 vacas
girolandas pluriparas do parto (dia zero) aos 180 dias de lactagdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob
regime semi-intensivo com ordenha mecanica duas vezes ao dia. Método de Friedman (p<0,05)
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J& quanto se trata dos macréfagos, as médias dos
valores relativos e absolutos das concentracfes
no leite no decorrer do terco inicial e terco médio
da lactagdo, bem como a Contagem de Células
Somaéticas se encontram na tabela 3 e ilustrado
pelo gréfico 3.

As médias dos valores relativos da concentracéo
de macrofagos que expressam uma porcentagem
da Contagem de Células Somaéticas ndo
apresentaram  diferencas significativas no
decorrer do experimento da mesma forma que as
médias dos valores absolutos. As médias dos
valores da Contagem das Células Somaticas
foram discutidas no capitulo 1. Essas médias
sofreram diminuicéo significativa aos 5 dias de
lactacdo, se mantendo constante durante toda a
avaliacdo. A média geral dos valores relativos de
macrofagos no decorrer deste experimento foi
5,21%, muito abaixo do valor encontrado por
Dulin et al. (1982), que obtiveram resultado de
36,5% de macrofagos no leite de vacas e Droke
et al. (1993) que acharam 9,9% de macrofagos
em leite de cabra.

Por outro lado, Schwartz et al. (2011a)
encontraram intervalos para a populagdo de
macréfagos em leite de vaca de 2,37% e 55,71%.
A média encontrada neste trabalho (5,21%)
corrobora com os achados desses autores. Em um
segundo trabalho, os mesmos autores Schwartz

et al. (2011b) encontraram média geral de
macréfagos em vacas saudaveis de 34,85%, o
gue neste caso, vai de encontro aos achados no
presente estudo.

As médias das concentracdes de macréfagos aos
30 e 60 dias de lactagdo neste experimento foram
respectivamente 4,55% e 3,48%, sendo esses
valores baixos quando comparados aos achados
por Miller et al. (1991) que encontraram aos 30 e
60 dias de lactacdo valores de 25,1% e 36,9%
respectivamente de macréfagos em vacas
primiparas. Dosogne, et al. (2003) encontraram
as médias de valores de macréfagos para os 30
dias (entre 0% e 10%) e 180 dias (10%) de
lactacdo. Os valores para esses tempos neste
trabalho foram de 4,55% e 4,81% estando abaixo
dos limites inferiores descritos pelos autores
supracitados.

Pilla et al. (2012) em estudos em trés diferentes
fazendas, encontraram na fazenda A, a média do
valor de 12,35% de macréfagos no leite. Na
fazenda B, a média do valor encontrado foi
12,92% de macrdfagos no leite e na fazenda C, a
média do valor encontrado foi 42,65% de
macréfagos no leite. Nesta comparacéo, a média
da concentracdo de macrofagos encontrada neste
experimento (5,21%) se encontra abaixo dos
achados das fazendas A, B e C.

Tabela 3: Médias dos Valores Relativos (VR) e Valores Absolutos (VA) da concentracdo de macréfagos no leite de 25 vacas
girolandas pluriparas do parto (dia zero) aos 180 dias de lactacdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob

regime semi-intensivo com ordenha mecanica duas vezes ao dia

DIAS EM RELAGAO AO PARTO

0 5 10 30 80 90 120 150 180
VR (%) 4,24° 584  434°  455° 3,48 536°  882° 5520 4810

VA 142852%  56.018° 41195° 20.396°  23.150°  46.976° 37.571°  22839°  64.631°
DV 205954  +105.442 455211 +48.441 53011 477367 63100  +48.788  +120.254
ccs 2131.861° 1523.872% O71744° GOLAST®  494.966°  726.210° 427.412° 328.823° 107L777
DV 2226260 +2.583.767 943995 +1.500.832 4753350 +1.220.607 +077.150 +866.842 +2.049.609

Letras diferentes representam diferenca significativa para VR segundo método de Friedman e para VA segundo ANOVA (p<0,05).

DV: Desvio Padréo.
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Gréfico 3: Gréafico das médias dos valores relativos (%) e valores absolutos da concentragdo de macréfagos no leite de 25 vacas
girolandas pluriparas do parto (dia zero) aos 180 dias de lactagdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob
regime semi-intensivo com ordenha mecanica duas vezes ao dia. Método de Friedman (p<0,05)

Quanto aos eosindéfilos, as médias dos valores
relativos e absolutos das concentragdes no leite
no decorrer do terco inicial e terco médio da
lactacdo, bem como a Contagem de Células
Sométicas se encontram na tabela 4 e ilustrado
pelo grafico 4.

As médias dos valores relativos da concentracao
de eosindfilos que expressam uma porcentagem
da Contagem de Células Somaticas mantiveram-
se constantes no decorrer desse experimento,
houve aumento significativo aos 180 dias de
lactacdo quando comparados aos 60 dias de
lactacdo. J& as médias dos valores absolutos, que
indicam a quantidade real de células presentes no
leite, houve reducdo significativa aos 60 dias
quando comparado aos 5 dias de lactacéo,
voltando ao aumento dos valores aos 180 dias de

lactacdo. As médias dos valores da Contagem das
Células Somaticas foram discutidas no capitulo
1. Essas medias sofreram  diminuicdo
significativa aos 5 dias de lactacdo, se mantendo
constante durante toda a avaliagdo.

A média geral dos valores das concentragGes de
eosindfilos no leite de vacas do presente trabalho
foi 2,13%, muito acima dos valores encontrados
por Dulin et al. (1982) que obtiveram o valor de
0,3% e acima também dos valores encontrados
por Della Libera et al. (2004) em leite de bufalas
(0,7%). Por outro lado, a média encontrada neste
trabalho foi inferior a média encontrada também
em leite de bufalas no trabalho de Silva e Silva,
(1994) que foi 5% de eosindfilos.
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Tabela 4: Médias dos Valores Relativos (VR) e VValores Absolutos (VA) da concentragdo de eosinéfilos no leite de 25 vacas girolandas
pluriparas do parto (dia zero) aos 180 dias de lactacdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-
intensivo com ordenha mecénica duas vezes ao dia

DIAS EM RELAGCAO AO PARTO

0 5 10 30 60 90 120 150 180
VR (%) 1,52 d¢ 4,40 ° 0,78 ¢ 0,91 % 042° 2,48 ¢ 2,33 ¢ 2,32 ¢ 4,082
VA 26.242 ¢ 122.975%® 3.118 ¢ 1.338 #° 1.663 ¢ 7.015 @° 8.107 @ 5300%° 19.422®
DV +77.340 +416.103 +56.509 +55.781  +55.636 +57.832 +53.212 +£52424  +35.802
CCS 2.131.861% 1.523.872% 971.744° 891.487° 494.966°  726.210° 427.412° 328.823° 1.071..777°
DV +2.226.260 +2.583.767  +943.995 +1.590.832 +753.350 +1.229.607 +977.150 +866.842 +2.049.609

Letras diferentes representam diferenca significativa para VR segundo método de Friedman e para VA segundo ANOVA (p<0,05).
DV: Desvio Padrdo
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Gréfico 4: Gréfico das médias dos valores relativos (%) e valores absolutos da concentragdo de eosinéfilos no leite de 25 vacas
girolandas pluriparas do parto (dia zero) aos 180 dias de lactagdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob

regime semi-intensivo com ordenha mecénica duas vezes ao dia. Método de Friedman (p<0,05)

Jé& para as células epiteliais, as médias dos valores
relativos e absolutos das concentracfes no leite
no decorrer do tergo inicial e tergo médio da
lactacdo, bem como a Contagem de Células
Somaticas se encontram na tabela 5 e é ilustrado

pelo grafico 5.

As médias dos valores relativos da concentracao
de células epiteliais que expressam uma
porcentagem da Contagem de Células Somaticas
mantiveram-se constantes no decorrer do tempo
desse experimento.
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A média geral dos valores das concentracdes de
células epiteliais no leite de vacas do presente
trabalho foi 3,94%, em conformidade com Ribas
(1999) que afirmou que do total de células
somaticas, de 2 a 25% séo células epiteliais. A
média deste trabalho se encontrou acima dos
valores que Dulin et al. (1982) encontraram.
Esses autores relataram que as células epiteliais
equivalem a menos de 1% de todas as células
presentes no leite. Quando comparado com
Contreras et al. (1998) que afirmaram que a
porcentagem de células epiteliais presentes no
leite de cabras em glandulas ndo infectadas
equivale a 6% do total de células, o valor do
presente trabalho se encontra abaixo do que foi
encontrado por esses autores.

As médias dos valores das concentra¢fes aos 30
e 60 dias de lactacdo neste experimento foram
respectivamente de 4,72% e 2,57%. Esses
valores estdo muito abaixo dos encontrados por

Miller et al. (1991) que acharam valores para
esses tempos de 17,4% e 19,6% respectivamente.
Quando comparado aos trabalhos de Silva e Silva
(1994), que acharam valor da concentracdo de
células epiteliais de 5% em leite de bufalas, a
média deste trabalho (3,94%) é semelhante.
Porém, neste experimento ndo foi verificado o
predominio de células epiteliais no leite de vacas.
Isso vai de encontro aos achados de Dhakal et al.
(1992) que afirmaram que hd o predominio de
células epiteliais no leite de bdfalas quando
comparadas as duas espécies.

Capuco et al. (2001) relatam que as células
epiteliais mamaérias de vacas diminuem em
nimero com o decorrer da lactacdo
(aproximadamente 50% em toda a lactacdo).
Esse fato ndo se verificou neste experimento,
uma vez que, segundo a metodologia estatistica
aplicada, a concentracdo de células epiteliais se
manteve constante até os 180 dias de lactacdo
tanto em valores absolutos quanto em relativos.

Tabela 5: Médias dos Valores Relativos (VR) e Valores Absolutos (VA) da concentragdo de células epiteliais no leite de 25 vacas
girolandas pluriparas do parto (dia zero) aos 180 dias de lactacdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob

regime semi-intensivo com ordenha mecénica duas vezes ao dia

DIAS EM RELAGAO AO PARTO

0 5 10 30 90 120 150 180
zé/z{) 0,242 2,88° 1,65¢ 4,722 2,572 2,712 3,80° 5,242 11,65¢
VA 3.196°2 11.069 @ 6.158 2 6.613° 11.354°2 11.354 ¢ 12.602 @ 13.524 @ 97.759 2
DV +31.264 +41.182 +31.817 +31.315 +30.972 +30.972  £32.801  +33.462 +232.840

CCS  2.131.861% 1523.872% 971744 891.487°

494.966° 726.210°  427.412° 328.823° 1.071.777°

DV +2.226.260 *2.583.767 +943.995 +1.590.832

+753.350 £1.229.607 +977.150 +866.842 +2.049.609

Letras diferentes representam diferenca significativa para VR segundo método de Friedman e para VA segundo ANOVA (p<0,05).

DV: Desvio Padrédo
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Graéfico 5: Grafico das médias dos valores relativos (%) e valores absolutos da concentracéo de células epiteliais no leite de 25 vacas
girolandas pluriparas do parto (dia zero) aos 180 dias de lactagdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob
regime semi-intensivo com ordenha mecénica duas vezes ao dia. Método de Friedman (p<0,05)

Por fim, em avaliacdo dos basofilos, as médias
dos valores relativos e absolutos das
concentracdes no decorrer do terco inicial e terco
médio da lactagdo, bem como a Contagem de
Células Somaticas se encontram na tabela 6 e é
ilustrado pelo grafico 6.

As médias dos valores relativos da concentracéo
de basofilos que expressam uma porcentagem da
Contagem de Células Sométicas mantiveram-se
constantes no decorrer do tempo desse
experimento. J& as médias dos valores absolutos,
que indicam a quantidade real de células
presentes no leite, sofreram diminuicdo
significativa aos 30 e 60 dias de lactagdo. A partir
dos 90 dias de lactacdo, houve aumento na
concentracdo de basofilos no leite, se mantendo
constantes até os 180 dias.

A média dos valores das concentragdes no inicio
da lactacéo considerando os momentos do parto,
5 dias, 10 dias e 30 dias de lactag8o neste estudo

foi 2,98%. J& a média dos valores das
concentragdes de baséfilos no meio da lactagdo
considerando os momentos 60 dias, 90 dias e 120
dias de lactacdo foi 3,95%. As médias dos
valores das concentracgOes de basofilos no fim da
lactacdo, levando em conta os momentos 150
dias e 180 dias de lactacdo foi 3,34%.

Cabe ressaltar ainda que, ndo foram encontrados
trabalhos que relatem os valores absolutos de
neutrdéfilos, linfocitos, macrofagos, eosinofilos,
células epiteliais e basofilos presentes no leite no
decorrer da lactacdo. A metodologia utilizada
neste trabalho foi diferente das utilizadas pelos
autores supracitados, uma vez a maioria utiliza
citocentrifugas para posterior preparo de
laminas. O preparo de laminas neste estudo foi
feito com o leite in natura, ou seja, assim que
coletado, foi utilizado para preparo das laminas.
Esse fato pode ter contribuido para as diferencas
encontradas  neste  experimento  quando
comparado aos demais autores.
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Tabela 6: Médias dos Valores Relativos (VR) e VValores Absolutos (VA) da concentragdo de basofilos no leite de 25 vacas mgirolandas
pluriparas do parto (dia zero) aos 180 dias de lactacdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob regime semi-
intensivo com ordenha mecénica duas vezes ao dia

DIAS EM RELAGAO AO PARTO

0 5 10 30 60 90 120 150 180
VR (%) 520% 2,16 2,897 1,69¢ 1,76 ¢ 4,142 5,972 3,882 2,81¢
VA 91.458 % 31.465 ® 16.876 ® 1.884°¢ 12.627° 31.647%  20591° 13.056®  17.811%®
DV +104.687 +64.104 +16.546 +21.166 +29.830 +45.928 +32.745 £18.944 +37.463
CCS 2.131.861° 1.523.872% 971.744>  891.487° 494.966°  726.210° 427.412° 328.823" 1.071.777°
DV +2.226.260 +2.583.767 +943.995 +1.590.832 +753.350 +1.229.607 +977.150 +866.842 +2.049.609

Letras diferentes representam diferenca significativa para VR segundo método de Friedman e para VA segundo ANOVA (p<0,05).
DV: Desvio Padréo.
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Gréfico 6: Grafico das médias dos valores relativos (%) e valores absolutos da concentragdo de basofilos no leite de 25 vacas
girolandas pluriparas do parto (dia zero) aos 180 dias de lactagdo em uma fazenda comercial do municipio de Martinho Campos sob
regime semi-intensivo com ordenha mecénica duas vezes ao dia. Método de Friedman (p<0,05)
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3.1 CORRELACOES

Houve correlagdo positiva da Contagem de
Células Somaticas com a concentragdo de
neutréfilos  (r?=0,97), linfocitos  (r?=0,64),
eosindfilos (r?=0,59), macréfagos (r?=0,60),
células epiteliais (r>=0,28) e basofilos (r?=0,66).
Isso significa que a medida que aumenta as
células somaticas presentes no leite, o nimero de
individual das células também aumenta. Esse
fato ocorre devido a necessidade de constitui¢do
de uma linha de defesa contra os patégenos que
causam infecdo, bem como a apresentacdo de
antigenos realizadas por macréfagos aos
linfécitos presentes no leite para execucdo de
suas fungdes. A maior correlagdo observada foi
entre CCS e neutrofilos, o que confirma a
diapedese e migracdo deste tipo celular para
glandula mamaéria e sua liberacdo pelo leite
(Stockhan e Scott, 2011).

Houve correlagdo negativa da Quantificacdo
Bacteriana com a concentracdo de neutrofilos
(r?=-0,30), linfdcitos (r>--0,38), macrdfagos (r>=-
0,22) e basdfilos (r>=-0,19). Isso significa que a
medida que essas células aumentam em
concentracdo no leite, diminui as bactérias
presentes, mostrando assim que essas células tém
potencial para destruicdo e eliminacdo dos
patégenos presentes em quadros de mastite. N&o
houve correlagdo de eosinédfilos e células
epiteliais com a Contagem Bacteriana Total. Isso
demonstra que essas células ndo possuem funcéo
na destruicdo e eliminacdo de micro-organismos
presentes em quadros de mastite.

Houve correlagdo positiva da concentracdo de
neutréfilos com a concentracdo de linfocitos
(r>=0,44), eosindfilos (r?=0,61), macrdfagos
(r?=0,49), células epiteliais (r>=0,21) e basofilos
(r>=0,58). Comprova quimiotaxia iniciada por
neutrofilos Isso mostra que os neutrdfilos sdo as
principais células, que atuam primeiramente da
destruicdo e fragmentacéo de micro-organismos.
Os eosinofilos possuem mesma funcdo, porém,
em menor concentracdo e os basofilos, possuem
potencial fagocitico minimo (Murphy et al.,
2008). Os fragmentos produzidos por essas
células sdo fagocitados por macréfagos para
posterior apresentacdo aos linfocitos. As células
epiteliais se fazem presentes na mediacdo da
resposta imune com producdo de citocinas e
agentes quimiotaticos (Gray et al., 2005; Rainard
e Riollet, 2006).

Houve correlagdo positiva da concentracdo de
linfécitos com a concentracdo de eosindfilos
(r>=0,17), macrofagos  (r’=0,59), células
epiteliais (r?=0,21) e basofilos (r?=0,49). Isso
mostra a dependéncia dos linfécitos para
exercicio de suas funcdes, das células que atuam
como destruidoras de patdégenos como 0s
eosindfilos e basdfilos, e das células que atuam
como apresentadoras de antigenos como o0s
macrofagos.

Na biogquimica, houve correlacdo positiva do
cloreto com os neutrofilos (r?=0,39), linfcitos
(r=0,58), macrofagos (r’=0,43) e basofilos
(r=0,34), ou seja, a medida aumenta a
concentragdo dessas células no leite, aumenta a
concentracdo de cloretos. Segundo Meotti,
(2013) essas células produzem intermediarios de
oxigénio para combate a reacao inflamatdria por
acdo catalitica de enzimas. Para essa producéo, €
necessaria a presenca de cloreto.

Também ocorreu correlacdo positiva do
magnésio com os linfocitos  (r’=0,29),
macrofagos (r’=0,24) e basofilos (r?=0,37).
Segundo Amorim e Tirapegui (2008) o magnésio
atua como co-fator na maioria das reagdes
organicas, além disso, a falta de magnésio pode
levar & falha na integridade das membranas
celulares sendo por isso existente a correlagcdo
entre ele e as células. Foi avaliado neste estudo
que linfécito é o segundo tipo celular mais
predominante no leite de vacas, e segundo
Sarikaya et al. (2006), a concentracdo de
linfécitos diminui com o aumento das células
somaticas. Deve-se considerar que, em quadros
de mastite, onde ocorre grande concentracdo
celular no leite, a populacéo de linf6citos diminui
e consequentemente diminui a concentracdo de
magnésio no leite.

Houve correlacdo positiva do Calcio com
linfocitos (r?=0,27) e basofilos (r>=0,17).
Tatlock et al. (1997) afirmou que os linfocitos
usam cdlcio para ativagdo da sintese de citocinas
como a Interleucina-2. Assim, explica-se a
necessidade desse mineral para o bom
funcionamento da resposta imune.

Para as enzimas avaliadas no capitulo 3, houve
correlacdo positiva da Fosfatase Alcalina com
neutréfilos  (r?=0,18), linfocitos  (r?=0,32),
macrofagos (r?=0,23) e basofilos (r?=0,27). A
medida em que ocorre o aumento da
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concentracdo  de  neutrofilos,  linfécitos,
macrofagos e basofilos, aumenta a concentragio
de Fosfatase Alcalina no leite de vacas. Sabe-se
que o0 aumento dessas células no leite € indicativo
de quadros de mastite clinica e subclinica, entéo,
é possivel cogitar a possibilidade de a Fosfatase
Alcalina no leite ser um indicador laboratorial de
quadros de mastite. Para a gama-glutamil
transferase houve correlacdo positiva com
linfocitos (r?=0,36), macrofagos (r?=0,21) e
basdfilos (r?=0,32). Isso quer dizer que, & medida
que aumenta o nimero dessas células no leite,
aumenta a concentragdo de gama-glutamil
transferase.

4 CONCLUSOES

¢ Neutrofilos sdo as células predominantes no
leite em todos os periodos de lactagdo, seguidas
de linfocitos e macrofagos;

e Os neutrofilos sdo os principais responsaveis
pelo aumento da contagem de células somaticas
no leite em casos de infeccdo da glandula
mamaria;

e A contagem de células epiteliais no leite ndo
acompanha a variacdo da contagem de células
somaéticas.

e O aumento da concentracdo de cloretos,
magnésio, calcio, fosfatase alcalina e GGT no
leite, acompanha o aumento da concentracdo de
linfécitos no mesmo.
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