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RESUMO

O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos da mastite, clinica e subclinica, em
biafalas mesticas da raca Murrah nas caracteristicas fisicas, microbioldgicas e
imunes do colostro produzido com relagdo a eficiéncia de transferéncia de
imunidade passiva em seus respectivos bezerros. Para isso acompanhou-se o parto
de 30 bufalas e de seus bezerros que foram divididos em dois grupos de acordo com
o resultado do cultivo bacteriano observado na secrec¢do colostral. Avaliou-se a
presenca de alteragfes fisicas na glandula mamaria e macroscopicas das secrecdes
lacteas, foi realizado a contagem de células somaticas, o California Mastitis Test
(CMT) e foram mensuradas as concentracdes de IL-6 e TNF-a e tragado
eletroforético das secrecdes lacteas e séricas dos bezerros, no momento do parto,
as 24 e 48 horas apos. A CCS e o CMT mostram-se como importantes indicadores
da ocorréncia de mastite subclinica, porém baixos valores de CCS e/ou resultados
negativos do CMT nao implicam, necessariamente, na auséncia de infeccéo
intramamaria. A presenca de agentes microbianos provocou alteracdes fisicas
discretas no parénquima mamario e nas caracteristicas macroscopicas das
secrecOes lacteas das bufalas. Os agentes microbianos isolados nas amostras de
colostro foram Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Corynebacterium spp.,
Bacillus spp e Bacillus cereus, sendo o Streptococcus spp. 0 mais comumente
isolado. A ingestdo de colostro de vacas bubalinas com mastite subclinica nao
influencia a transferéncia de imunidade passiva para os bezerros. As concentracées
de IL-6, TNF-a, PT, IgG e IgA ndo diferem em bufalas com e sem isolamento
microbiano em suas secrecdes lacteas. Bezerros que ingeriram colostros positivos
ao cultivo apresentaram maiores teores de IL-6, TNF-a e menores concentragdes de
PT e IgG.

Palavras-chave: Bufalos. Colostro. Imunidade Passiva. Citocinas. Mastite
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of clinical and subclinical mastitis
on crossbred Murrah buffaloes on the physical, microbiological and immune
characteristics of colostrum produced in relation to the passive immunity transfer
efficiency in their respective calves. For this, 30 calf buffaloes and their calves were
divided into two groups according to the result of the bacterial culture observed in the
colostral secretion. The presence of physical changes in the udder and macroscopic
glands of milk secretions was evaluated, the somatic cell count, the California
Mastitis Test, and the concentrations of IL-6 and TNF-a and electrophoretic tracing of
milk and serum secretions of the calves, at the time of delivery, at 24 and 48 hours
after. CCS and CMT are important indicators of the occurrence of subclinical mastitis,
but low CCS values and / or negative CMT results do not necessarily imply the
absence of intramammary infection. The presence of microbial agents caused
discrete physical alterations in the mammary parenchyma and the macroscopic
characteristics of buffalo milk secretions. The microbial agents isolated in the
colostrum samples were Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Corynebacterium
spp., Bacillus spp. And Bacillus cereus, being Streptococcus spp. the most
commonly isolated. The ingestion of colostrum from buffalo cows with subclinical
mastitis does not influence the transfer of passive immunity to calves. The
concentrations of IL-6, TNF-a, PT, IgG and IgA didn’t differ in buffaloes with and
without microbial isolation in their milk secretions. Calves that ingested positive

colostrums had higher levels of IL-6, TNF-a. and lower concentrations of PT and IgG.

Keywords: Buffaloes. Colostrum. Passive Immunity. Cytokines. Mastitis
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1 INTRODUCAO

O rebanho bubalino no mundo €, atualmente, de 168 milhGes de cabecas,
sendo que, cerca de 96% pode ser encontrado na Asia, 2% na Africa, 2% na
América do Sul e 0,3% na Europa (BORGUESE; MAZZI, 2005).

Segundo Borguese e Mazzi (2005) o rebanho bubalino no estado de Sao
Paulo cresce aproximadamente 10% ao ano. Em alguns estados brasileiros, a
criacdo de buifalos se tornou uma opcdo econdmica pela aptiddo leiteira e,
consequentemente, para a fabricacdo de queijos, originalmente produzidos na Italia.
Esses produtos apresentam alta aceitacdo no mercado nacional, assegurando altos
precos e elevada demanda.

O Brasil possui o maior rebanho de bafalos da América (FAO, 2014) com
aproximadamente 1,3 milhdes de cabecas em 2011. Segundo o IBGE (2016), o
efetivo brasileiro de bubalinos era de 1,37 milhdo de cabecas, se mantendo estavel
em relacdo ao ano anterior. A regido Norte concentrou 66,2% da criacdo de bufalos
nacional, enquanto o restante do efetivo ficou distribuido entre as Regi6es Sudeste
(12,7%), Nordeste (9,5%), Sul (7,4%) e Centro-Oeste (4,4%). O Para foi responsavel
por 37,9% de todo o rebanho do Pais, seguido pelo Amapa (21,6%), representando,
juntos, cerca de 89,9% dos animais da Regido Norte e 59,5% do rebanho nacional.

Segundo FAO (2014), a producao de leite de bufalas no Brasil passou de
66,5 milhdes de toneladas em 2000 para cerca 93 milhdes de toneladas em 2011,
representando um aumento ao redor de 40% no periodo. Existem, pelo menos, 150
industrias produzindo derivados de leite de bufalas no pais, que transformam,
anualmente, 75 milhdes de litros de leite em 22 mil toneladas de derivados, gerando
faturamento bruto na ordem de U$ 156 milhfes aos laticinios e cerca de U$ 41
milhdes aos criadores (BERNARDES, 2013).

Nas ultimas décadas, pesquisadores tém mostrado grande interesse nas
parturicbes das diferentes espécies e, particularmente, em suas complicacbes. O
parto normal € um fenémeno mecanico, endocrino e nervoso, com aspectos
fisiologicos ainda nao inteiramente desvendados (MEIJERING, 1984). O feto bovino
sobrevive no utero por oito a 10 horas apdés o segundo estagio do parto, sendo
normalmente expulso em quatro horas apds o inicio da parturicdo. A mortalidade

ocasionada por doencas infecciosas e/ou outros problemas é considerada como
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sendo poés-natal, quando a mesma ocorre, geralmente, dentro das primeiras 48
horas de idade (VAN DIETEN, 1963).

De acordo com Davidson (2003), a mortalidade neonatal possui diferentes
causas, entre elas: ambiente desfavoravel, enfermidades infecciosas e parasitarias,
defeitos congénitos ou genéticos, desnutricdo, condi¢cdes inadequadas de saude
materna, falhas de assisténcia ao parto, bem como, distocias. Cerca de 41% das
perdas econbmicas sdo decorrentes de baixa fertilidade e morbidade da matriz,
causados principalmente por partos laboriosos, causando grande impacto nas
producdes comerciais (MEE, 2008).

A taxa de mortalidade neonatal nas primeiras 24 horas ap0s o parto é
influenciada principalmente pelo grau de dificuldade no parto e o nimero de partos
das fémeas (NIX et al., 1998). A estimativa da higidez dos recém-nascidos € grande
ferramenta de predicdo da sobrevivéncia neonatal (DIESCH et al., 2004) uma vez
que a maioria das afec¢Bes do periodo periparto € de aparecimento subito.

Segundo Afzal et al. (1983) a mortalidade em bezerros bubalinos variou
de 29,1% a 39,8%. Martin e Wiggins (1973) estimaram que mortalidade de 20% dos
bezerros pode resultar em reducdo de lucro em torno de 38%. Além disso, uma
mortalidade média de 25% de bezerros dificulta a reposi¢cdo dos animais.

Em estudos realizados no Paquistdo, Khan et al. (2007) relatam que as
altissimas taxas de mortalidade em bezerros bubalinos, em cerca de 88%, foram
influenciadas significativamente pelo fator etario, sendo maior durante os trés
primeiros meses de vida. Outros autores relatam altas taxas de mortalidade nos
primeiros meses de vida, a saber: Patil et al. (1991) observaram que 33% dos
bezerros bubalinos morriam durante o primeiro més de vida e Prahan e Panda
(1994) descreveram altas taxas de mortalidade em bufalos da raca Murrah, durante
os dois primeiros meses de vida, em torno de 37%.

Neonatos podem vir a ébito devido a varios fatores, dentre eles destacam-
se as doencas virais, bacterianas e a ma nutricdo. A maioria dos Obitos ocorre
principalmente devido a falhas de manejo durante os dois primeiros meses de vida
dos bezerros, especialmente em relacdo aos machos, que, em alguns sistemas de
producéo, sédo alimentados de forma inadequada, ja que o leite das bufalas, por ser
de alto valor, € totalmente comercializado (FAGIOLO et al., 2005).

Vérios surtos de diarreia foram descritos na Africa do Sul como causa de

mortalidade de bezerros bubalinos durante o periodo neonatal (VORSTER et al.,
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1994) sendo que varias cepas de E.coli foram isoladas do intestino delgado e grosso
desses animas. Em alguns surtos, Rotavirus e Coronavirus, também foram
identificados.

Contribui para a reducdo dessa mortalidade o conhecimento das
variaveis, fisiolégicas ou ndo, dos aspectos clinico e laboratorial, para elucidacgéo,
reconhecimento e diferenciacdo dos estados mérbidos que acometem esses animais
(BENESI, 1993).

E crescente a necessidade de se identificar as possiveis doencas e suas
interagbes com o0 manejo, para a melhor prevengéao e controle de surtos; para que
isso ocorra, devem-se estabelecer parametros bioquimicos e imunoldgicos dentro do
contexto nacional, j& que a literatura nacional sobre 0 assunto ndo € expressiva em
namero, e que, a exemplo da internacional, concentra a maioria dos esforcos de

investigagdo em bovinos leiteiros.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Transferéncia de imunidade passiva

Em 1982, Pelerrini ressaltou que a imunidade neonatal representava o
conjunto de fatores que intervinham na protecdo dos animais recém-nascidos. Essa
protecdo do neonato era adquirida da m&e, na forma de anticorpos, sendo
transferida tanto na fase pré-natal como na fase pos-natal ou, em algumas espécies,
de ambas as formas. Duas maneiras de transferéncia de anticorpos maternais foram
descritas: a placental e a intestinal. Ao contrario do cdo e do gato, que poderiam
receber imunizagdo passiva ainda quando do desenvolvimento intra-uterino, pela
passagem direta de elementos constituintes do sangue materno (BRAMBELL, 1958),
a transferéncia de imunoglobulinas através da placenta ndo foi considerada de
ocorréncia em bezerros, cordeiros, leitdes e potros (RADOSTITS et al., 2002).

Nos ruminantes, a placenta do tipo sinepteliocorial une o endométrio
materno ao trofectoderma fetal (JAINUDEEN; HAFEZ, 2000), separando as
circulacdes maternas e fetais e impedindo a passagem de imunoglobulinas da méae
para o feto. Como consequéncia, 0s animais nascem agamaglobulinémicos, e a
ingestdo e absorcdo de quantidades adequadas de imunoglobulinas do colostro
tornam-se essenciais para o estabelecimento da imunidade passiva (TIZARD, 2008;
CEBRA e CEBRA, 2005). Contudo, existem relatos que ocorre transferéncia limitada
de imunoglobulinas através da placenta, em bubalinos (SINGH; AHUJA, 1993)

Para proteger os recém-nascidos que nao receberam imunoglobulinas via
transplacentaria, a natureza desenvolveu meios para fornecer aos bezerros protecéo
temporaria contra os desafios externos, até que o sistema imune fosse capaz de
assumir, de fato, o seu papel. Essa imunidade, transferida da mae para o neonato,
por intermédio da ingestdo de colostro, foi denominada de imunidade passiva
(McCLURE, 1993).

LeJAN (1996) afirmou que as secre¢cdes mamarias seriam o principal elo
entre a mae e o recém-nascido, e que, imediatamente ap0s 0 nascimento, as suas
funcdes ultrapassavam o aspecto nutricional, incluindo a protecao local do trato
gastrintestinal e uma variedade de componentes imunes, citocinas, substancias

imunomoduladoras, tais como os derivados da caseina, fatores de crescimento e
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horménios, que, quando absorvidos integralmente, exerceriam fung¢des de

fundamental importancia na preservacgéo da saude.

2.2 Secrecao colostral

Concentragdes elevadas de Ig no colostro da fémea, ingestdo adequada
de colostro pelo bezerro e absorcdo de Igs do intestino para a corrente circulatoria
Sdo 0s principais requisitos que devem ocorrer para que haja sucesso na
transferéncia de imunidade passiva. Qualquer problema em um desses processos
pode ocasionar a falha de transferéncia de imunidade passiva (FTIP) (BESSER,;
GAY, 1994).

Os anticorpos séo proteinas produzidas por estimulo antigénico e séo
amplamente encontrados no colostro bovino. Essas proteinas sdo de extrema
importancia para os recém-nascidos, pois servem de defesa contra patdégenos.
Dessa forma, os bezerros necessitam de anticorpos por meio da ingestdao de
colostro materno (GODDEN, 2008). Cerca de 86% do total de proteinas no colostro
de bufalas corresponde a IgG, valor semelhante ao encontrado em colostro bovino
(85-90%). Contudo, os valores de IgA e IgM s&do duas vezes maiores aos
encontrados em colostro de vacas (DANG et al., 2009)

A absorcao dessas imunoglobulinas é realizada pelos enterécitos do trato
digestivo, por meio de pinocitose. A difusdo do IgG através do endotélio vascular
ocorre por receptores especificos IgG1-F localizados na membrana basal das
células do epitélio secretorio. Esse processo resulta em concentracdo de IgGl
colostral de cinco a 10 vezes maior que a concentracdo seérica dessas
imunoglobulinas no sangue materno, havendo, portanto, diminuicdo da concentracao
sérica materna de 1IgG1 (BESSER; GAY, 1994). Devido a essa caracteristica de
passagem das Igs, qualquer dano nas células epiteliais das glandulas mamarias
e/ou alteracdo na funcao celular causada pela mastite, por exemplo, pode reduzir o
transporte de IgG1, e assim, diminuir sua concentracdo no colostro nas glandulas
infectadas. Colostro de glandulas clinicamente alteradas tem menor peso especifico
na concentracdo de Ig colostral (FLEENOR; STOTT, 1980) do que colostro de
glandulas sadias (SCHULZ et al, 1985). A maior taxa de absor¢do de
macromoléculas ocorre nas por¢gdes mais distais do intestino delgado (CORTESE,

2009). A absorcéo de imunoglobulinas pelos neonatos é mais intensa nas primeiras
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quatro horas pés-parto. Apés seis horas, somente 50% da capacidade de absorcao
€ observada; apos oito horas, a taxa de absorcéo decresce para 33%; e, as 24 horas
de vida, nenhuma taxa de absorcdo parece ocorrer (GODDEN, 2008; CORTESE,
2009).

White (1993) citou os fatores maternos (periodo seco curto, abortos e
prematuridade, nimero de pari¢cdes, raca, habilidade materna baixa, producdo e
conformacao do Ubere), ligados ao manejo (ordenha prévia, incontinéncia lactea do
colostro e a ocorréncia de superpopulacdo) e vinculados ao neonato (anoxia,
fraqueza e competicdo por tetas), como 0s principais responsaveis por transferéncia
de imunidade passiva inadequada.

N&o apenas anticorpos estdo presentes no colostro, mas outras células
do sistema imune, tais como macrofagos, neutréfilos, linfocitos B, citocinas, fatores
de crescimento e horménios, que se tornam totalmente ativos apds a absorcao.
Enzimas e minerais como calcio, fosforo e magnésio também estdo presentes
(FRANCIOSI et al., 2009). O sistema imune dos neonatos apresenta baixa resposta
imune do primeiro ao terceiro dia de nascimento (RAJARAMAN et al., 1997). A partir
do quinto dia a resposta imune volta ao normal (CORTESE, 2009). A funcéo dessas
células imunes ainda estd em estudo, mas sabe-se que tem a funcé@o de realcgar
mecanismos de defesa nos neonatos, aumentar a atividade linfocitaria, estimular
atividade fagocitica e bactericida no trato digestério e propiciar a transferéncia de
imunidade passiva (GODDEN, 2008; CORTESE, 2009)

2.3 Citocinas

As citocinas sdo proteinas que participam tanto da resposta imune inata
quanto da adaptativa. S&o produzidas frente a estimulos de microrganismos e outros
antigenos. Elas atuam estimulando diversos eventos sinérgicos que contribuem para
o funcionamento e desenvolvimento do sistema imune neonatal. As citocinas
mediadoras e reguladoras da imunidade inata sdo: Fator de Necrose Tumoral (TNF),
Interleucina-1 (IL-1), quimiocinas, Interleucina-12 (IL-12), Interferons tipo 1 (INFs),
Interleucina-10 (IL-10), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-15 (IL-15) e Interleucina-18
(IL-18) (TIZARD, 2008).

Ha dificuldades na quantificacdo e no estudo da acdo das citocinas na

glandula mamaria, pois esta é secretada em intervalo de tempo curto, sendo
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completamente consumida durante a sua atuagdo. A sua agao, preferencialmente
local, ocorre em virtude de sua meia-vida curta (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Diferentes tipos de citocinas podem estar presentes no colostro e no leite
bovino, porém, as mesmas sdo detectadas em diferentes fases da lactacdo ou
mesmo nas semanas que antecedem o parto, desaparecendo da secrecdo mamaria
imediatamente ap0s a ocorréncia do referido evento (BENESI, 2009). Segundo
diferentes autores as principais citocinas pro-inflamatérias presentes no colostro e
no leite bovino séo a IL-1p, IL-6, TNF-a. e IFN-y (GOTO et al., 1997; HISAEDA et al.,
2001; YAMANAKA et al.,, 2001; PAAPE et al., 2002; YAMANAKA et al., 2003a;
YAMANAKA et al., 2003b; HAGIWARA et al., 2000; RANGEN et al., 2009).

Madureira (2011) em estudo realizado com bovinos leiteiros da raga
Holandesa também observou a presenca de IL-1pB, IL-6, IFN-y e TNF-a no soro
sanguineo e colostro de primeira ordenha, e verificou maior quantidade de IFN-y no
colostro e TNF-a no soro, sendo essas citocinas presentes no colostro, absorvidas
pela mucosa intestinal dos neonatos bovinos.

A IL-1 é produzida principalmente por macrofagos ativados, mas também
€ produzida pelas células de Langerhans, células T, células B, células NK, pelo
endotélio vascular, pelos fibroblastos e queratindcitos, e agem nas células T, B, NK,
neutréfilos  eosinodfilos, células dentridicas fibroblastos, células endoteliais,
hepatocitos e mondcitos. A IL-1 € produzida como uma grande proteina que deve
ser clivada por uma enzima conversora para formar a molécula ativa (TIZARD,
2008).

A IL-6 é produzida, particularmente, pelos macréfagos e age nas células T
e B, nos hepatdécitos e nas células estromais da medula 6ssea. Promove a producéo
de IL-2 e a diferenciacao das células T e também esta envolvida na maturacéo final
das células B em plasmécitos. Age como um co-fator com a IL-1 na sintese de IgM e
é o principal estimulador da resposta de fase aguda (TIZARD, 2008). E um dos mais
precoces e importantes mediadores de inducdo e controle da sintese e liberacdo de
proteinas de fase aguda pelos hepatécitos durante estimulos dolorosos, como
trauma, infeccéo, cirurgias e queimadura (LIN et al., 2000). A IL-6 € uma citocina
pleiotropica que influencia a resposta imune antigeno-especifica e reagbes

inflamatorias, sendo um dos maiores mediadores da fase aguda. Tem ainda acao
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importante na atracdo de eosinoéfilos para o local de inflamacdo (HEINRICH et al.,
1990; VARELLA; FORTE, 2001).

O TNF-a é secretado pelos macréfagos, células T e B e fibroblastos
podendo atuar em quase todas as células nucleadas, agindo tanto na forma soltvel
ou ligada a membrana. O TNF-a € um mediador de muitas fun¢des imunes e
inflamatorias e regula o crescimento de varios tipos celulares, atua ativando
macrofagos, aumentando sua prépria sintese junto com IL-1 e IL-6 (TIZARD, 2008).
O TNF-a é uma citocina usualmente presente na resposta imunolégica mediada por
células, assim descrita com base em estudos realizados em camundongos (GENOV;
SOLE, 2007). Estudos realizados em humanos sobre a transferéncia de citocinas via
placentaria e os componentes do colostro/leite tém sugerido o papel das citocinas
maternas tais como IL-1, IL-6, TNF-a, na protegdo imunoldgica de neonatos e na
modulagdo do desenvolvimento do sistema imune neonatal, durante a colonizagéo
de bactérias comensais (BOCCI et al., 1993).

Como descrito anteriormente, os trabalhos referentes a mensuracédo e
identificagdo de citocinas no colostro e leite s&o realizados em bovinos de racas
leiteiras, ndo havendo na literatura internacional ou nacional, trabalhos referentes a

espécie bubalina.

2.4 Mastite em bufalas

Vacas leiteiras sdo mais susceptiveis a mastite durante os periodos mais
precoces e tardios do periodo seco (SMITH et al., 1985) devido a diminuicdo da
capacidade de defesa da glandula mamaria (OLIVER; SORDILLO, 1988). A taxa de
mastite nos primeiros 21 dias do periodo seco € cerca de seis vezes maior do que a
observada no periodo que antecede a lactacdo. Muitas infeccbes que ocorrem
durante o periodo seco cursam em mastite clinica na lactacdo subsequente.
Portanto, a fase inicial do periodo seco € o momento ideal para se estabelecer o
controle da mastite bovina (NEAVE et al.,1950).

Apesar da possibilidade de a concentragcdo de anticorpos nas secrecdes
mamarias ser considerada medida direta da maturidade ou status imune da bufala,
Araujo e Gheller (2005) sugeriram que a presenca destes anticorpos no leite serve
mais ao consumidor natural do leite (0o bezerro bubalino) do que propriamente a

bdfala. Dessa maneira, a defesa da glandula mamaria dos animais de producéo esta
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grandemente dependente dos mecanismos inespecificos, dentre 0s quais 0s
leucocitos representam a forma mais eficiente de combate a infecgéo.

A mastite € uma afeccdo da glandula mamaria que pode ter prevaléncia
de até 71% no rebanho bovino leiteiro brasileiro. Contudo, a maior porcentagem de
perdas pela mastite é devido a forma subclinica da doencga (70-80%), sendo mais
dificil de ser diagnosticada (COSTA, 1995).

Cunha et al. (2006) relatou a presenca de 5,47% de animais com mastite
clinica em um rebanho de 128 animais, e através do CMT foram detectados 41,41%
desses animais com mastite subclinica totalizando 20,12% de quartos mamarios
acometidos em diferentes graus.

O diagndstico da mastite é realizado por meio do exame fisico, avaliacdo
das caracteristicas do leite, contagem direta de células somaticas por fluxometria, ou
indiretamente pelo California Mastitis Test (CMT), contagem bacteriana total e
cultura de patégenos do leite (GROUNLUND et al., 2005).

2.5 Contagem total de células somaticas (CCS)

Cerén-Mufioz et al. (2002) encontraram média de 63.610 células/mL nas
2.693 amostras de leite bubalino que avaliaram, das quais e 37,65% apresentaram
CCS inferior a 17.000 células/mL. No trabalho de Oliveira (2003), a média das
contagens foi 170.260 células/mL em 548 analises, variando de 0 a 1.254.000
células/mL, com 93,43% das amostras com CCS abaixo de 250.000 células/mL e
2,18% acima de 500.000 células/mL. Nas mesmas condicBes, Kapronezai (2004)
obteve média de 23.000 células/mL no leite de 262 quartos mamarios.

Dhakal (2007), em estudo conduzido na india, relatou que bufalas sadias
apresentaram contagem meédia de células somaticas inferiores a 200 x 103
células/mL e que bufalas com mastite subclinica apresentaram contagens de células
somaticas superiores a 200.000 células/mL e cultura positiva de microorganismos,
sendo a maior prevaléncia de Staphylococcus aureus. Bastos e Birgel (2011)
relatam que em isolados de quartos mamarios sadios de 96 bufalas, cerca de 28,5%
deles apresentavam Corynebacterium spp, 24,7% Staphylococcus spp; 15,8%
Streptococcus spp e 11,4% Arcanobacterium pyogenes (Trueperella pyogenes),
sendo que os isolamentos bacterianos, na fase inicial de lactacdo, foram positivos

em 9,7% dos animais, enquanto que, na fase final de lactacdo, foram de 28,4%.
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Segundo os mesmos autores, 0S animais que apresentaram exame microbioldgico
negativo tinham, em média, CCS igual a 29.000 células/mL, enquanto que os
animais com exame microbiolégico positivo possuiam média significativamente
maior, de 105.000 células/mL.

Procurando identificar os tipos celulares presentes no leite bubalino e
estabelecer uma relacdo entre suas propor¢cdes e o estado de higidez da glandula
mamadria, Dhakal et al. (1992) observaram que no leite normal predominavam as
células epiteliais (48,42%), seguidas de linfocitos (29,28%), neutrofilos (20,98%) e
monocitos (1,62%). Por outro lado, Silva e Silva (1994) e Silva et al. (1996)
notificaram neutrofilos predominando com média de 56% da contagem total, sendo
os linfécitos o segundo tipo mais comum, com 28%. Em ambos os trabalhos
relataram que os macrofagos, as células epiteliais e os eosinofilos constituiram
médias respectivas de 8%, 5% e 1%, havendo 2% de células necrosadas. Della
Libera et al. (2004) acharam em amostras de leite normais 61,1% de
monaocitos/macrofagos, 32,9% de neutrdfilos, 5,3% de linfécitos e 0,7% de
eosinofilos e Kapronezai (2004) uma mediana de 600 células polimorfonucleares/mL
em comparacdo a 1.150 células mononucleares/mL em amostras de leite sem

isolamento de microrganismos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como proposta global investigar os efeitos da
mastite clinica e subclinica em bufalas mesticas da raca Murrah com relacdo a
qualidade de colostro produzido e a imunidade humoral de bezerros recém-

nascidos, adquirida passivamente.

3.2 Objetivos Especificos

1.Estabelecer os parédmetros de alteragdes fisicas das glandulas
mamarias, alteracbes macroscépicas das secrecbes lacteas, contagem total de
células somaticas (CCS) e California Mastitis Test (CMT) das bufalas sem e com
isolamento microbioldgico positivo ao longo das 48 horas pés-parto;

2.Determinar e avaliar as concentracdes de proteina total, 1gG, IgA e
proteinas de fase aguda (albumina, lactoferrina e B-lactoglobulina) no sobrenadante
da secrecdo colostral de bufalas sem e com isolamento microbioldgico positivo, ao
longo das 48 horas pés-parto;

3.Determinar e avaliar as concentracfes de proteina total, 1gG, IgA e
proteinas de fase aguda (albumina e transferrina) no soro sanguineo de bezerros
filhos de bufalas sem e com isolamento microbiol6gico positivo, ao longo das 48
horas pés-parto;

4.Determinar e avaliar as concentracdes de IL-6 e TNF-a presentes no
sobrenadante de colostro de fémeas bubalinas parturientes sem e com isolamento
microbiologico positivo e também no soro sanguineo dos bezerros bubalinos, ao
longo das 48 horas pos-parto;

5.Comparar 0s niveis de proteinas (proteina total, 1gG, IgA, proteinas de
fase aguda e citocinas) obtidas de secrecdes lacteas de bufalas, sem e com, aos

teores séricos de seus rebentos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

4.1.1 Selecao dos animais

Foram utilizadas 30 fémeas bubalinas mesticas da ragca Murrah sem e
com mastite, em fase puerperal, residentes em propriedade leiteira localizada na
regido da Cidade de Alambari, Estado de Sao Paulo. Concomitantemente, 30
bezerros, filhos das respectivas bufalas, foram avaliados ao longo das 48 horas de
vida. Os animais permaneceram com as suas maes ap0s 0 nascimento, ingerindo
colostro voluntariamente. O critério adotado para a separa¢do dos animais em dois
grupos distintos levou em consideracdo o resultado do isolamento microbiolégico
realizado por meio de amostras de colostro colhidas logo ap6s o nascimento, sendo
assim, as bufalas e seus bezerros foram alocados da seguinte forma, a saber:

Grupo I: Constituido por 12 bufalas primiparas e pluriparas saudaveis,
sem crescimento no cultivo bacterioldgico, e por 12 bezerros, filhos das respectivas
maes.

Grupo IlI: Composto por 18 bufalas primiparas e pluriparas, com mastite,
caracterizada por crescimento positivo no cultivo bacteriolégico, e por 18 bezerros,
filhos das respectivas maes.

O presente experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal de acordo com 0s principios éticos na experimentacdo
animal (COBEA), protocolo 2011-02494.

4.1.2 Manejo basico dos animais

Os animais eram criados a pasto e submetidos a ordenha mecanica
duas vezes ao dia. Logo apds o parto, o bezerro era deixado com sua mae por cinco
dias, sendo que, a partir do segundo dia, a bufala era submetida ao manejo de
ordenha, uma vez ao dia, para que toda a secrec¢do lactea fosse retirada e, ao final
do quinto dia, o bezerro era separado de sua mée. Durante a ordenha ndo eram
adotadas as praticas de manejo habituais as observadas na bovinocultura leiteira
para prevencdo de mastite, tais como pré e pos-dipping, uso da caneca de fundo
escuro, CMT e, quando da secagem dos animais visando o periodo seco, ndo eram

utilizados antimicrobianos por via intramamaria.
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4.2 Avaliacao das glandulas mamarias

As glandulas mamarias de cada bufala foram avaliadas seguindo-se as
recomendacdes de Maunsell et al. (1998). Cada glandula foi examinada segundo as
seguintes caracteristicas, a saber: cor, tamanho, temperatura e consisténcia. A cor
foi classificada como normal e avermelhada. O tamanho foi caracterizado como
normal, maior que o esperado, ou menor que o esperado. A temperatura foi indicada
como normal, quente e fria. A consisténcia foi caracterizada como normal

(relativamente pastosa), firme e dura, segundo Dirksen (1993)

4.3 Colheita das amostras de colostro

As colheitas foram realizadas apdés os procedimentos rotineiros de
preparo dos animais para a ordenha. Para tanto, a glandula mamaria e os tetos
foram higienizados, retirando-se as sujidades com papel toalha. Foram desprezados
0s primeiros trés jatos de colostro e leite para avaliagdo macroscopica.
Posteriormente, realizou-se novamente a assepsia da extremidade do teto,
particularmente do orificio do teto, utilizando-se algoddo embebido em alcool 70%,
de acordo com os padrbes recomendados em boletim da International Dairy

Federation (IDF, 1981) para obtencéo das amostras para as demais analises.

4.3.1 Preparacdo das amostras de colostro

Apés assepsia, uma amostra representativa de cada quarto (pool), foi
colhida em um tubo do tipo Falcon estéril, de 15 mL, inclinado em angulo de 90° em
relacdo ao teto, para evitar contaminagdo. O frasco permaneceu aberto por, no
maximo, cinco segundos, sendo posteriormente transportado ao laboratorio em
caixas de isopor com gelo.

Esse volume foi separado em dois tubos estéreis. Padronizou-se a
centrifugacéo de todos os momentos em microtubos, com capacidade de 1,5mL, em
centrifuga propria, a 6000 G durante 30 minutos, a 4°C obtendo, assim, uma solugéo
trifasica. A gordura foi retirada com uma bomba de vacuo e o sobrenadante foi
armazenado em criotubos e congelado a -80°C (MADUREIRA, 2011).
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A segunda aliquota, adicionou-se solucéo de reninal referente a 10% do
volume total presente no tubo, permanecendo em banho-maria a 37°C por 20
minutos até a retracdo do coagulo. Posteriormente, foram centrifugados a 4200 G
por 20 minutos a 15C°. Apos a centrifugacao, a gordura foi removida com auxilio de
uma bomba de vacuo e, a por¢cdo intermediaria da solucdo trifasica obtida, foi
armazenada em microtubos, com capacidade de 1,5mL e armazenados a -20°C, até

o momento das analises laboratoriais (ROCHA, 2010).

4.4 Colheita das amostras de sangue

As amostras de sangue foram obtidas dos bubalinos neonatos por meio
de puncdo da veia jugular, usando-se sistema a vacuo? em tubo siliconizado, sem
anticoagulante, e com o uso de agulha para multiplas colheitas (25mm X 8mm).
Duas aliqguotas de sangue foram colhidas, sendo a primeira destinada a
determinacdo das citocinas presentes no soro. A segunda aliquota, usando-se o
mesmo tipo de tubo, foi utilizada visando a quantificacdo das concentracfes de
Imunoglobulina G, proteina total e proteinas de fase aguda. A obtencdo das
amostras sanguineas foi efetuada ao nascimento, as 24 e as 48 horas de vida.

Logo apdés a formacdo do coagulo sanguineo essas amostras foram
centrifugadas e o0 soro sanguineo acondicionado em microtubos com capacidade de
2,0 mL e imediatamente congelados a -20 °C, na propriedade, e posteriormente

acondicionadas em freezer -80 °C até o momento do processamento.

4.5 AvaliacOes Laboratoriais
4.5.1 Avaliacdo macroscopica das secrecdes lacteas
As secrecdes colhidas de cada um dos quatro tetos foram avaliadas de
acordo com as recomendacdes de Maunsell et al. (1998), com relacdo a cor,
viscosidade, opacidade e consisténcia. Alguns jatos de colostro foram desprezados
em canecas de fundo escuro para avaliar a existéncia de alteracbes macroscopicas.
A cor foi classificada como amarela, branca, avermelhada e incolor. A
viscosidade foi considerada como viscosa (semelhante a consisténcia do mel),

ligeiramente viscosa (semelhante a consisténcia de leite) ou aquosa (semelhante a

! Coalho Estrella®, Chr. Hansen Brasil Ind. E Com. LTDA, Valinhos, S3o Paulo
2 Vacutainer, Bencton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA.



32

consisténcia da agua). A opacidade foi descrita como opaca ou transparente. A
consisténcia avaliada como normal, se ndo houver a presenca de grumos (flocos) ou
coagulos. A presenca de grumos foi registrada se pequenas particulas brancas ou

amarelas estiverem presentes (< 2 mm).

4.5.2 Realizagdo da CCS e do California Mastitis Test (CMT)

A andlise das células somaticas das amostras de leite foi realizada nas
bdfalas imediatamente apds o parto, utilizando-se um contador de células somaticas
portatil>. Uma amostra representativa de cada quarto mamario (pool) foi coletada em
um tubo Falcon estéril com 15 mL de capacidade.

O CMT foi realizado apds a colheita de leite dos quartos mamarios,
individualmente, em uma bandeja apropriada. Adicionou-se detergente anidnico
neutro?, que atua rompendo a membrana das células e liberando o material nucleico
(DNA), que apresenta alta viscosidade. De acordo com a intensidade da reagao
classificou-se em: negativa (0), levemente positivo (+), nitidamente positiva (++) e
fortemente positiva (+++) (GRUNERT, 1993). Dessa forma, quanto maior a
gelificacdo da amostra de leite, maior o escore atribuido a essa mistura (BIRGEL,
2004). Esse teste teve por finalidade identificar de maneira rapida e pratica os
animais acometidos por mastite subclinica (SCHALM et al.,1971). O teste foi
realizado logo ap6s o parto, as 24 e as 48 horas apos o evento, e 0s resultados

anotados em fichas individuais.

4.5.3 Analise microbioldgica das secrecdes lacteas

Para analise microbiolégica foram colhidas amostras assépticas das
secrecdes lacteas de cada quarto mamario logo apoés a paricdo de todas as fémeas
envolvidas. Essas serdo obtidas segundo as recomendacdes de Birgel Junior
(2008). Cerca de quinze (15) mL de colostro e leite foram colhidos e armazenados
em frascos estéreis. Essas amostras foram congeladas a -20°C imediatamente a
sua obtencdo. Apds o descongelamento, foram semeadas em meio de agar-sangue
de ovino desfibrinado e incubadas a 37°C, e as leituras realizadas nos periodos de
24, 48 e 72 horas apos a incubacdo. Os exames bacterioscopicos foram realizados

em laminas coradas pelo método de Gram, sendo que o isolamento dos

3 Delaval cell counter DCC, Delaval®, Estocolomo, Suécia
4 Reagente CMT, FATEC IndUstria de nutri¢do e satide animal LTDA, Aruj4, S3o Paulo
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microorganismos foi procedido de acordo com as técnicas descritas por Lennette
(2007). Quando houve o isolamento de mais de trés microorganismos diferentes,
considerou-se as amostras como contaminadas (NATIONAL MASTITIS COUNCIL,
1999).

As andlises microbiolégicas foram realizadas no laboratério de
microbiologia do Departamento de Apoio, Producdo e Saude Animal da Faculdade
de Medicina Veterinaria de Aracatuba/UNESP.

4.5.4 Determinagdo da concentragcdo de citocinas no soro sanguineo de
bezerros e nas secrec¢des lacteas

As citocinas IL-6 e TNF-a foram dosadas no soro sanguineo de bezerros
neonatos e no sobrenadante do “pool” de colostro e leite retirado dos quatro quartos
mamarios de cada fémea bubalina, sempre em duplicata. No sangue, apds a
retracdo do coagulo das amostras em tubo siliconizado sem anticoagulante, as
mesmas foram centrifugadas, em centrifuga comum, a 1.600 G por 20 minutos. Os
sobrenadantes do soro sanguineo foram aliquotados em pequenos volumes e
armazenados imediatamente a -20°C, sendo transferidos, em até duas semanas,
para freezer a -80°C, e descongeladas apenas no momento da quantificacdo das
citocinas. Da mesma forma, o sobrenadante do “pool” de colostro obtido apds
centrifugacéo especifica (14.000 G, em centrifuga refrigerada) foi armazenado de
forma similar as amostras séricas, até a determinacao dos teores de IL-6 e TNF-a.

As concentracdes de TNF-a e IL-6 foram mensuradas nas amostras pelo
método Cytometric Bead Array (CBA), que emprega uma mistura de seis esferas de
poliestireno de intensidades de fluorescéncia distintas, recobertas com anticorpos
especificos para o painel de citocinas humanas. Essa metodologia permite a
avaliacdo simultanea de diversas citocinas no mesmo ensaio, empregando volumes
pequenos de amostra.

Brevemente, aliquotas de 25 pL de soro sanguineo e soro do leite e
aliquotas de 25 pL dos padrdes de citocinas foram submetidas a diluicdo seriada
(5.000 pg/mL, 1:2 — 2.500 pg/mL, 1:4 — 1.250 pg/mL, 1:8 — 625 pg/mL, 1:16 — 312,5
pg/mL, 1:32 — 156 pg/mL, 1:64 — 80 pg/mL, 1:128 — 40 pg/mL e 1:256 — 20 pg/mL) e
25 uL de diluente apenas (controle negativo) foram transferidos para tubos de
poliestireno de 5 mL. Em seguida, em cada tubo foram adicionados 15 yL da mistura

de esferas de captura conjugadas com anticorpos monoclonais anti-TNF-a e IL-6,
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com subsequente incubacdo por 30 minutos, a temperatura ambiente, ao abrigo da
luz. Apés a incubacgao, as esferas de captura foram lavadas com 500 yL de tampao
de lavagem, centrifugadas a 600 G por sete minutos a 18°C e o sobrenadante foi
cuidadosamente aspirado e descartado. As esferas foram incubadas em 20 yL de
uma solugdo de anticorpos monoclonais anticitocinas humanas, conjugados com o
fluorocromo PE (FL-2) por 90 minutos, a temperatura ambiente, ao abrigo da luz.
ApoOs incubacgdo, as esferas de captura foram lavadas com 500 uL de tampéao de
lavagem, centrifugadas a 600 G por sete minutos a 18°C e o sobrenadante
cuidadosamente aspirado e descartado.

Apods centrifugacdo, as esferas foram ressuspendidas em 250 pL de
reagente F e imediatamente analisadas em citobmetro de fluxo®. A aquisicdo dos

dados (2500 eventos) foi realizada a 488 nm.

4.5.5 Analise da imunoglobulina G, imunoglobulina A e da proteina total e de
fase aguda no soro sanguineo de bezerros e nas secrecdes lacteas.

A determinacdo da imunoglobulina G e proteinas de fase aguda foi
realizada no soro sanguineo de bezerros neonatos e no sobrenadante do “pool” de
colostro e leite retirado dos quatro quartos mamarios de cada fémea bubalina. A
quantificacdo da imunoglobulina G e das proteinas de fase aguda no colostro e leite
seguira a técnica SDS-PAGE, proposta por Laemlli (1970). Apds o fracionamento, o
gel foi corado em solucdo de coomssie blue 0,25% durante 10 minutos e
posteriormente colocado em solucdo de &cido acético e alcool metilico para retirar o
excesso de corante, até que as fracbes protéicas se tornem nitidas. O gel foi
conservado em solucdo de acido acético a 7%. As fracbes foram mensuradas por
meio de um programa computadorizado®. Como referéncia foi usada solucédo
marcadora’ de diferentes pesos moleculares, além de proteinas purificadas tais
como a imunoglobulinas G e as proteinas de fase aguda, tais como a
ceruloplasmina, al-antitripsina, transferrina e a haptoglobina. A proteina total dos
soros sanguineo e lacteo foi determinada pelo método do Biureto (STRUFALDI,

1987), utilizando reagentes comerciais®. As leituras foram feitas em analisador

5 Accuri C6, BD, San Jose, Califérnia, EUA

6 lmage Quant TL GE healthcare, vers3o 7, Buckinghamshire-U.K
7 Sigma, St Louis, MO, USA

8 Labtest, Diagndstica, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil
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bioguimico com comprimento de onda adequada para o teste®. O principio do
método baseia-se na reacdo de peptideos e proteinas presentes no soro sanguineo
e lacteo com ions de cobre, presentes no reativo biureto, em meio alcalino,

formando-se complexo de coloracgéo violeta.

4.6 Andlise estatistica

Foi realizado analise estatistica descritiva empregando-se a distribuicdo
de frequéncia (%), do teste T para comparar dois grupos independentes ou teste de
Mann-Whitney, dependendo de as varidveis estudadas terem distribuicdo normal
(teste de Shapiro-Wilk) ou ndo, apOs avaliacdo quanto a normalidade (Teste
Kolmogorov-Smirnov) e homocedasticidade (Teste Bartlett). Utilizaram-se, no total,
60 animais (30 bufalas e 30 bezerros divididos nos dois grupos). As estatisticas
foram consideradas significativas quando P < 0,05. As analises estatisticas foram

efetuadas empregando-se o programa SAS (Statistical Analysis System).

% Celm,SB-190,Barueri, S3o Paulo, Brasil
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo fisica do Uubere, caracteristicas macroscopicas,
laboratoriais e microscopicas de secrecdes lacteas oriundas

de bufalas saudaveis e com mastite.

Com relacdo a avaliacdo fisica da glandula mamaria dos animais
pertencentes ao Gl, dois animais apresentaram alteragdo da consisténcia em quatro
quartos mamarios logo apds o parto, estando os mesmos firmes. As 24 horas pos-
parto, esses mesmos animais possuiam aumento da temperatura dos quartos
mamarios, porém a consisténcia do parénquima apresentava-se normal a palpacéao;
contudo, as 48 horas pés-parto o Ubere de todas as fémeas ndo possuia nenhuma
alteracao.

Das fémeas do Gl, duas delas apresentavam, no momento do parto,
alteracdo macroscopica do colostro, com presenca de grumos. Nos outros
momentos avaliados (as 24 e 48 horas pds-parto) 0s animais ndo possuiam
qualquer alteracdo macroscopica da secrecdo lactea, nem mesmo naquelas
portadoras de grumos nas secrecdes colostrais.

As alteracbes observadas no parénquima mamario dos animais
pertencentes ao Gl sdo decorrentes, provavelmente, do edema pos-parto, sendo
gue a presenca de grumos no colostro deveu-se a reacao inflamatéria decorrente do
processo inflamatério fisioldégico, com posterior resolucdo, apds as ordenhas das
glandulas mamarias nos dias subsequentes.

No GIlI, um animal apresentava alteragcdo da consisténcia (firme) e
tamanho (aumentado) de todo o parénquima mamario, logo apds o parto; outros dois
animais demonstravam alteracao de consisténcia (firme) e um apresentava elevacéo
da temperatura cutdnea. As alteracdes persistiram até a avaliacdo posterior (24
horas apos o parto), tendo sido verificado a presenca de um nédulo em parénquima
glandular em uma das bufalas. As 48 horas poés-parto apenas duas fémeas
denotavam alteracdo de consisténcia de parénquima (firme), sendo que os outros
animais nao apresentavam mais quaisquer alteracdes em glandulas mamarias.

A avaliagdo macroscoépica da secrecéo lactea das bufalas pertencentes
ao grupo Il, constatou-se que uma fémea apresentou colostro avermelhado nos

guartos mamarios posteriores, esquerdo e direito. Contudo, as 24 horas pos-parto, a



37

fémea que denotava alteracdo de coloragéo do colostro ja tinha secre¢do lactea com
coloragcdo normal e outros dois animais possuiam secrecdo lactea com presenca de
grumos, sendo um em quarto mamario anterior direito e o outro em quarto mamario
posterior direito, persistindo, tais alteracdes, até as 48 horas. Como esperado,
observou-se maior frequéncia de colostros positivos, quando avaliados pelo CMT,
proveniente de quartos mamarios das fémeas do Gll, quando comparados com as
amostras de colostro obtidas dos quartos mamarios dos animais do Gl, em todos os

momentos avaliados (Grafico 1).

Gréfico 1 - Representacdo dos escores do CMT dos quartos mamarios,
levemente positivo (+), nitidamente positiva (++) e fortemente positiva (+++), nas
amostras de colostro de bufalas sem isolamento microbiano (Gl) e com

isolamento microbiano (Gll), imediatamente ap6s o parto, as 24 e 48 horas apo6s
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Todos os quartos mamarios das fémeas dos dois grupos foram avaliados
por meio do California Mastitis Test (CMT). Dos animais do Gl, apenas quatro (8,3%)
guartos mamarios apresentaram resultado fracamente positivo (+), sendo que todos
0S outros mostravam-se negativos logo apos o parto e as 24 horas; as 48 horas pos-
parto, um quarto mamario (2,05%) foi classificado como fracamente positivo (+), e

trés (6,25%) nitidamente positivos (++) (Gréfico 1).
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Ja os animais do GIlI possuiam maior nimero de colostros positivos,
sendo que, logo apds o parto, 11 (22,9%) quartos mamarios apresentaram resultado
fracamente positivos (+), e cinco (10,4%) animais, nitidamente positivos (++); as 24
horas sete (14,6%) quartos mamarios foram fracamente positivos (+), cinco (10,4%)
nitidamente positivos (++), e um (2,1%) quarto mamario, fortemente positivo (+++);
por fim, 15 (31,3%) quartos foram fracamente positivos (+), seis (12,5%) nitidamente
positivos (++) e um (2,1%) quarto fortemente positivos (+++), as 48 horas (Grafico
1).

O CMT, que foi desenvolvido como teste secundario para se estimar o
teor de células no leite de vacas, tem sido utilizado também no leite de bufalas,
sendo assumido que a interpretacdo dos resultados deve ter a mesma interpretacéo
adotada para vacas (SINGH et al.,, 1982; DHAKAL, 1994; MORONI et al., 2006;
BORGHESE et al., 2007; CAVALLINA et al., 2008).

Segundo Lazzari (2014), os testes de CMT e CCS, rotineiramente
utilizados para avaliar a sanidade da glandula mamaria, apresentaram correlacao
entre si, com a cultura bacteriana positiva, nas duas espécies. Este resultado
confirma a viabilidade dos testes utilizados rotineiramente para vacas na deteccéo
da mastite em bufalas.

De acordo com Costa et al. (1995), o CMT é um método auxiliar de boa
correlagdo com o exame microbiolégico, porém o processo inflamatoério pode nao ser
de origem infecciosa. Por outro lado, segundo esses autores, animais portadores de
mastite infecciosa, dependendo do estagio, podem nao apresentar reacfes positivas
nos testes que detectam a presenca de processo inflamatério e que sédo positivos ao
exame microbioldgico, revelando importante fonte de infeccéo, principalmente em
relacdo a mastite contagiosa.

J& Kapronezai (2004) observou que a frequéncia de quartos negativos e
com isolamento microbiolégico foi maior do que a de quartos positivos e com
isolamento de microrganismos, indicando que ha elevada frequéncia de portadores
ou que o teste de CMT nao € um bom teste de triagem para mastite em bubalinos.

A contagem de células somaticas (CCS), sendo uma expressao direta da
severidade do processo inflamatorio, € um parametro usual para avaliacdo da saude
do Ubere com relacdo a qualidade do leite e monitoramento de programas de
controle de mastites (HARMON, 1994). Os valores médios das contagens de células

somaticas no leite normal de bufalas apresentam resultados variaveis, situando-se
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entre 50.000 e 375.000 células/mL, com média de 140.000 células/mL (SILVA;
SILVA, 1994). Prasad et al. (1996) observaram que amostras individuais de leite de
bdfalas, no inverno e verdo, tinham, respectivamente, cerca de 87% a 93% de CCS
de, no maximo 250.000 células/mL; de 4% a 5% da CCS entre 250.000 e 500.000
células/mL, e apenas 2% das amostras no inverno com contagem maior do que um
milh&o de células/mL.

Quando avaliou-se os quartos mamarios de acordo com a contagem de
células somaticas, observou-se que ndo houve diferenca significativa entre os
grupos logo apods o parto e as 48 horas pos-parto (Tabela 2).

Lopes (2011) relata contagem média de células somaticas, no momento
do parto, de 338.000 cel/mL com decréscimo acentuado até o terceiro dia pos-parto,
apresentando contagem média de 87.500 cel/mL. No presente estudo observou-se
padrdo contrario nas amostras provenientes de animais do grupo |, uma vez que a
contagem de células sométicas, as 48 horas, foi significativamente maior que os
valores obtidos nos momentos anteriores. O resultado observado pode ser explicado
pela auséncia de técnicas de manejo, durante a ordenha, visando evitar a
contaminacdo da glandula maméria dos animais, o que, provavelmente, levou a
contaminacdo do parénquima mamario por algum agente infeccioso, elevando,
assim, a CCS.

O numero de células somaticas dos animais do Gl foram superiores, em
todos os momentos, ao descrito por Bastos e Birgel (2011), que relataram contagem
média de células somaticas do leite de bufalas, sem isolamento microbiano, de
42.000 cel/mL, fato esse esperado, uma vez que o colostro apresenta células do
sistema imune, tais como macréfagos, neutrofilos e linfécitos B com a fungédo de
realcar mecanismos de defesa nos neonatos, aumentar a atividade linfocitaria,
estimular atividade fagocitica e bactericida no trato digestorio e propiciar a
transferéncia de imunidade passiva (GODDEN, 2008; CORTESE, 2009).

Medeiros et al. (2011) estudando o perfil de CCS em bufalas leiteiras no
Nordeste do Brasil, com resultados positivos ao teste de CMT e exames
microbioldgicos, concluiram que contagem acima de 280.000 cél/mL é indicativa de
infeccdo da glandula mamaria. Bansal et al. (2007) observaram CCS em torno de
593.000 cél/mL em bufalas com mastite.

O manejo da ordenha adotado na propriedade era falho, apesar da

existéncia de sistema automatizado. Nao era realizado o teste da caneca de fundo



40

escuro (ou telada) e nem tdo pouco se desprezava 0S primeiros jatos antes da
colocacdo dos copos das teteiras. Nao ocorria, também, a separacdo de vacas
sadias daquelas com processos infecciosos e/ou inflamatdrios da glandula mamaria.
Eram realizadas duas ordenhas diariamente. Somente ao final da ordenha o
equipamento era higienizado com detergente especifico, comprometendo, dessa
forma, a assepsia da ordenha, j& que ndo era feita a higienizacdo das teteiras da
ordenhadeira mecanica, de vaca para vaca.

Segundo Ablas et al. (2007), quando os bufalos tém a disposicédo areas
sombreadas e agua para imersdo, os animais preferiam a agua. Os bubalinos
tendem a chafurdar durante o dia e fazer uma cobertura de lama em seus corpos
antes do descanso noturno (PATHAK, 1992; GLASS, 2000), fato que podia ser
nitidamente observado, pelo habito que os animais demonstravam apéds as
ordenhas, quando eram liberados para os piguetes, que mesmo nao permitindo o
acesso dessas bufalas a fontes de &gua como acudes, por exemplo, estes
acabavam formando aberturas (covas) do solo com a agua dos bebedouros, ou
adentravam nos mesmos para aliviar os incbmodos causados pelo calor e insetos
(Figuras 1 e 2), o que ndo € recomendavel, visto que os esfincteres dos tetos
permanecem pérvios por até 40 minutos, possibilitando a entrada de patégenos
ambientais e secundarios, 0s quais, neste estudo, foram o0s agentes mais

frequentemente isolados nas amostras de colostro e leite.

Figura 1 - Fémeas bubalinas em lactacdo deitadas em pocas de lama procurando por
conforto térmico.
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Figura 2 — Bufalas buscando por conforto térmico dentro do cocho de 4gua.

Devido a grande variabilidade de microrganismo que podem causar
mastite, € essencial para o diagndstico seguro que todas as amostras submetidas ao
exame laboratorial sejam colhidas assepticamente e em frascos estéreis. Todos 0s
requisitos de higiene e conservacao para obtencdo e armazenamento das amostras
enviadas ao exame microbiolégico para impedir o crescimento de contaminantes
foram adotados no presente estudo. Houve o crescimento microbiano em somente
quartos mamarios dos animais do Gll. Como discutido anteriormente, esses animais
possuiam, logo apds a paricdo, maiores valores de células somaticas do que os
animais sadios, corroborando com a afirmacéo de que a presenca de patdégenos ha
glandula maméria promove aumento da CCS (FERDOWSKI NIA et al., 2010;
OSTRENSKY, 1999; SORDILLO; STREICHER, 2002)

O manejo correto na secagem dos animais é fundamental para o inicio da
lactacdo sem a ocorréncia de transtornos. Nessa fase, as defesas celulares da
glandula mamaéria estdo diminuidas, deixando-a a mercé de patégenos ambientais.
Além da diminuicdo da atividade fagocitica de inUmeros componentes celulares, a
producdo do colostro aumenta a pressao intramamaria, dilatando o esfincter e canal
dos tetos. Ha, consequentemente, gotejamento da secrecdo colostral e a remocao
da camada de queratina, deixando-os pérvios para a entrada de agentes
patogénicos (SORDILLO; STREICHER, 2002).
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As bactérias com maior frequéncia de isolamento (Tabela 1) assemelham-
se as descritas por Bastos e Birgel (2011) que verificaram 28,5%, 24,7% e 15,8% e
Costa et al. (1997), que constataram 59,25%, 17,59% e 12,96% para
Corynebacterium spp, Staphylococcus spp e Streptococcus spp, respectivamente.
Garcia (2014) descreveu que o0s géneros de bactérias envolvidos com maior
prevaléncia com a mastite subclinica foram Staphylococcus spp. (32%) e Bacillus
spp. (14%).

Medeiros et al. (2013) observaram incidéncia de 17,4% de mastite
subclinica em bufalas, sendo que os agentes mais prevalentes o Staphylococcus
spp (23,8%), seguido por Corynebacterium spp. (11,7%). No estado de Sdo Paulo,
em estudo realizado com fémeas pluriparas e primiparas, observou-se incidéncia de
24,4% de mastite, sendo os Staphylococcus spp. (11,8%), Corynebacterium spp.

(7,3%) e Streptococcus ssp (3,1%), respectivamente, 0s agentes mais isolados.

Tabela 1 - Identificagdo microbioldgica, frequéncia (%) e niumero absoluto de quartos
mamarios de bufalas com isolamento microbiolégico em secre¢bes colostrais
colhidas imediatamente apds o parto (Gll).

Microorganismos Frequéncia (nUmero absoluto)
Corynebacterium spp. 28,6 (10)
Streptococcus spp. 34,2% (12)
Staphylococcus spp. 28,6% (10)
Bacillus spp. 5,7% (2)
Bacillus cereus 2,9% (1)
Total de isolamentos 35

Analisando o colostro de vacas da espécie bovina, Santos (2013) relatou
gue o Streptococcus spp foi 0 agente mais frequentemente isolado de quartos
mamarios de animais com mastite subclinica. Patbgenos secundarios, em especial,
Corynebacterium spp. e Staphylococcus coagulase-negativa, tém se tornado os
mais predominantes agentes causadores de mastite no Brasil e em diversos paises.

Quando se avaliou os quartos mamarios de acordo com a contagem de
células somaticas (BANSAL et al., 2010) constatou-se que n&o houve diferenca

significativa entre os grupos logo apds e as 48 horas pos-parto (Tabela 2).
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Tabela 2 - Valores medianos da contagem de células somaticas (CCS/mL) em
amostras de colostro e leite de bufalas sem (Gl) e com isolamento microbiano

positivo (Gll), imediatamente apds o parto (Oh), as 24 e as 48 horas, apés o referido

evento.
Grupos CCS/mL (mediana)
0 hora 24 horas 48 horas
Gl 71.000aA 58.000aA 289.500b
Gl 400.000B 406.000B 356.000

Valores seguidas de letras minUsculas diferem entre si pelo teste de Dunn e por letras mailsculas

diferem entre si pelo teste de Mann-Whitney. p<0,05.

Kapronezai (2004) relatou valores de mediana para CCS de 8.500/mL,
10.350/mL, e 9.600/mL, quando do isolamento de Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. e Corynebacterium spp., respectivamente.

Lopes (2011) relata contagem média de células somaticas, no momento
do parto, de 338.000 cel/mL com decréscimo acentuado até o terceiro dia pos-parto,
apresentando contagem media de 87.500 cel/mL. No presente estudo observou-se
padrdo contrario nas amostras provenientes de animais do GIl, uma vez que a
contagem de células somaticas, as 48 horas, foi significativamente maior que 0s
valores obtidos nos momentos anteriores.

Pizauro et al. (2014), em estudo realizado no estado de Séo Paulo,
observaram que bufalas com mastite subclinica apresentavam CCS média de 190 x
103 cél/mL durante o periodo chuvoso. Segundo Lazzari et al. (2014), as bufalas
denotavam elevacao da CCS decorrente de mastite assim como em bovinos, porém
de forma mais discreta, indicando que as bufalas, possivelmente, desenvolvem
processo inflamatério menos severo em relagdo as fémeas da espécie bovina.

Os valores do presente estudo ndo apresentaram diferenca significativa
entre os momentos no GlI; contudo, foram significativamente maiores apds a paricao
e as 24 horas do que os obtidos nos animais do Gl, decorrente, provavelmente, da
presenca de microrganismos, o que desencadeou resposta de mecanismos de
defesa no parénquima mamario, fazendo com que o nimero de células somaticas se

mantivesse elevado.
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5.2 Concentracdo de proteina total em secrecdes lacteas de bufalas

e séricos de bezerros bubalinos.
Os valores médios de proteina total obtidos de amostras de secrecdes

lacteas de bufalas, com e sem isolamento microbiano, estdo representados na
Tabela 3.

Tabela 3 - Valores médios (x) e desvios-padréo (S) de proteina total (PT) em amostras
de colostro e leite das bufalas sem (Gl) e com isolamento microbiologico (Gll),
imediatamente ap6s o parto (Oh), as 24 e as 48 horas, ap6s o referido evento.

Grupos PT (g/dL)
0 hora 24 horas 48 horas
Gl 7,9 £ 4,00a 4,2 +1,37a 2,4 £ 0,96bA
Gli 8,3+ 2,60a 5,4 +1,8% 3,0+ 0,64cB

Valores seguidos de letras minusculas diferem entre si, na linha, pelo teste de Tukey e por letras

mailsculas diferem entre si, na coluna, pelo teste t-Student. p<0,05.

Verificaram-se maiores concentracdes de proteina total do soro lacteo de
biafalas acometidas por mastite subclinica, quando comparadas as de animais
saudaveis no dia do parto. Sant'ana (2004) e Santos (2013) observaram valores
superiores em animais com mastite clinica quando comparados com animais sadios.
Com o decorrer do tempo houve queda significativa na concentracdo de PT, tanto
dos animais do Gl como dos GlI, fato esperado pela alta concentracdo de proteinas
presentes no colostro, representada, principalmente, pelas imunoglobulinas.

Tal diferenca pode ser explicada pelo aumento da PT no soro lacteo
devido a intensa transudacdo de moléculas oriundas do plasma para o interior da
glandula mamaria inflamada, decorrente do aumento da permeabilidade vascular
local (KITCHEN, 1981).

Os valores médios de PT obtidos de amostras séricas dos bezerros
provenientes do Gl e Gll estdo representados na Tabela 4.

Um dos objetivos desse experimento foi verificar se a ingestao de colostro
com isolamento microbiano causaria ou ndo falha de transferéncia de imunidade
passiva (FTIP) em recém-nascidos. Segundo Barrington e Parish (2001), a
avaliagcdo da transferéncia de imunidade inata deve ser realizada, preferencialmente,

entre 24 e 48 horas de vida, periodo em que ocorre maior concentracdo das
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imunoglobulinas maternas no soro sanguineo do neonato. A determinacdo da
ocorréncia ou ndo de FTIP neste periodo é importante do ponto de vista clinico, ja
que viabilizaria a imediata intervencao veterinaria, minimizando os possiveis riscos
de infeccbes. A ndo ingestdo de colostro em bezerros recém-nascidos € a principal
causa de FTIP. A FTIP pode atingir até 40% dos bezerros (BARRAGRY, 1997). A PT
pode ser usada como ferramenta a fim de se avaliar a eficiéncia da transferéncia de

imunidade passiva.

Tabela 4 - Valores médios (x) e desvios-padrao (S) de proteina total (PT) em amostras
de soro sanguineo de bezerros filhos de buafalas sem (Gl) e com isolamento
microbiolégico (Gll), imediatamente ap6s o parto (Oh), as 24 e as 48 horas, apés o

referido evento.

Grupos PT (g/dL)
0 hora 24 horas 48 horas
Gl 3,7+ 0,59 6,5+ 1,49 6,3 +1,58b
Gli 3,6 £0,72a 53+ 1,06b 55+ 1,05b

Valores seguidos de letras minusculas diferem entre si, na linha, pelo teste de Tukey. p<0,05.

Os resultados obtidos sédo concordantes aos de Singh e Ahuja (1993) que
observaram valores de 3,46 g/dL em bezerros bubalinos antes da ingestdo do
colostro, e com Fagliari et al. (1998), que descreveram teor sérico de proteina total,
em bezerros bubalinos, de 6,33 g/dL ap6s a absorcao das proteinas colostrais e de
Clemente (2012) que relatou valores de 8,0 g/dL para bezerros sadios ao longo do
primeiro més de vida. Denotou-se diferenca significativa nos valores de proteina total
ao nascimento com os demais momentos. Contudo, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos nos respectivos momentos, indicando, do ponto de vista
meramente estatistico, que ndo houve prejuizo na transferéncia de imunidade aos
animais alimentados com colostro com isolamento microbioldgico positivo. Todavia,
0s teores seéricos de proteina total foram maiores nos bezerros oriundos de vacas
sem isolamento microbiano as 24 e as 48 horas de vida. As concentragbes médias
de PT dos recém-nascidos oriundos de vacas com isolamento demonstraram falha
parcial de transferéncia de imunidade passiva, ao contrario daqueles originados de
vacas com glandulas mamarias sadias que apresentaram niveis satisfatorios para a

referida variavel (Tabela 3).
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Vale ressaltar que os bezerros bubalinos do GIlI se alimentavam das
secrecdes colostrais de todos os quartos mamarios, ou seja, com colostro com
isolamento e sem isolamento, visto que nenhuma das fémeas do grupo Il

apresentava contaminacgao bacteriana em todos os quartos mamarios.

5.3 Concentracdo de imunoglobulina G em secrecdes lacteas de

bufalas e séricos de bezerros bubalinos.

Os valores médios de IgG obtidos de amostras de secrecdes lacteas de
bafalas, com e sem isolamento microbiano, estdo representados na Tabela 5.

A IgG é a mais representativa dos anticorpos presentes no colostro
bovino, representando cerca de 85-90% do total de imunoglobulinas. Esse is6topo
atravessa a barreira existente entre a glandula mamaria e a corrente sanguinea,
onde se origina, para incorporar-se ao colostro (LARSON et al., 1980). Essa
imunoglobulina tem papel principal na transferéncia de imunidade passiva devido a
sua acao de identificar e destruir os patdgenos aos quais 0 neonato € exposto nos
primeiros momentos de vida (TIZARD, 2008).

Os valores encontrados no presente experimento foram superiores aos
descritos por Pizauro et al. (2014) que relataram concentra¢cdes médias de IgG no
soro lacteo de bufalas sadias no inicio da lactacdo entre 17,0 — 25,4 mg/dL, haja
vista que a IgG apresenta maior concentracdo no colostro por sua importancia na
transferéncia de imunidade passiva.

Sordillo et al. (1997) relataram maior producdo dessas proteinas durante
a mastite. Esses mesmos autores afirmaram que as elevadas concentracbes
dependiam da quantidade de células produtoras dessas moléculas na glandula
mamaria e do grau de permeabilidade da barreira do parénquima glandular.
Sant’ana (2004) observou valores de imunoglobulinas superiores em animais com
mastite clinica quando comparado a animais sadios. O mesmo pode ser observado
nos animais do Gll, onde os valores de IgG foram maiores quando comparados aos
animais do GI, discordando de Maunsell et al. (1998) que ndo denotaram diferencas
significativas entre os valores de animais com e sem infeccdo persistente na
glandula mamaria.

Constatou-se, também, declinio significativo ao longo do tempo nas

concentragdes dos animais de ambos os grupos, fato que demonstra a importancia
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da IgG no processo de transferéncia de imunidade passiva, quando se verificam
elevados valores na fase colostral (ROCHA, 2010), os quais diminuem rapidamente,
atingindo valores minimos no leite (GEORGIEV, 2008). As secrecfes colostrais
aferidas no presente trabalho demonstraram ser menores do que as observadas
para fémeas da espécie bovina. Apesar disso, ndo foram constatadas ocorréncias
de doencas nos bezerros bubalinos ao longo do experimento, talvez em decorréncia

da maior rusticidade e resisténcia dos mesmos aos patdégenos ambientais.

Tabela 5 - Valores médios (x) e desvios-padrao (S) de imunoglobulina G (IgG) das
amostras de colostro e leite das bufalas sem (Gl) e com isolamento microbiolégico
(Gl), imediatamente apés o parto (Oh), as 24 e as 48 horas, ap6s o referido evento.

Grupos IgG (mg/dL)
0 hora 24 horas 48 horas
Gl 3310,8 + 1557,3a 1652,3 £ 979,4bA 1062,4 + 567,9¢c
Gli 4527,1 +1517,7a 2910,6 + 1056,7aB 1329,9 + 544,9b

Valores seguidos de letras minusculas diferem entre si, na linha, pelo teste de Tukey e por letras

mailsculas diferem entre si, na coluna, pelo teste t-Student. p<0,05.

Os valores médios de IgG obtidos de amostras séricas dos bezerros

estédo representados na Tabela 6.

Tabela 6 - Valores médios (x) e desvios-padrédo (S) de imunoglobulina G (IgG) em
amostras de soro sanguineo de bezerros filhos de bufalas sem (Gl) e com isolamento
microbiolégico (Gll), imediatamente apds o parto (Oh), as 24 e as 48 horas, ap6s o
referido evento.

Grupos IgG (mg/dL)
0 hora 24 horas 48 horas
Gl 864,6 £ 101,3a 2374,5 £ 939,4b 2353,5 £ 1135,3b
Gli 842,5 + 263,7a 1802,7 + 556,3b 1710,9 £ 639,3b

Valores seguidos de letras minusculas diferem entre si, na linha, pelo teste de Tukey. p<0,05.

Os bezerros sdo agamaglobulinémicos ao nascimento e dependem das
imunoglobulinas presentes no colostro (GODDEN, 2008). Portanto, este € de grande
importancia a transferéncia da imunidade passiva (CORTESE, 2009). Somente
poucas horas ap0s a ingestdo do colostro é que suas concentracbes elevam-se

(ECKERSALL, 2008). A ingestdo do colostro ndo implica em transferéncia de
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anticorpos adequada, pois aspectos como a qualidade colostral e tempo entre o
nascimento e a ingestdo do colostro sao fatores relevantes a serem considerados
(BESSER; GAY, 1994).

As 24 horas denotou-se aumento nos niveis séricos dessa
imunoglobulina, indicando que a ingestdo do colostro foi fundamental para a sua
aquisicdo. Nao foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos quanto as
concentracfes de IgG. Todavia, verificou-se que os bezerros oriundos de vacas
sadias possuiam, as 24 e as 48 horas de vida, maiores teores de IgG, sugerindo que
0 processo inflamatoério na glandula mamaéaria, algumas vezes, resultaria em maior
concentracdo de proteinas no colostro e menor taxa de transferéncia de IgG para o
recém-nascido. Os valores encontrados no presente estudo, as 24 e 48 horas de
vida, sdo semelhantes aos descritos por Clemente (2012), 1869+816 mg/dL para
bezerros bubalinos no primeiro més de vida.

Jonhson et al. (2007) constataram valores de 1gG de 1810+120 mg/dL, as
24 horas de vida, em bezerros da raca holandesa que ingeriram colostro com cultivo
microbiano, semelhante aos observados no presente estudo. Acredita-se que 0s
microrganismos se liguem aos receptores de anticorpos presentes nos enterécitos,
reduzindo, assim, o niumero de estruturas responsaveis pela captacdo e absorcéo
das imunoglobulinas (JOHNSON et al., 2007).

5.4 Concentracdo de imunoglobulina A em secrecdes lacteas de
bufalas e séricos de bezerros bubalinos.

Os valores médios de IgA obtidos de amostras de secre¢fes lacteas de
bdfalas, com e sem isolamento microbiano, estdo representados na Tabela 7.

Os valores obtidos para IgA ndo apresentaram diferenca significativa
entre 0s grupos, contudo notou-se que a concentracdo média decresce
significativamente ao longo do tempo em ambos 0s grupos, corroborando as
descri¢cOes de Santos (2013) que apontou decréscimo das concentracdes da referida
imunoglobulina quando da avaliagdo de secrec¢des lacteas de fémeas bovinas sadias
e com mastite.

A IgA é produzida pelos plasmécitos da glandula mamaria e transmitida,
pelo colostro, para o neonato. E a principal imunoglobulina no colostro das diferentes

espécies de mamiferos, exceto nos ruminantes, onde representa, aproximadamente,
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5% das imunoglobulinas (LARSON et al., 1980). Kehoe et al. (2007) observaram
valores de 166mg/dL nos teores de IgA no colostro de vacas holandesas por meio
da técnica de imunodifusédo radial. Pizauro et al (2014), por sua vez, publicaram
valores médios de 0,57 mg/dL em bufalas em diferentes fases da lactacdo, valores

esses, bem abaixo dos observados no presente estudo.

Tabela 7 - Valores médios (x) e desvios-padrdo (S) de imunoglobulina A (IgA) das
amostras de colostro e leite das bufalas sem (Gl) e com isolamento microbiolégico
(Gll), imediatamente ap06s o parto (Oh), as 24 e as 48 horas, apds o referido evento.

Grupos IgA (mg/dL)
0 hora 24 horas 48 horas
Gl 851,4 + 475,6a 364,1 £ 208,2b 230,2 £ 78,0b
Gl 590,7 + 224,0a 364,3 +99,4b 226,8 + 92,8c

Valores seguidos de letras minusculas diferem entre si, na linha, pelo teste de Tukey. p<0,05.

Os valores médios de imunoglobulina A (IgA) obtidos de amostras séricas

dos bezerros estao representados na Tabela 8.

Tabela 8 - Valores médios (x) e desvios-padrao (S) de imunoglobulina A (IgA) em
amostras de soro sanguineo de bezerros filhos de bufalas sem (Gl) e com isolamento
microbiolégico (Gll), imediatamente apdés o parto (Oh), as 24 e as 48 horas, ap6s o
referido evento.

Grupos IgA (mg/dL)
0 hora 24 horas 48 horas
Gl 370 £ 150a 580 + 260ab 630 + 190b
Gli 360 + 170a 650 £ 190b 640 £ 210b

Valores seguidos de letras minusculas diferem entre si, na linha, pelo teste de Tukey. p<0,05.

As concentracdes séricas da imunoglobulina A (IgA) foram superiores as
24 horas, permanecendo constantes até as 48 horas, no Gll, enquanto que no Gl
apresentaram-se significativamente maiores as 48 horas de vida. Nao foi observada
diferenca significativa entre os grupos ao longo do periodo experimental para os
niveis circulantes dessa imunoglobulina. Johnson et al. (2007) constataram padrao
sérico similar em bezerros alimentados com colostro contaminado e estéril, as 24
horas de vida. A IgA representa cerca de 5% do total de anticorpos presentes no

colostro (TIZARD, 2008). Por representar uma pequena parcela, as alteracdes em
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sua concentracdo mostram-se pouco significante do ponto de vista clinico
(JOHNSON et al., 2007).

Fagliari et al. (2006) utilizando a técnica de SDS-PAGE, observaram
valores séricos de bezerros saudaveis da raca holandesa entre 262,60 e 409,86
mg/dL, as 48 horas de vida. Os resultados apresentados nessa pesquisa, portanto,
encontram-se inseridos nesse intervalo de variagao.

Clemente (2012), também utilizando a técnica de SDS-PAGE, relatou
valores entre 304 a 412 mg/dL em bezerros bubalinos sadios nos primeiros 30 dias
de idade, estando ligeiramente menores aos encontrados no presente estudo apos a
ingestao do colostro (24 e 48 horas de vida)

5.5 Concentracao de lactoferrina em secrecdes lacteas das bufalas

e séricos dos bezerros bubalinos.

Os valores médios de lactoferrina (LF) obtidos de amostras de secrecdes
lacteas de bufalas, com e sem isolamento microbiano, estdo representados na
Tabela 9.

Tabela 9 - Valores médios (x) e desvios-padrao (S) de lactoferrina das amostras de
colostro e leite das bufalas sem (GI) e com isolamento microbiolégico (GllI),

imediatamente ap06s o parto (Oh), as 24 e as 48 horas, ap6s o referido evento.

Grupos Lactoferrina (mg/dL)
0 hora 24 horas 48 horas
Gl 545,1 + 351,6A 274,1 + 134,8A 147,00+ 85,4
Gli 166,2 + 106,9B 85,1+ 62,1B 126,8 + 100,3

Valores seguidos de letras mailsculas diferem entre si, na coluna, pelo teste t-Student. p<0,05.

Os valores médios encontrados diferem entre os grupos as 0 e as 24
horas, sendo mais elevados nos animais do Gl. Santos (2013) descreveu valores
significativamente maiores de lactoferrina em vacas holandesas portadoras de
mastite clinica e subclinica quando comparadas as vacas sadias, padréo oposto ao
descrito no presente experimento. Quando se comparou os valores de LF com os
descritos por Santos (2013) obtidos no colostro de fémeas bovinas sadias sem com

mastite, observa-se que as fémeas bubalinas apresentaram concentragdo menor de
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LF, contrariando a afirmacédo de Bhatia e Valsa (1994b), que descreveram que 0
leite bubalino possui quantidade de lactoferrina superior ao do leite bovino.

A LF é uma glicoproteina produzida pelos neutréfilos (ARNOLD et al.,
1980) e exerce importante papel na protecdo da glandula mamaria, uma vez que
estq proteina sequestra o ferro tornando-o indisponivel para microorganismo e
dificultando o crescimento destes (NEWMAN et al. 2009).

De acordo com Bhatia e Valsa, (1994a) a concentracdo de LF colostral
pode atingir niveis duas vezes maiores do que os encontrados no inicio do periodo
lactante, tendo, tanto em vacas como em bufalas, padrdo semelhante ao observado
nos animais do GI, onde verificou-se decréscimo constante durante o periodo
avaliado. E possivel que essa variacdo esteja correlacionada a necessidade de

maior protecdo antibacteriana nesse periodo.

5.6 Concentracdo de albumina em secrecOes lacteas de vacas

bubalinas

Os valores médios de albumina obtidos de amostras de secrecfes lacteas

de bufalas, com e sem isolamento microbiano, estdo representados na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores médios (x) e desvios-padréao (S) de albumina das amostras de
colostro e leite das bufalas sem (GlI) e com isolamento microbiolégico (Gll),

imediatamente apds o parto (Oh), as 24 e as 48 horas, ap6s o referido evento.

Grupos Albumina (mg/dL)
0 hora 24 horas 48 horas
Gl 392,1 + 300,9 366,4 + 129,7 166,3+ 72,3
Gli 497,0 £ 211,1a 314,0 +£102,3b 173,1 + 110,0c

Valores seguidos de letras minusculas diferem entre si, na linha, pelo teste de Tukey. p<0,05.

Constatou-se diferenca significativa dos resultados somente entre o0s
momentos dos animais do Gll, com decréscimo dos valores com o decorrer do
tempo. No presente estudo os animais do GIll apresentaram teores ligeiramente
superiores, indicando possivel processo inflamatorio decorrente da estimulacéo
bacteriana constatada por meio do cultivo microbiol6gico. Santos (2013) observou
valores nitidamente maiores na secrecao colostral de vacas com mastite clinica, com

declinio ao longo do periodo avaliado.
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Segundo Bounous (2000), o aumento dessa fracdo proteica esta
intimamente ligado a presenca do processo inflamatorio na glandula mamaria, ja que
essa molécula participa da defesa do Ubere, apresentando funcédo antioxidante, por
agir nos radicais livres oriundos do processo inflamatério. Sua concentracdo
aumenta em algumas situagdes em que a glandula mamaria é exposta, como, por
exemplo, durante a mastite subclinica e clinica, onde ocorre o processo inflamatorio
com elevacdo da concentracdo de albumina, em decorréncia do aumento de
permeabilidade vascular e, consequente, extravasamento para o tecido (RIOLLET et
al., 2000; SANT’ANA et al., 2006).

Os valores médios de albumina obtidos de amostras séricas dos bezerros

estdo representados na Tabela 11.

Tabela 11 - Valores médios (x) e desvios-padrao (S) de albumina em amostras de soro
sanguineo de bezerros filhos de bufalas sem (Gl) e com isolamento microbiolégico

(Gl), imediatamente ap6s o parto (Oh), as 24 e as 48 horas, ap6s o referido evento.

Grupos Albumina (mg/dL)
0 hora 24 horas 48 horas
Gl 1606,5 + 430,7 2043,5+738,0 2037,7 £ 653,6
Gl 1204,6 + 414,1 1431,7 + 459,6 1573,7 + 420,7

Valores seguidos de letras minUsculas diferem entre si, na linha, pelo teste de Tukey. p<0,05.

N&o foi denotada diferenca significativa entre os grupos quanto aos teores
de albumina sérica. Observou-se que os animais do Gll apresentaram valores mais
constantes de albumina nos diferentes momentos, enquanto que os animais do Gl
possuiam leve aumento do valor médio as 24 horas de vida, mantendo-se até as 48
horas. Gonzéalez et al. (2008) descreveram reducéo dos teores séricos de albumina
em cabras submetidas a inflamacdo experimental dois dias apds a inducdo do
estimulo, e o retorno a sua concentracao normal no terceiro dia, contrariando com 0s
resultados descritos nesse trabalho, uma vez que os animais alimentados com
colostro/leite de vacas com mastite apresentavam valores médios menores de
albumina, porém sem diferenca estatistica. Tendo em vista que as proteinas de fase
aguda apresentam respostas diferentes entre as espécies animais, € provavel que a
cinética da referida proteina seja diferente em pequenos ruminantes quando
comparado com os bubalinos (TIZARD, 2008).
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Clemente (2012) relatou valores superiores aos encontrados no presente
experimento, entre 3926 e 4000 mg/dL em bezerros bubalinos sadios, né&o
demonstrando alteracdo significativa nos grupos experimentais infectados por S.
typhimurium.

Santos (2013) relatou que o valores de albumina mantiveram-se
constantes no grupo de vacas com mastite clinica. O mesmo padréo de resposta foi
observado no presente experimento.

A albumina é uma proteina de fase aguda negativa, com peso molecular
de aproximadamente 66,4kDa. Sua concentracdo sérica diminui em resposta aos
processos inflamatdrios crénicos. Sua concentracao é cerca de 35 a 50% do total de
proteinas séricas. Devido a sua abundancia no soro, é responsavel, também, pela
pressdo osmaotica (ECKERSALL, 2008).

5.7 Concentracdo de B-lactoglobulina em secrecdes lacteas de
vacas bubalinas.

Os valores médios de B-lactoglobulina obtidos de amostras de secrecdes
lacteas de bufalas, com e sem isolamento microbiano, estdo representados na
Tabela 12.

Tabela 12 - Valores médios (x) e desvios-padréo (S) de B-lactoglobulina das amostras
de colostro e leite das bufalas sem (Gl) e com isolamento microbiolégico (Gll),

imediatamente ap6s o parto (Oh), as 24 e as 48 horas, ap6s o referido evento.

Grupos B-lactoglobulina (mg/dL)
0 hora 24 horas 48 horas
Gl 1441,0 + 1245,6ab 884,2 + 332,0a 536,5 + 304,7b
Gll 1123,3 + 463,5a 849,9 + 348,1ab 512,7 +129,5b

Valores seguidos de letras minusculas diferem entre si, na linha, pelo teste de Tukey. p<0,05.

Constataram-se maiores valores de p-lactoglobulina nas secrecdes
obtidas logo apés a paricdo, com progressiva reducdo ao longo do periodo de 48
horas, em vacas de ambos os grupos. Tal fato foi observado por Pizauro et al.
(2014) que descreveram diminuicéo da referida proteina com o avancar da lactacao.
Santos (2013) observou, também, que nao houve diferenca entre a

concentracdo de B-lactoglobulina quando se comparou vacas com e sem mastite,
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sendo que os valores encontrados no colostro eram significativamente maiores do
que os observados no leite, corroborando com o observado no presente
experimento.

Segundo Sawyer (2003), a B-lactoglobulina pode desempenhar um papel
importante no metabolismo de fosfato na glandula mamaria, no transporte de

vitamina A e de outras moléculas no trato gastrointestinal de neonatos.

5.8 Concentracéo sérica de transferrina em bezerros bubalinos

Os valores médios de transferrina obtidos de amostras séricas dos

bezerros estado representados na Tabela 13.

Tabela 13 - Valores médios (x) e desvios-padréo (S) transferrina em amostras de soro
sanguineo de bezerros filhos de bufalas sem (Gl) e com isolamento microbiolégico

(Gl), imediatamente ap6s o parto (Oh), as 24 e as 48 horas, ap6s o referido evento.

Grupos Transferrina (mg/dL)
0 hora 24 horas 48 horas
Gl 37,97 + 14,15 62,13 + 23,73 56,64 + 19,33
Gli 43,89 + 10,39 50,81 + 12,45 52,28 + 8,58

Valores seguidos de letras minUsculas diferem entre si, na linha, pelo teste de Tukey. p<0,05.

N&o se constatou diferenca significativa entre os grupos e entre o0s
momentos estudados. Santos (2013) observou que bezerros bovinos alimentados
com colostro de glandulas com mastite apresentavam concentracdes constantes de
transferrina, porém significativamente menores, as 24 horas, do que o0s animais
alimentados com colostro de vacas sadias. Ja& Rocha (2010) ndo observou
diferengas significativas no teor dessa proteina entre bezerros oriundos de novilhas
e vacas pluriparas da raca Canchim, e nem em diferentes momentos durante as
primeiras 48 horas de vida desses animais. Da mesma forma, Knowles et al. (2000)
avaliando 14 bezerros sadios de diferentes racas de corte, verificaram diminuicao
gradual, em torno de 25% a 15%, dos niveis séricos de transferrina, do nascimento
aos trés dias de vida, contrariando a cinética dessa proteina observada no presente
experimento.

Clemente (2012) registrou valores entre 448 e 594 mg/dL em bezerros

bubalinos sadios, sendo muito superiores aos encontrados no presente experimento.
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O mesmo autor também relatou declinio da concentracdo sérica de trasnferrina em
bezerros infectados por S. typhimurium.

A transferrina € uma proteina de fase aguda negativa, produzida pelos
hepatocitos, e que apresenta concentracdo diminuida apos infeccdo. Sua baixa
secrecdo pelas células hepaticas acarreta na reducdo dos niveis séricos de ferro,
essencial para a replicacdo bacteriana (GRUYS et al.,, 2005). Infec¢des cronicas,
neoplasias, anemias e inflamacdes podem causar reducdo em seus niveis
(FUHRMAN et al., 2004). Além de estar presente no soro sanguineo, essa proteina
também aparece no colostro das espécies ruminantes e realiza a mesma funcéo que
a descrita para o sangue (SANCHEZ et al., 1992).

5.9 Concentracao de IL-6 e TNF-a das secrecdes lacteas de bufalas

e sericos dos bezerros bubalinos.
Os valores medianos observados nas secrecdes lacteas de bufalas, com
e sem isolamento microbiano para IL-6 e TNF-a, estdo representados nas Tabelas

14 e 15, respectivamente.

Tabela 14 - Valores medianos das concentragdes de IL-6 (pg/mL) em amostras de
colostro e leite de bufalas sem (Gl) e com isolamento microbiolégico (Gll),
imediatamente ap6s o parto (Oh), as 24 e as 48 horas, ap6s o referido evento.

Grupos IL-6 (pg/mL)
OH 24H 48H
Md Min-Max Md Min-Max Md Min-Max
Gl 14,97a  13,32-29,4 21,97abA 13,68-81,74 32,15b  14,66-80,04
Gll 15,42a 13,42-15,99 15,61aB 12,96-18,92 27,03b  13,84-55,46

Valores seguidos de letras minusculas diferem entre si, na linha, pelo teste de Dunn e por letras

mailsculas diferem entre si, na coluna, pelo teste de Mann-Whitney. p<0,05.

No presente estudo, observou-se, em ambos 0s grupos, que os valores
de IL-6 as 48 horas eram significativamente maiores do que aqueles obtidos logo
apos o parto, sendo significativamente maior no G1, as 24 horas pés-parto, entre os
grupos.

Ja os valores observados de TNF-a ndo apresentaram diferenca

significativa quando comparado entre os grupos, porém os animais do Gl eram
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possuidores de valores significativamente maiores as 24 e 48 horas pd4s-parto,
quando comparados aos observados logo apds a paricdo. Os animais do GlI
possuiam valores significativamente maiores, as 48 horas poés-parto, aos

observados logo apds o nascimento (0 h) e as 24 horas pds-parto.

Tabela 15 - Valores medianos das concentracbes de TNF-a (pg/mL) em amostras de
colostro e leite de bufalas sem (Gl) e com isolamento microbiolégico (Gll),

imediatamente apds o parto (Oh), as 24 e as 48 horas, ap6s o referido evento.

Grupos TNF-a (pg/mL)
OH 24H 48H
Md Min-Max Md Min-Max Md Min-Max
Gl 16,13a 12,68-41,32 28,06b 14,32-136,12 47,49b 15,42-131,90
Gll 16,64a 13,8-27,76 16,36a 13,68-29,94 42,37b 15,30-133,68

Valores seguidos de letras mindsculas diferem entre si, na linha, pelo teste de Dunn e por letras

mailsculas diferem entre si, na coluna, pelo teste de Mann-Whitney. p<0,05.

Os valores de IL-6 e TNF-a obtidos no presente estudo no grupo das
bdfalas com crescimento negativo de microrganismos foram maiores do que o0s
descritos por Santos (2013) para vacas pluriparas sadias, logo ap6s o parto (1,4
pg/mL; 2,5 pg/mL) como as 24 (1,99 pg/mL; 2,5 pg/mL) e 48 horas (5,05 pg/mL; 7,04
pg/mL) subsequentes. Porém, o autor supracitado descreve valores maiores de IL-6
e TNF-a, no grupo de vacas com mastite clinica, aos encontrados no grupo de
bafalas com isolamento bacteriano positivo, as 24 e 48 horas pés-parto.

Madureira (2011), por outro lado, descreveu valores séricos medianos
para colostro de vacas sadias de 31,3 e 39,2 pg/mL e médios de 33,4 e 80,0 pg/mL,
para IL-6 e TNF-a, respectivamente.

Segundo Vels et al. (2009), a presenca de processo inflamatério na
glandula maméria estimula a producdo das citocinas pro-inflamatérias, tais como
TNF-a e IL-6; contudo, Hagiwara et al. (2000) constataram a presenca de TNF-a e
IL-6 em células isoladas do colostro de bovinos, independente da presenca de
agente patogénico.

De acordo com Wenz et al. (2010), vacas naturalmente infectadas por
bactérias Gram-positivas apresentavam baixos valores de TNF-a, sendo que as

mesmas foram detectaveis em apenas 29% dos animais.



57

Segundo Bannerman (2009), o aumento na concentracdo de TNF-a em
animais acometidos por mastite por S. uberis, foi evidente por volta de 66 horas
apos o estimulo inflamatoério. De acordo com o autor, a concentragdo maxima obtida
para a referida citocina estava muito aguém daquela obtida em casos de mastite
causada por bactérias gram-negativas.

Bannerman et al. (2009) encontraram diferentes padrées de producdo de
citocinas entre infecgdes com E. coli e S. aureus em bovinos. No caso de infec¢ao
com a primeira, ha producéo de IL-8 e TNF-a, 0 que ndo ocorre na infecgdo com o
altimo agente. Isso explica, em parte, a maior capacidade do S. aureus no
desenvolvimento de mastites cronicas, quando comparado com coliformes.

A expressdo da IL-6 é marcante tanto em infeccdes mamaéarias por
agentes Gram-positivos e Gram-negativos, principalmente E.coli, S. aureus e em
algumas espécies de Streptococcus (BANNERMAN, 2009).

Os valores medianos observados para IL-6 e TNF-a em amostras sanguineas
de recém-nascidos, filhos de bufalas com e sem isolamento microbiano em

secrecdes lacteas, estao representados nas Tabelas 16 e 17, respectivamente.

Tabela 16 - Valores medianos das concentragdes de IL-6 (pg/mL) em amostras de soro
sanguineo de bezerros filhos de bufalas sem (Gl) e com isolamento microbioldgico
(Gl), imediatamente ap6s o parto (Oh), as 24 e as 48 horas, ap6s o referido evento.

Grupos IL-6 (pg/mL)
OH 24H 48H
Md Min-Max Md Min-Max Md Min-Max
Gl 7,07 5,70-10,26 6,80A 2,70-7,29 7,23 6,57-7,53
Gl 6,89 6,19-8,80 7,15B 6,29-8,19 7,09 6,26-12,10

Valores seguidos de letras minusculas diferem entre si, na linha, pelo teste de Dunn e por letras

mailsculas diferem entre si, na coluna, pelo teste de Mann-Whitney. p<0,05.

No presente estudo observou-se que o0s bezerros bubalinos
apresentavam concentragdes séricas de IL-6 e TNF-o mesmo antes de mamarem o
colostro, contrariando o descrito por Santos (2013) e Yamanaka et al. (2003) que
nao detectaram teores de citocinas em amostras sanguineas de bezerros antes que

ocorresse a ingestao de colostro.
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Tabela 17 - Valores medianos das concentragdes de TNF-a (pg/mL) em amostras de
soro sanguineo de bezerros filhos de bufalas sem (GI) e com isolamento
microbiolégico (Gll), imediatamente apés o parto (Oh), as 24 e as 48 horas, apés o

referido evento.

Grupos TNF-a (pg/mL)
OH 24H 48H
Md Min-Max Md Min-Max Md Min-Max
Gl 6,90 0-12,77 5,95A 0-9,37 7,29 0-8,64
e]] 7,32 5,85-10,47 7,29B 6,00-9,89 7,65 0-14,85

Valores seguidos de letras minusculas diferem entre si, na linha, pelo teste de Dunn e por letras

mailsculas diferem entre si, na coluna, pelo teste de Mann-Whitney. p<0,05.

Os valores observados de IL-6 e TNF-a, as 24 horas de vida dos bezerros
do Gll foram significativamente maiores do que os valores observados nos bezerros
do GI.

Na literatura parece ndo existir consenso entre a gravidade da lesao
inflamatdria e as concentragbes séricas de IL-6. Animais que morreram devido a
mastite clinica severa apresentaram teores séricos maiores do que animais que
sobreviveram (HAGIWARA et al.,, 2001). Contudo, outros autores reportaram
tendéncia inversa nas concentragdes séricas (NAKAJIMA et al.,, 1997) ou nédo
observaram diferencas nas concentracbes sanguineas de IL-6 de animais com
mastite branda e/ou severa (OHTSUKA et al., 2001).

Quando comparados os resultados do presente experimento com 0s
descritos pela literatura pode-se notar que bezerros bubalinos apresentaram maiores
valores, tanto ao nascimento como as 24 horas de vida, do que os descritos para a
espécie bovina. Madureira (2011) observou teores medianos de 1,08 pg/mL para a
IL-6, 24 horas ap0s a ingestdo de colostro. Esse mesmo autor descreveu valores de
2,30pg/mL para TNF-a no referido periodo. Santos (2013) mencionou resultados
medianos de IL-6 de 1,40 pg/mL para bezerros oriundos de vacas primiparas e
pluriparas, as 24 horas de vida, e de 2,50 pg/mL para TNF-a em bezerros oriundos

de vacas primiparas e pluriparas, no periodo supracitado.
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6 Conclusodes

Diante das condicbes experimentais estabelecidas, conclui-se, que:

A contagem de células somaticas e o California Mastitis Test mostram-se
como importantes indicadores da ocorréncia de mastite subclinica, porém baixos
valores de CCS e/ou resultados negativos do CMT nao implicam, necessariamente,
na auséncia de infeccdo intramamaria;

A presenca de agentes microbianos provocou discretas alteracdes fisicas
no parénquima mamario e nas caracteristicas macroscoépicas das secrecdes lacteas
das bufalas;

Os agentes microbianos isolados nas amostras de colostro foram
Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Corynebacterium spp., Bacillus spp e
Bacillus cereus, sendo o0 Streptococcus spp. 0 mais comumente isolado;

A ingestdo de colostro de vacas bubalinas com mastite subclinica ndo
influencia a transferéncia de imunidade passiva para os bezerros;

As concentracdes de IL-6, TNF-a, PT, IgG e IgA ndo diferem em bufalas
com e sem isolamento microbiano em suas secrec¢des lacteas;

Bezerros que ingeriram colostros positivos ao cultivo possuem maiores

teores de IL-6, TNF-a e menores concentragdes de PT e IgG.
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