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Figura 29. Variacao da concentragdo de albumina sérica (mg/dL) no soro
lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés
lactagbes (G2) e com mais de trés lactacdes (G3) durante a fase

inicial, intermediaria e final da lactagd0........ccceeverveenncciiirreeeniinnns 55



Figura 30. Variacdo da concentracédo de IgG (mg/dL) no soro lacteo de
bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés lactacdes (G2) e
com mais de trés lactacbes (G3) durante a fase inicial,
intermediaria e final da lactagao.......ccceeeriivniciiiiniie s 56

Figura 31. Variagcdo da concentragdo de B-lactoglobulina (mg/dL) no soro
lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés
lactagbes (G2) e com mais de trés lactagbes (G3) durante a fase
inicial, intermediaria e final da lactag80....cccccvvvvviveerreereeeeeennnnnnnnnns 57

Figura 32. Variagdo da concentracdo de a-lactoalbumina (mg/dL) no soro
lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés
lactacdes (G2) e com mais de trés lactacdes (G3) durante a fase

inicial, intermediaria e final da lactag80....ccccvvvvvvvrrrerrrreeeeeeennnnnnnns 59
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LEITE DE BUFALAS
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RESUMO - O presente estudo objetivou realizar o exame microbioldgico, a
contagem de células somaticas (CCS) e o perfil bioquimico do soro lacteo de
amostras de leite de 30 bufalas da ragca Murrah, primiparas (G1), com duas a trés
lactacbes (G2) e com mais de trés lactagbes (G3) que foram acompanhadas
mensalmente durante uma lactacdo completa (270 dias). Antes da colheita das
amostras de leite foi realizado o exame fisico da glandula mamaria, teste da caneca
de fundo escuro e California Mastitis Test (CMT). Apbs a assepsia dos tetos, foram
colhidas, amostras de 20 mL de leite de cada quarto mamario, em frascos
esterilizados e sem conservante, para o isolamento microbiolégico, perfil bioquimico
e o fracionamento proteico em SDS-PAGE, e amostras de 30 mL de leite de cada
quarto mamario em frascos plasticos esterilizados contendo conservante bronopol
para realizagdo da contagem de células somaticas (CCS), em contador automatico.
Adicionalmente, foi avaliado o perfil da sensibilidade antimicrobiana dos micro-
organismos isolados e a influéncia da pluviosidade sobre a ocorréncia de mastite
nos animais avaliados. Durante a lactacao foi observado aumento da CCS, aumento
das atividades das enzimas gamaglutamiltransferase (GGT) e fosfatase alcalina
(ALP), aumento das concentracbes de proteina total, albumina, fésforo (P),
magnésio (Mg), cloretos (Cl), sddio (Na), imunoglobulina A (lgA), lactoferrina,
albumina sérica, imunoglobulina G (IgG), a-lactoalbumina e redugdo das
concentragdes de calcio total (Ca), ferro (Fe), célcio ionizado (Cai), potassio (K) e B-
lactoglobulina. As fémeas primiparas (G1) apresentaram maior atividade das
enzimas GGT e ALP e maiores concentragdes de P, K e a-lactoalbumina. As fémeas
com duas a trés lactagbes (G2) apresentaram maiores concentracdes de proteina
total, albumina, Mg, Cl, Fe, Na e lactoferrina. As fémeas com mais de trés lactagbes
(G3) apresentaram maior CCS e maiores concentragdes de Ca, Cai, IgA, albumina
sérica, IgG e p-lactoglobulina. Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e
Corynebacterium sp. foram os micro-organismos mais isolados nas amostras de leite
das bufalas. Nao foi verificada influéncia da pluviosidade na frequéncia de
isolamento de micro-organismos no leite das bufalas ao longo da lactagdo. Os
antibioticos gentamicina, ceftiofur e cefoperazona apresentaram a maior eficiéncia in
vitro e neomicina e sulfametoxazol/trimetoprim apresentaram a menor eficiéncia in
vitro. Foi observado multirresisténcia a trés ou mais farmacos em 30,1% dos micro-
organismos isolados.

Palavras-chave: Bubalus bubalis, California Mastitis Test, fases da lactacgéo,

microbiologia, soro lacteo
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BIOCHEMICAL PROFILE, MICROBIOLOGICAL CONDITION AND CELLULARITY
OF BUFFALOES MILK

ABSTRACT - The aims of the study were to perform the microbiological
examination, somatic cell count (SCC), the biochemical profile, and protein
fractionation of milk samples from 30 primiparous Murrah buffaloes (G1), with two or
three lactations (G2) and over three lactations (G3). The animals were accompanied
monthly during a complete lactation (270 days). Physical examination of the
mammary gland, stip cup test, and California Mastitis Test (CMT) were performed for
the diagnosis of clinical and subclinical mastitis before sampling. After quarters
asepsis, 50 mL of milk samples were collected, each month, from each quarter in
sterilized bottles without preservative for the microbiological isolation, biochemical
profile, and protein fractionation in sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE), and 30 mL of milk samples from each quarter in
plastic bottles sterilized containing bronopol for performing the somatic cell count
(SCC) in electronic counter. In addition, were evaluated the antimicrobial sensitivity
profile of the microorganisms isolated from milk samples, and the influence of dry or
rainy weather on the incidence of mastitis in the animals. During lactation were
observed increase in SCC, gammaglutamyltranferase (GGT) and alkaline
phosphatase (ALP) activities, increase in total protein, albumin, phosphorus (P),
magnesium (Mg), chlorides (Cl), sodium (Na), immunoglobulin A (IgA), lactoferrin,
serum albumin, immunoglobulin (G), a-lactalbumin concentrations and decrease in
total calcium (Ca), iron (Fe), ionized calcium (Cai), potassium (K) and B-lactoglobulin
concentrations. The females of G1 showed higher GGT and ALP activity and higher
concentration of P, K and a-lactalbumin. The females of G2 showed higher total
protein, albumin,Mg, Cl, Fe, Na and lactoferrin concentrations The females of G3
showed higher SCC, and higher Ca, Cai, IgA, serum albumin, IgG and j-
lactoglobulin  concentrations.  Staphylococcus sp. Streptococcus spp. and
Corynebacterium sp. were the most frequently isolated microorganisms in milk
samples and was not observed influences of the weather in the frequency of isolation
of micro-organisms. The antibiotics gentamicin, cefoperazone and ceftiofur
demonstrated highest efficiency "in vitro", and noemycin,
sulfamethoxazole/trimethoprim demonstrated lowest efficiency in vitro. Multi-
resistance to trhee or more drugs were observed in 30,1% of isolated micro-
organism.

Keywords: Bubalus bubalis, California Mastitis Test, stage of lactation, microbiology,

whey



1. INTRODUGAO

A produgdo brasileira de leite de bufala e de seus derivados vem
crescendo anualmente, particularmente nos Estados da regido Sudeste, devido
as caracteristicas fisico-quimicas peculiares do leite bubalino (MADELLA-
OLIVEIRA et al., 2005).

Os bubalinos, assim como os bovinos, podem apresentar mastite,
enfermidade definida como uma reacéo inflamatoria da glandula mamaria,
causada pela presenca de patégenos, traumatismos ou pela acdo de
substancias tdxicas, resultando em diminuicdo da producéo leiteira, alteracdes
na concentragdo dos principais componentes do leite e na elevagdo da
contagem de células somaticas (CCS), que variam de acordo com a
intensidade e duracao do processo inflamatério (HAMZA; CHOUDHURI, 1994).

As proteinas de fase aguda podem ser utilizadas como método adicional
para avaliar o estado de saude do ubere. Esta técnica se mostrou eficiente na
deteccdo de pequenas quantidades protéicas em fluidos organicos, que em
decorréncia de processos inflamatoérios podem ocasionar a destrui¢cao do tecido
da glandula mamaria e aumento da permeabilidade vascular (SANT'ANA,
2004; CECILIANI et al., 2012).

Além disso, outros fatores como a raga, idade, fase da lactacdo, estagao
do ano e nutricdo também podem interferir na composi¢cao do leite bubalino
(RENEAU, 1986; HARMON, 1994).

Assim, o presente estudo foi realizado visando avaliar o perfil
bioquimico, inclusive proteinograma, com énfase em proteinas de fase aguda e
imunoglobulinas, a condi¢do microbiolégica e a contagem de células somaticas
no leite de bufalas Murrah primiparas e pluriparas ao longo de uma lactacao

completa.



2. REVISAO DE LITERATURA

A espécie bubalina apresenta todas as caracteristicas necessarias para
uma producgdo de leite comercial e economicamente viavel (CUNHA et al.,
2006). A bufala leiteira produz leite de caracteristicas peculiares, com teores de
sélidos que superam consideravelmente os do leite da fémea bovina. Para
industria de lacteos seu aproveitamento é superior, chegando
comparativamente a sobrepujar o rendimento do leite bovino em mais de 40%
(TEIXEIRA et al., 2005; ANDRADE et al., 2011).

Segundo dados do IBGE (2012), o numero de bubalinos, em 2011, foi de
1,3 milhdo de cabegas, um aumento de 7,8% em relagdo ao ano de 2010. A
criagdo de bufalos concentra-se nas regides Norte e Sudeste do pais, sendo os
maiores efetivos registrados no Estado do Para (38,0%), Amapa (18,4%) e
Maranhao (6,5%). O Estado de Sao Paulo responde pelo sexto maior rebanho
do pais, com 75,7 mil cabecgas (5,9%).

Estima-se que a média de producdo anual brasileira seja de 92,3
milhdes de litros de leite de bufala, com produgdo de 18,5 mil toneladas de
derivados a partir de 45 milhdes de litros de leite (BERNARDES, 2007).

Os bubalinos, assim como os bovinos, podem apresentar mastite. Esta
doenga é definida como uma reacdo inflamatéria da glandula mamaria,
podendo ser classificada em infecciosa, traumatica ou toxica (IDF, 1987),
manifestando-se nas formas clinica e inaparente ou subclinica (BRAMLEY et
al., 1996). A mastite bubalina também representa um problema sério para a
producgéo leiteira, ocasionando prejuizos significativos devido a reducédo na
producdo de leite, depreciacdo dos constituintes do leite, custos com o
descarte do leite, gastos com tratamentos e honorarios veterinarios, perda de
tetos, descarte precoce de fémeas, muitas vezes de alto valor zootécnico, e
morte ocasional de animais (HAMZA; CHOUDHURI, 1994).

A mastite clinica é caracterizada por alteragdes visiveis na glandula
mamaria, e presenga de grumos, sangue e/ou pus na secrecao lactea
(FONSECA; SANTOS, 2000). Entretanto, a ocorréncia de mastite clinica, em

rebanhos bubalinos é baixa. Num estudo com 262 amostras de leite oriundas



de fémeas bubalinas primiparas e pluriparas pertencentes a rebanhos do
Estado de S&o Paulo, Kapronezai, Melville e Benites (2005) obtiveram 99,6%
de resultados negativos ao teste da caneca de fundo escuro. Em outro estudo,
Pardo (2007), analisando 735 quartos mamarios de fémeas bubalinas da raga
Murrah e Jafarabadi, encontrou apenas um caso de mastite clinica (0,14%).

Segundo Lau (1994) as bufalas sdo menos susceptiveis a mastite que
as vacas por apresentarem o Ductus papilaris mais musculosos, com maior
quantidade de fibras e vasos sanguineos, funcionando como uma barreira
eficiente contras as infecgbes. Bathia e Valsa (1994) afirmam ainda que outro
fator importante para a menor susceptibilidade das bufalas a mastite é a
presenca de grandes quantidades de lactoferrina no leite, uma substancia
antibacteriana que compete com as bactérias pelo ferro, tornando-o
indisponivel e impedindo o crescimento bacteriano.

A mastite inaparente ou subclinica ndo induz alteragdes visiveis no
Ubere ou nas caracteristicas do leite (BRAMLEY et al., 1996). No entanto,
causa alteragbes na concentracdo dos principais componentes do leite,
decorrentes de lesdes no tecido mamario. As infecgcbes mamarias resultam em
diminuicdo dos teores de lactose, proteina e gordura, além de aumento da
permeabilidade vascular, permitindo a passagem de substancias do sangue
para o leite, tais como sbdio, cloro, imunoglobulinas e outras proteinas séricas
(STEFFERT, 1993).

A mastite subclinica tem grande impacto na produtividade dos rebanhos
leiteiros, pois sua prevaléncia € maior do que a da forma clinica (PHILPOT;
NICKERSON, 1991) assim medidas para o seu controle tem recebido grande
atencdo. Além disso, a presengca de micro-organismos no leite e
consequentemente em seus derivados pode ocasionar a transmissdo de
doengas (BADINI, 1995; COSTA et al, 1995). Os dois métodos
internacionalmente aceitos para o diagnodstico da mastite subclinica sdo o
California Mastits Test (CMT) e a contagem de células somaticas (CCS)
(CARDOZO, 1996).

Nas ultimas décadas, os micro-organismos comumente envolvidos na
génese da mastite em animais de producéo foram agrupados em contagiosos

(Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Corynebacterium bovis) e



ambientais  (Streptococcus spp., enterobactérias, fungos, algas e
actinomicetos) (RADOSTITS et al., 2007). Os micro-organismos contagiosos,
também considerados dependentes da vaca, sao transmitidos no momento da
ordenha, pelo equipamento de ordenha, pela m&o do ordenhador e pela
microbiota bucal dos bezerros e, geralmente, estdo relacionados a mastite
subclinica. Por outro lado, os micro-organismos ambientais sdo transmitidos
principalmente no periodo entre as ordenhas e estdo associados a
contaminacgao da glandula mamaria a partir do solo, agua e cama dos animais,
causando principalmente mastite clinica (RIBEIRO, 2008).

A semelhanca das vacas, as bactérias mais frequentemente isoladas em
casos de mastite em bufalas também s&o representadas pelos géneros
Staphylococcus e Streptococcus (PRASAD; RATHMAN; SHAH, 1996). Ali et al.
(2008) observaram que estes dois géneros representaram 73,6% dos
isolamentos obtidos de rebanhos bubalinos no Paquistao.

No entanto, o habito da espécie bubalina de adentrar terrenos
alagadicos pode favorecer a infecgdo mamaria por micro-organismos
ambientais, particularmente fungos, enterobactérias e algas (RIBEIRO, 2008;
OSMAN et al., 2009).

O CMT, idealizado por Schalm e Noorlander (1957), um dos testes mais
comumente utilizado no diagndstico da mastite subclinica, é considerado
indicador indireto da contagem de células somaticas no leite. O teste consiste
na colheita de leite em raquete prépria, contendo receptaculos circulares
individuais para cada quarto mamario, ao qual se adiciona um detergente
anidénico neutro, que atua rompendo a membrana das células e liberando o
material nucléico (DNA) que, em contato com o DNA celular, confere
viscosidade a mistura. De acordo com a viscosidade da solugado a intensidade
da reacao é classificada em negativa (-), leve (+), moderada (++) e intensa (++
+) (FONSECA; SANTOS, 2000).

O termo células somaticas do leite é utilizado para designar todas as
células presentes na secrecéo lactea. Sao representadas principalmente pelos
leucécitos (particularmente neutréfilos) e células epiteliais provenientes da

descamacao dos acinos galactéforos do ubere, cisterna mamaria e cisterna do



teto, as quais séo eliminadas fisiologicamente no leite durante o curso normal
da lactagao (GALIERO; MORENA, 2000).

A inflamagdo da glandula mamaria resultante da introducédo e
multiplicagdo de micro-organismos patogénicos induz uma série complexa de
eventos que reduz a atividade de sintese da glandula, provoca mudancgas na
composicao do leite e eleva a contagem de células somaticas (CCS). A CCS
pode ser considerada uma expressao direta da severidade da inflamagé&o. Este
parametro é utilizado atualmente para avaliar a saude do ubere, quanto a
qualidade e higiene do leite, e 0 monitoramento em programas de controle de
mastite, bem como para o pagamento por qualidade do produto (BRASIL,
2002). Assim, o principal fator que influencia o aumento das células somaticas
no leite é o estado infeccioso (HARMON, 1994). No entanto, outras variaveis
como estado e duracgéo da lactagao, idade do animal, nutricdo, raca e estagcdes
do ano podem influenciar a CCS (RENEAU, 1986; HARMON, 1994).

No inicio da lactacao, observa-se um acréscimo no valor da CCS devido
a presencga de imunoglobulinas e, consequentemente, de células de defesa
(VOLTOLINI et al.,, 2001). No final da lactagdo também se verifica um
acréscimo na CCS, devido a uma maior descamacao natural do epitélio da
glandula mamaria (HARMON; RENEAU, 1993; MONARDES, 1994).

No Brasil, ainda n&o existe uma legislacdo que regulamente o padrdo de
CCS para bufalas e o uso de parametros utilizados para bovinos de CCS tem-
se mostrado inadequado, pois os valores das contagens sao significantemente
menores em bubalinos do que nos bovinos (AMARAL, 2005; ARAUJO;
GHELLER, 2005). Carvalho et al. (2007) e Medeiros et al. (2011) observaram
que valores baixos de CCS nao indicam necessariamente a auséncia de
infecgdo intramamaria. Estes mesmos autores também verificaram altos
valores de CCS em amostras de leite com isolamento microbioldgico negativo.

Zafalon et al. (2010) investigaram a influéncia das estagcbes do ano
(periodo “seco” e “chuvoso”) e o numero de lactagbes na celularidade de vacas
e nao identificaram influéncia dos indices pluviométricos nos valores da CCS,
mas observaram uma tendéncia de maior contagem de células somaticas em
animais com mais de cinco lactagdes. No entanto, ndo foram encontrados na

literatura nacional estudos voltados a avaliagcdo dos indices pluviométricos em



bufalos, tampouco do perfil de celularidade do leite das bufalas durante uma
lactacdo completa. Os estudos de acompanhamento de bufalas geralmente
estdo restritos a avaliagdo pontual da celularidade em animais com e sem
mastite (COSTA et al., 1995; COSTA et al.,1997; CERON-MUNOZ; TONHATI;
DUARTE, 2002; CERON-MUNOZ et al., 2002; AMARAL et al., 2004).

Alguns estudos mostraram que a CCS no leite de bufalas apresenta
valores crescentes da primeira lactacdo para as lactagdes seguintes (CERON-
MUNOZ; TONHATI; DUARTE, 2002; CERON-MUNOZ et al., 2002), porém n&o
demonstraram se estas diferencgas foram significativas. Em bovinos, os animais
mais velhos tendem a ter maior CCS do que animais mais jovens; ha
evidéncias de que a relacédo entre idade e incremento da CCS é de origem
microbioldgica, ou seja, ha uma relagéo positiva entre a ordem de lactagdo e a
ocorréncia de mastite (AMARAL, 2005). O que ocorre é que 0s animais mais
velhos tém maiores chances de exporem-se aos patdbgenos causadores de
mastite, resultando em aumento gradual do numero de quartos infectados,
além de terem infecgbes mais longas, o que causa lesées mais extensas nos
tecidos da glandula mamaria (RENEAU, 1986; O'ROURKE; BLOWEY, 1992).
Por outro lado, Singh e Ludri (2001) e Amaral (2005) ndo observaram
alteragdes significativas entre CCS no leite de bufalas e a ordem de parto,
provavelmente por tratar-se de animais sadios e com baixa CCS. Bastos e
Birgel (2011) também n&o verificaram diferengas na CCS de animais sadios ao
longo das fases da lactacao.

A invasdo da glandula mamaria por micro-organismos é seguida de
aumento do numero de leucécitos no leite, notadamente por neutréfilos
(BURVENICH; GUIDRY; PAAPE, 1995), que migram do sangue para a
glandula mamaria. Na gléndula infectada as células de defesa podem
corresponder até 99% das células encontradas no leite (PHILPOT,;
NICKERSON, 1991). Desse modo, o uso da CCS do leite pode indicar,
quantitativamente, o grau de infecgdo da glandula mamaria (MACHADO;
PEREIRA; SARRIES, 2000), expressando a gravidade da inflamagé&o. Bufalas
com elevada CCS apresentam menor producdo de leite (PETROVA;
TZANKOVA, 1999; CERON-MUNOZ et al., 2002; TRIPALDI et al., 2003),
alteragbes nos teores dos constituintes do leite (PETROVA; TZAMKOVA, 1999;



TRIPALDI et al., 2003) e alteragdes no tempo de coagulagédo do leite no
processo de fabricagdo de queijos, comprometendo a qualidade, o
processamento e o rendimento industrial (SINGH; SINGH, 1981; TRIPALDI et
al., 2003). Nao ha evidéncia de que o aumento da CCS tenha efeito direto na
saude humana. Entretanto, a presenca de alta contagem de células no leite
pressupde risco de consumo do leite cru ou sem tratamento térmico adequado
a destruicédo de patdégenos, bem como a presenca de residuos antimicrobianos,
que podem causar gastroenterite e hipersensibilidade em humanos (SMITH,
2002; RIBEIRO, 2008).

Em vacas, considera-se normal para o leite proveniente de quartos
mamarios nao infectados ou sem inflamacéo as contagens inferiores a 100.000
células/mL. CCS entre 100.000 e 199.999 células/mL representa contagem
intermediaria entre a normalidade e a infec¢cédo, enquanto valores acima de
200.000 células/mL sao indicativos de infecgao (SMITH, 2002). De acordo com
a |Instrugdo Normativa 62 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento a CCS aceitavel para o leite bovino de conjunto é <600.000
células/mL (BRASIL, 2011). No entanto, ndo ha padréo claro de qualidade para
o leite de bufalas no pais. No Brasil, Cerdbn-Mufioz, Tonhati e Duarte (2002), ao
analisarem 5.931 amostras referentes a CCS do leite de bufalas em lactagéo
de diferentes rebanhos do Estado de S&o Paulo, verificaram que 89% das
amostras analisadas apresentaram CCS inferior a 140.000 células/mL. Destas,
38% apresentavam CCS de até 17.000 células/mL, com média de 79.000
células/mL. Em outro estudo, Cerdn-Mufioz et al. (2002b), analisando 2.693
amostras de leite de bufalas de um rebanho, verificaram que 80% delas
apresentavam CCS abaixo de 70.000 células/mL e apenas 3,2% das amostras
excederam 282.000 células/mL, com média de 63.000 células/mL. Em Minas
Gerais, Amaral et al. (2004) ao estudarem a CCS em 1.293 amostras
individuais de leite de 283 bufalas e 164 amostras de leite total de bufalas de
19 rebanhos bubalinos, encontraram médias de CCS de 24.000 células/mL e
22.000 células/mL, respectivamente.

Carvalho et al. (2007) isolaram diversos patdgenos em amostras de leite
bubalino com CCS variando entre 12.840 células/mL a 149.680 células/mL. No

mesmo estudo foi demonstrada a presengca de infecgdo mista (agentes



contagiosos e ambientais) e de patdgenos classificados como ambientais nas
amostras que apresentaram os maiores valores de CCS. Kapronezai (2004),
em estudo com leite bubalino, relatou valores de mediana para CCS de 8.500
células/mL, 10.350 ceélulas/mL, 9.600 células/mL, quando foram isolados
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e Corynebacterium  sp.,
respectivamente. O mesmo autor observou que a frequéncia de quartos
negativos ao CMT e com isolamento microbiolégico foi maior do que a
frequéncia de quartos positivos e com isolamento de micro-organismos,
indicando que ha elevada frequéncia de portadores, ou que o teste de CMT
nao é eficiente na triagem da mastite subclinica em bufalas.

Em um estudo realizado no Vale do Ribeira, Costa et al. (1997b)
revelaram prevaléncia de mastite subclinica em 14,5% dos 1.252 quartos de
bufalas primiparas ou pluriparas. A avaliagdo microbiolégica das amostras de
leite evidenciou 23,7% de infeccdo, com isolamento de Corynebacterium sp.
(59,2%) e Staphylococcus spp. (principalmente coagulase positiva) (17,6%),
Streptococcus agalactiae (13,0%), Enterobacteriaceae (2,80%) e Micrococcus
spp- (0,90%). Avaliando 454 amostras de leite bubalino, Costa et al. (1999)
encontraram 170 (37,4%) quartos com resultados positivos ao exame
microbiolégico. Nestes, os estafilococos também predominaram com 45,3%
dos isolamentos, seguidos por Corynebacterium sp. (27,6%) e Streptococcus
spp. (1,76%); e infecgdes mistas (25,3%). Em estudo similar, Costa et al.
(2000) avaliaram 778 bufalas em lactagdo e encontraram 0,44% de prevaléncia
de mastite clinica e 7,15% de mastite subclinica. Notaram que nos casos de
mastite clinica foram isolados com maior frequéncia Corynebacterium sp.
(37,5%), S. uberis (25,0%) e Staphylococcus spp. coagulase positiva (25,0%),
enquanto que nos casos de mastite subclinica foram identificados
principalmente Staphylococcus spp. (20,9%), Corynebacterium sp. (19,7%) e
Streptococcus spp. (16,9%).

O método mais fidedigno de rotina para se avaliar a condigédo
microbiolégica da glandula mamaria é a realizacdo de cultura de todos os
quartos mamarios das vacas lactantes (BRITO et al., 1999). Isto permite a
identificacdo dos micro-organismos e do grau de infeccdo no rebanho.

Apresenta como limitagbes o custo e a necessidade de amostragem individual



por quarto. Uma alternativa para a redugao dos custos € a cultura de amostras
compostas de todos os quartos do mesmo animal. Nesse caso, deve-se ter o
cuidado de obter quantidades aproximadamente iguais de leite de cada
glandula, porque o numero de glandulas infectadas por vaca influencia a
sensibilidade da cultura. Amostras compostas de todos os quartos do animal
tiveram alta sensibilidade para o isolamento de S. agalactiae (DINSMORE et
al., 1991), mas menor sensibilidade para deteccao de S. aureus (LAM et al.,
1996). A sensibilidade relativa para o isolamento de S. aureus de amostras
compostas de vacas com apenas uma glandula infectada foi de 58%. Quando
as quatro glandulas estavam infectadas foi de 89% (LAM et al., 1996).

Larson (1979) verificou que as proteinas do leite podem originar-se de
diferentes formas, sendo a maioria das proteinas especificas da lactacdo e
outras, em menor quantidade, s&o as do sangue, em parte derivadas de outros
tipos de células e seus produtos. As fracbes albumina plasmatica e
gamaglobulina, e uma pequena porgdo de caseina seriam pré-formadas no
sangue para, posteriormente, serem incorporadas ao leite. Ao passo que outras
proteinas lacteas, como as fragdes caseina, B-lactoglobulina e a-lactoalbumina,
seriam exclusivamente sintetizadas na glandula mamaria durante a
galactopoiese, por células altamente diferenciadas (SCHALM; CARROLL;
JAIN, 1971; LARSON, 1979).

Varios pesquisadores recomendam a técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE) para detecgao de
proteinas, mesmo aquelas que ocorrem em pequenas concentragées no soro
sanguineo (FAGLIARI; SILVA, 2002; SILVA, 2007; ROCHA, 2010; SANTANA,
2012) ou no leite (HILLIER, 1976; KATO; MORI; KATOH, 1989; PUHAN;
URECH; SCHALLIBAUM, 1999; LITWINCZUK et al., 2011; CECILIANI et al.,
2012).

Em decorréncia dos processos inflamatérios na glandula mamaria
ocorrem alteragbes tanto na concentragédo dos componentes protéicos do leite
como também surgimento de compostos protéicos néo elaborados no processo
de secrecao lactea. Estas alteragcbes normalmente sdo caracterizadas pela
diminuicdo das concentracbes das proteinas sintetizadas no parénquima da

glandula mamaria, devido a destruigdo do tecido, e aumento das proteinas de
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origem sanguinea, devido ao aumento da permeabilidade capilar (SANT' ANA,
2004; CECILIANI et al., 2012). Neste contexto, o proteinograma do leite tem
sido utilizado como ferramenta adicional para a avaliagdo da glandula mamairia,
uma vez que os processos inflamatorios podem estimular a produgao, tanto no
soro sanguineo quanto no soro lacteo, de proteinas de fase aguda (MARTINS
FILHO, 2006; COSTA et al., 2010; CECILIANI et al., 2012).

Sant’Ana (2004), estudando o fracionamento eletroforético de vacas das
ragas Jersey e Gir em lactacdo, constatou efeito significativo de fatores raciais
na concentragdo de proteinas totais do soro lacteo e das fragbes
imunoglobulinica, as-antitripsina, B-lactoglobulina e outras proteinas do soro
lacteo de vacas sadias em lactagdo. Observou, ainda, influéncia significativa da
mastite no proteinograma do leite de vacas, principalmente das proteinas nao
sintetizadas no ciclo fisiolégico de secreg¢édo da glandula mamaria. Sant'ana et
al. (2006), em pesquisa com vacas lactantes adultas, observaram que uma
retencéo lactea de 10% (fator predisponente para desenvolvimento de mastite)
determinou aumento significativo das fracdes protéicas néo sintetizadas na
glandula mamaria (albumina e imunoglobulinas séricas, lactoferrina, as-
antitripsina) durante o periodo de retencao, caracterizando a inflamacéo.

Litwunczuk et al. (2011), estudando as fragbes protéicas de amostras de
leite bovino obtidas durante trés anos de acompanhamento verificaram que os
animais que apresentaram elevacao da CCS apresentaram decréscimo das
concentragbes de a-lactoalbumina e B-lactoglobulina e uma elevagdo das
concentragcdes das proteinas lactoferrina e lisozima, bem como da albumina de
origem plasmatica.

O tratamento da mastite em animais visa eliminar os agentes causais, 0s
riscos de novas infecgbes, a mortalidade das fémeas e de seus neonatos, além
de prevenir infeccbes no periodo seco. A regressdo da inflamagédo permite o
restabelecimento funcional da glandula mamaria e a consequente normalizacao
da constituicao fisico-quimica, da celularidade e da producgéao do leite. O uso
racional dos antimicrobianos na terapia de animais de producdo melhora os
indices de cura e reduz o teor de residuos de antibi6ticos e quimioterapicos no
leite. Por outro lado, o uso indevido de antimastiticos reflete em baixa

efetividade da terapia, no aumento da pressdo seletiva para linhagens
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resistentes, em prejuizo na produgdo de derivados lacteos, bem como em
riscos de reagdes organicas adversas em humanos (RIBEIRO, 2008). No
entanto, sdo escassos o0s estudos nacionais que contemplem a avaliagdo do
perfil de sensibilidade dos micro-organismos isolados de casos de mastite em
bufalas, tampouco voltados a investigagdo de linhagens multirresistentes aos
antimicrobianos.

Tendo em vista o aumento da criacdo de bubalinos no Estado de Sao
Paulo, o numero escasso de estudos relacionados a celularidade e ao
proteinograma do leite de bufalas, bem como a influéncia das esta¢gdes do ano,
a ordem de lactagdo e o numero de parigdes na CCS e na composicao do leite,

propds-se a realizagao desse trabalho.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Determinar o perfil bioquimico, inclusive proteinograma, com énfase em
proteinas de fase aguda e imunoglobulinas, condigdo microbiolégica e
contagem de células somaticas do leite de bufalas Murrah primiparas e

pluriparas.

3.2 Objetivos especificos:

32.1 Avaliar a celularidade e o perfil bioquimico do soro lacteo, inclusive
proteinograma obtido em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
soédio, de bufalas Murrah primiparas e pluriparas sadias ao longo de uma

lactacdo completa.

3.2.2 Avaliar a presenca e o perfil de sensibilidade microbiana dos micro-
organismos isolados nas amostras de leite de bufalas Murrah primiparas e

pluriparas ao longo de uma lactacdo completa.

3.2.3 Avaliar o efeito do indice pluviométrico na ocorréncia de mastite em

bufalas Murrah primiparas e pluriparas ao longo de uma lactagao completa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Propriedade e animais

Durante o periodo de maio de 2011 a novembro de 2012 foram
acompanhadas, mensalmente, durante uma lactacdo completa (270 dias), 30
bufalas escolhidas aleatoriamente, pertencentes a uma propriedade rural
localizada no municipio de Analandia, no Estado de Sao Paulo, situada a
latitude 22°07°33” sul, longitude 47°39°'46” oeste e altitude de 675 metros.

O rebanho era constituido por, aproximadamente, 300 animais da raca
Murrah, mantidos em regime extensivo de criacao (Figura 1) e suplementados
com polpa citrica. O programa sanitario adotado na propriedade incluia a
vacinagéao contra febre aftosa e brucelose, exames semestrais de tuberculose e
desvermifugacao semestral dos animais, com rotacéo de principio ativo. Cerca
de 100 bufalas encontravam-se no periodo de lactacdo e eram, ordenhadas
uma vez ao dia pela manha. A producédo diaria média era de 6 kg de leite por
animal. A ordenha era realizada em sala tipo tandem (Figura 2), utilizando-se
ordenhadeira mecanica, com bezerro ao pé. Antes da ordenha era realizado o
pré-dipping com solucdo de cloro e secagem dos tetos com papel toalha.
Terminada a ordenha a bufala era liberada junto com o bezerro para a area
externa.

Os animais foram distribuidos de acordo com o numero de lactagéo, em
trés grupos:

Grupo 1 (G1): 10 animais de primeira lactacgéo,

Grupo 2 (G2): 10 animas com duas ou trés lactagbes,

Grupo 3 (G3): 10 animais com mais de trés lactagdes.

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias -
FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal (Protocolo n® 017093/12).



Figura 1. Bufalas da raga Murrah.

Figura 2. Sala de ordenha tipo tandem.
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4.2 Colheita das amostras de leite e avaliagao dos quartos mamarios

Durante o estudo, todos os quartos mamarios analisados foram
submetidos aos exames de inspecao e palpacédo (RADOTISTIS et al., 2007).
Apoés a estimulacédo da descida do leite pelo bezerro foi realizada a prova da
caneca telada de fundo escuro e o California Mastitis Test — CMT (SCHALM;
NOORLANDER, 1957).

Os resultados do CMT foram classificados de acordo com a intensidade
da reacao (viscosidade da solu¢do) em: negativo (-), de intensidade leve (+),
moderada (++) e intensa (+++).

As amostras de leite colhidas mensalmente durante o periodo completo
de lactagao (270 dias) foram distribuidas em trés momentos denominados: fase
inicial (primeiro ao terceiro més de lactacéo), fase intermediaria (quarto ao
sexto més de lactagdo) e fase final da lactacdo (sétimo ao nono més de
lactacéao).

Antes da colheita das amostras de leite foi realizada assepsia dos
quartos mamarios com algodao embebido em alcool 70%.

Para a realizagdo do isolamento microbioldgico, obtengdo do perfil
bioquimico e do fracionamento das proteinas do soro lacteo por eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foram colhidas, por meio de ordenha
manual, amostras de 20 mL de leite de cada quarto mamario, em frascos de
plasticos estéreis sem conservante. Apds a colheita, todas as amostras foram
acondicionadas e transportadas em caixas isotérmicas com gelo até o
laboratorio. Para a contagem de células somaticas (CCS) foram colhidas
amostras de 30 mL de leite de cada quarto mamario, em frascos plasticos

estéreis contendo bronopol como conservante.

4.3 Analises laboratoriais

O exame microbioldgico das amostras de leite das bufalas e o perfil de
sensibilidade antimicrobiana dos isolados bacterianos foram realizados no
Laboratério de Diagnostico de Mastites do Departamento de Higiene
Veterinaria e Saude Publica da FMVZ-UNESP/Campus de Botucatu-SP.

A contagem de células somaticas (CCS) foi realizada no Laboratério de

Fisiologia da Lactag&o “Lair Antonio de Souza” (LAFLA), da Clinica do Leite, no
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Departamento de Produgéo Animal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” - USP/Piracicaba-SP.

O fracionamento das proteinas do soro lacteo por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) e as analises bioquimicas do soro lacteo foram
realizados no Laboratério de Apoio a Pesquisa do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinaria da FCAV- UNESP/Campus de Jaboticabal-SP.

4.3.1 Cultivo microbiologico do leite e identificagao de micro-organismos

Uma aliquota de 10 uL de cada amostra de leite colhido de forma
asséptica de cada quarto mamario, com e sem mastite, visando o cultivo
microbiano e a identificacdo qualitativa dos micro-organismos, foi semeada em
agar sangue ovino desfibrinado 5% e agar MacConkey, mantidos a 37°C, em
condicbes de aerobiose, com leituras diarias durante 72 horas.
Simultaneamente, todas as amostras de leite foram cultivadas no meio
Sabouraud dextrose, mantidas a 37°C, visando o isolamento e identificacdo de
micro-organismos fungicos (QUINN et al., 2005). Os micro-organismos foram
identificados segundo as caracteristicas morfo-tintoriais, bioquimicas e de
cultivo (QUINN; CARTER; MARKEY, 1994; QUINN et al., 2005; TRABULSI;
TEIXEIRA; BUERIS, 2005; TRABULSI; ORDONEZ; MARTINEZ, 2005;
MURRAY et al., 2007).

4.3.2 Perfil de sensibilidade antimicrobiana dos isolados (método de
difusdao com discos)

As linhagens dos micro-organismos isoladas foram submetidas a prova
de sensibilidade antimicrobiana pelo método de difusdo com discos (CLSI,
2005; CLSI, 2006). Foram utilizados principios ativos de antimicrobianos
disponiveis comercialmente e amplamente utilizados na terapia da mastite, a
saber: ampicilina (10 pg), cefoperazona (75 pg), ceftiofur (30 ug), enrofloxacina
(5 pg), gentamicina (10 pg), neomicina (30 ug), oxacilina (5 pg), penicilina (10
Ul) e sulfametoxazole/trimetoprim (25 pg). A ocorréncia de linhagens
multirresistentes foi considerada quando houve resisténcia multipla

(simultanea) para trés ou mais dos farmacos.
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4.3.3 Contagem de células somaticas (CCS)
A contagem de células somaticas foi realizada pelo método de citometria

de fluxo em contador automatico’.

4.3.4 Proteinograma do soro lacteo

4.3.4.1 Obtencao das amostras do soro lacteo

O soro lacteo (Figura 3) foi obtido coagulando-se as amostras de leite
pela adigdo de 5% de solucédo de renina? utilizando técnica sugerida por Sant
“ana e Birgel (2003). O soro lacteo separado, ap6s a coagulacao, foi congelado

a temperatura de -20°C até o momento dos exames laboratoriais.

Figura 3. Amostras de soro lacteo.

4.3.4.2 Fracionamento eletroforético das proteinas da secregao lactea
A concentracdo de proteina total do soro lacteo foi determinada pela
técnica do biureto, utilizando-se conjunto de reagentes comerciais®. As leituras

das amostras foram realizadas em espectrofotdmetro semiautomatico®.

' Somacount 300, Bentley Instruments Incorporated, Minnesotta, EUA

2 Coalho Estrella, Chr. Hansen Brasil Ind. e Com. Ltda, Valinhos, Sao Paulo, Brasil
? Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG, Brasil

* Labquest, Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG, Brasil
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O fracionamento protéico foi realizado por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sbédio (SDS-PAGE) segundo
Laemmli (1970). Apds o fracionamento, o gel foi corado durante 10 minutos
com Coomassie Brilhante Blue R a 0,25% e, posteriormente, descorado em
solucéo de acido acético a 7% para retirar o excesso de corante, até as fragdes
protéicas se apresentem nitidas. As concentragcdes das proteinas foram
determinadas em densitdmetro computadorizado®. Como referéncia foi utilizada
uma solugdo marcadora® com diferentes pesos moleculares, além das
proteinas purificadas 1gG, haptoglobina, transferrina, ceruloplasmina, os-

antitripsina e lactoglobulina de origem bovina.

4.3.5 Parametros bioquimicos da secrec¢ao lactea

Nas amostras do soro lacteo foram determinadas as atividades das
enzimas gamaglutamiltransferase (método de Szasz modificado) e fosfatase
alcalina (método de Bowers e McComb modificado), bem como as
concentragbes de proteina total (método do biureto), albumina (método do
verde de bromocresol), calcio total (método de CPC), fosforo (método de Daly e
Ertinghausen modificado), magnésio (método Labtest), cloro (método Labtest),
e ferro (método de Goodwin modificado), utilizando-se conjunto de reagentes
comerciais®. As leituras das amostras foram realizadas em espectrofotdmetro
semiautomatico*, com luz de comprimento de onda apropriado para cada teste.
Adicionalmente foram determinados os teores de calcio ionizado, sédio e
potassio, pelo método seletivo de ions em analisador automatico’.

Quando necessario, foram realizadas diluigbes das amostras de soro
lacteo em agua destilada ou solucdo fisiolégica, de acordo com as
recomendacgdes do fabricante dos reagentes comerciais e dos equipamentos

utilizados para as analises bioquimicas.

4.4 Avaliagao dos indices pluviométricos

*> Shimadzu CS9301, Toquio, Japao
¢ Sigma, St Louis, MO, EUA
79180 Electrolyte Analyzer, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha



19

O indice pluviométrico mensal da regido de Sao Carlos - SP foi obtido
junto ao Centro Integrado de Informagdes Agrometeoroldgicas (CIIAGRO) do
Instituto Agronémico de Campinas (IAC) e classificado em periodo “seco”
(pluviosidade meédia ao redor 30 mm e maxima <60 mm) e “chuvoso”
(pluviosidade média ao redor de 120 mm e minima >70 mm), adaptado de
Zafalon et al. (2010).

4.5 Analise estatistica

As variaveis quantitativas foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA) e ao teste de Tukey para comparacao entre pares de médias, com
auxilio do programa estatistico computadorizado Statistical Analysis System
(SAS - Versao 9.1).

Para as variaveis albumina, ferro e imunoglobulina A, empregou-se a
analise de variancia nao paramétrica, utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis e
o teste de Dunn para comparacao entre pares de médias, com auxilio do
programa estatistico computadorizado GrafPad Prism (Verséao 3.0).

Para testar a influéncia do clima seco ou chuvoso sobre a ocorréncia de

mastite nas bufalas foi utilizado o teste do qui-quadrado (TRIOLA, 2008).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo experimental foram colhidas 1042 amostras de leite,
sendo 344 amostras de fémeas bubalinas Murrah primiparas (G1), 352
amostras de fémeas com duas a trés lactagcbes (G2) e 346 amostras de fémeas
com mais de trés lactagbes (G3) ao longo de uma lactagcao completa.

Para a avaliagao da influéncia da ordem de parto e da fase da lactagé&o
sobre a contagem de células somaticas, perfil bioquimico e proteinograma do
leite de bufalas foram utilizadas apenas as amostras de leite com isolamento

microbiol6gico negativo totalizando 923 amostras avaliadas.

5.1 Teste da caneca de fundo escuro

No teste de caneca de fundo escuro nao foi constatada qualquer
alteracdo nas caracteristicas fisicas do leite, das fémeas primiparas (G1) e
pluriparas (G2 e G3) ao longo da lactacgéao.

Estes dados sdo semelhantes aos obtidos por Kapronezai, Melville e
Benites (2005) que observaram apenas 1 (0,44%) resultado positivo no teste
da caneca de fundo escuro entre 261 amostras de leite de fémeas bubalinas
examinadas. Pardo (2007), analisando 735 quartos mamarios de fémeas
bubalinas da raga Murrah e Jafarabadi, também encontrou apenas um caso de
mastite clinica (0,14%). No Paquistdo, Ali (2009) encontrou 14,4% de
prevaléncia de mastite clinica em rebanhos bubalinos e 20% na espécie
bovina. Como a maioria dos micro-organismos causadores da mastite
adentram na glandula mamaria pelo 6stio do teto e devido ao fato das bufalas
apresentarem tetos longos e musculatura lisa mais forte, o acesso dos
patogenos a glandula mamaria nesta espécie € dificultado (ALI, 2009). Um
outro fator que pode contribuir para esta baixa ocorréncia de mastite clinica é o
presenca de grandes quantidades de lactoferrina no leite bubalino, uma
substancia antibacteriana que compete com as bactérias pelo ferro (BATHIA,
VALSA, 1994).
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5.2 California Matitis Test (CMT)

Das 1042 amostras de leite obtidas das fémeas dos trés grupos
experimentais, 87 (8,34%) apresentaram reagdes positivas no CMT e 955
(91,6%) mostraram-se negativas (Tabela 1 e Figura 4).

Estes resultados sao superiores dos obtidos por Kapronezai, Melville e
Benites (2005), que verificaram 3,80% de reagbes positivas em amostras de
leite bubalino, e inferiores aos obtidos por JORGE et al. (2005) e CUNHA et al.
(2006), que encontraram frequéncia de 17,6% e 20,1%, respectivamente. Ali
(2009) observou 14,4% de reacdes positivas em rebanhos bubalinos no
Paquistdo. Estas diferencas podem ser atribuidas as diferentes condi¢cbes de
manejo das propriedades estudadas.

Dentre os 87 resultados positivos ao CMT, 28 amostras (32,2%)
apresentaram reacdo leve, 22 amostras (25,3%) apresentaram reacéo
moderada e 37 amostras (42,5%) apresentaram reacao intensa (Tabela 1).

Das 344 amostras colhidas de fémeas primiparas (G1), 6 (1,74%)
apresentaram reacgédo de intensidade leve ao CMT e 1 (0,29%) apresentou
reacao de intensidade moderada. Das 352 amostras de leite colhidas das
fémeas com duas a trés lactacdes (G2), 28 (7,95%) apresentaram reacao
positiva ao CMT, sendo que 13 amostras (46,4%) apresentaram reagao leve, 5
amostras (17,8%) apresentaram reagdo moderada e 10 amostras (35,7%)
apresentaram reagao intensa (Tabela 1).

Ocorreram reagdes positivas ao CMT em 52 amostras (15,0%) das 346
amostras analisadas de fémeas bubalinas com mais de trés lactagdes (G3).
Destas 9 amostras (17,3%) apresentaram reacgéo leve, 16 amostras (30,7%)
apresentaram reacdo moderada e 27 amostras (51,9%) apresentaram reagéo
intensa (Tabela 1).

As fémeas bubalinas mais velhas apresentaram maior numero de
reacoes positivas ao CMT (Tabela 1) quando comparadas com as fémeas mais
novas. As bufalas do G3 apresentaram o maior numero de reagdes positivas ao
CMT na fase inicial, intermediaria e final da lactacdo (Tabela 1). Estes
resultados podem estar relacionados a maior manipulagcdo da glandula

mamaria e o maior numero de lactagdes no evoluir da idade que contribuem
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para a instalacdo de processo inflamatério de origem infecciosa (BASTOS;

BIRGEL, 2011).

Tabela 1. Resultados absolutos e relativos do CMT do leite de bufalas Murrah
primiparas (G1), com duas a trés lactagbes (G2) e com mais de trés
lactacbes (G3) durante a fase inicial, intermediaria e final da lactacé&o.

Fases da lactagao
Grupos cMT Inicial Intermediaria Final Total

- 128 (98,5%) 124 (99,2%) 85 (95,5%) 337 (98,0%)

G1 + 1(0,77%) 1 (0,80%) 4 (4,49%) 6 (1,74%)
e 0(000) 0000 0(000) 0000t

+++ , , , ,00%
Total 130 (100%) 125 (100%) 89 (100%) 344 (100%)
- 118 (98,3%) 122 (92,4%) 84 (84,0%) 324 (92,0%)

G2 + 1 (0,83%) 6 (4,54%) 6 (6,00%) 13 (3,69%)
- 10(c(JOé02/) ) ; 8253; g E;"SSZ"; 150((12’4822;))

+++ ,83% 27% s () ,84%
Total 120 (100%) 132 (100%) 100 (100%) 352 (100%)
- 69 (85,4%) 119 (86,2%) 106 (83,3%) 294 (85,5%)

G3 + 3(3,66%) 5 (3,62%) 1(0,79%) 9 (2,62%)
W - B iy

+++ , () 5, () 5 ,80% 7 7,85%
Total 82 (100%) 138 (100%) 127 (100%) 346 (100%)

- : reagdo negativa; + : reacao leve; ++ : reacdo moderada;+++ : reacgdo intensa

Figura 4. Resultado do CMT do leite de bufalas Murrah primiparas (G1), com
duas a trés lactagdes (G2) e com mais de trés lacta¢des (G3).

5.3 Exame microbiologico do leite

Das 1042 amostras de leite colhidas das bufalas Murrah primiparas (G1)
e pluriparas (G2 e G3) submetidas ao exame microbiolégico, 119 amostras
(11,4%) apresentaram crescimento bacteriano. Nao foi observado crescimento

de leveduras e/ou fungos nas amostras de leite bubalino analisadas (Tabela 2



23

e Figura 5). Estes resultados s&o bem inferiores aos descritos por Cunha et al.
(2006), Pardo (2007) e Kapronezai, Melville e Benites (2005), os quais isolaram
micro-organismos em 78,6%, 60,5% e 24,4% das amostras de leite bubalino,
respectivamente.

Os micro-organismos mais isolados foram: Streptococcus spp. (43,6%),
Staphylococcus spp. (21,0%), Corynebacterium_sp. (23,5%), Bacillus spp.
(7,56%), Klebsiella pneumoniae (0,84%) e Pasteurella multocida (0,84%)
(Tabela 3 e Figura 6). Foram observadas infecgbes mistas em 2,52% dos
isolamentos.

Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Medeiros et al.
(2011), que observaram uma frequéncia de isolamento de 21,8% para
Staphylococcus coagulase negativa (Staphylococcus spp.), 1,3% para
Staphylococcus aureus e 16,7% para Corynebacterium sp. em amostras de
leite de bufala, e aos encontrados por Ali (2009), que observou 23,8% de
Streptococcus agalactiae em amostras de leite bubalino. Entretanto, Ali (2009)
verificou menor numero de isolamentos de Bacillus spp. (3,74%) e de
Streptococcus dysgalactiae (0,93%).

A presencga de casos de mastite subclinica no rebanho bubalino, além de
causar prejuizos econdmicos ao produtor e constituir uma fonte de infeccao
para outros animais da propriedade, pode constituir também um problema de
saude publica, devido a possibilidade da transmissdo dos patdégenos
causadores de mastite e de suas toxinas por meio do consumo do leite e
produtos lacteo contaminados, acarretando riscos a saude do consumidor
(MARTINS et al., 2010).
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Tabela 2. Resultado absoluto e relativo dos micro-organismos isolados no leite
de bufalas Murrah primiparas e pluriparas durante uma lactagéo

completa.

Micro-organismos Nidmero (%)

Bacillus spp. 9 (7,56%)
Corynebacterium_sp. 28 (23,5%)

Klebsiella pneumoniae 1(0,84%)

Pasteurella multocida 1(0,84%)

Staphylococcus aureus 1 (0,84%)
Staphylococcus spp. 24 (20,2%)

Streptococcus agalactiae 26 (21,8%)

Streptococcus dysgalactiae 7 (5,88%)
Streptococcus spp. 16 (13,4%)

Streptococcus a-hemolitico 1(0,84%)

Streptococcus B-hemolitico 2 (1,68%)

Staphylococcus spp +Staphylococcus B-hemolitico 1 (0,84%)

Staphylococcus spp + Streptococcus dysgalactiae 1(0,84%)

Staphylococcus B-hemolitico + Streptococcus a-hemolitico 1(0,84%)
Total 119 (100%)

Figura 5. Frequéncia de micro-organismos isolados no leite de bufalas
Murrah primiparas e pluriparas durante uma lactagdo completa.

Das 344 amostras de leite colhidas das fémeas primiparas (G1) houve
crescimento bacteriano em 40 amostras (Tabela 3 e Figura 6). Os micro-
organismos isolados com maior frequéncia durante a fase inicial da lactacao
foram Staphylococcus spp. (47,6%) e Bacillus spp. (38,0%). Na fase
intermediaria da lactagcao foram isolados com maior frequéncia Staphylococcus
spp. (37,5%) e Streptococcus agalactiae (25,0%) e na fase final da lactagao foi

observada maior frequéncia de isolamento de Corynebacterium sp. (36,4%) e
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Streptococcus dysgalactiae (27,3%). Infeccdes mistas foram observadas na
fase inicial (4,76%) e final da lactacéo (9,09%) (Tabela 4).

Tabela 3. Resultado absoluto e relativo dos micro-organismos isolados no leite
de bufalas Murrah primiparas (G1) durante a fase inicial, intermediaria
e final da lactacao.

Grup Fase da lactacédo . .
— — - Micro-organismos Total

o Inicial Intermediaria Final
8 (38,0%) 1(12,5%) 0 (0,00%) Bacillus spp. 9 (22,5%)
0 (0,00%) 1(12,5%) 4 (36,4%) Corynebacterium _sp. 5(12,5%)
1(4,76%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) Klebsiella pneumoniae 1(2,50%)
10 (47,6%) 3 (37,5%) 1(9,09%) Staphylococcus spp. 14 (35,0%)
1(4,76%) 2 (25,0%) 1(9,09%) Streptococcus agalactiae 4 (10,0%)

G1 0 (0,00%) 1(12.5%) 3 (27,3%) Streptococcus dysgalactiae 4 (10,0%)
0 (0,00%) 1(12,5%) 0 (0,00%) Streptococcus spp. 1(2,50%)

| iti +
0000%) 0000 1leos gl henciieo 1 s
o o o Staphylococcus spp. + o

1(4,76%) 0(0,00%) 0(0,00%) Streptococcus dysgalactiae 1(2,50%
21 (100%) 9 (100%) 10 (100%) Total 40 (100%)

Figura 6. Frequéncia de micro-organismos isolados em amostras de leite de
bufalas Murrah primiparas (G1) durante uma lactagdo completa.

Das 352 amostras de leite colhidas das fémeas com duas a trés
lactacbes (G2) houve crescimento bacteriano em 49 amostras (Tabela 4 e
Figura 7). A maioria dos isolamentos bacterianos na fase inicial da lactagao foi
de Staphylococcus spp. (40,0%), Streptococcus agalactiae (40,0%) e infeccbes
mistas (5,00%). Streptococcus spp. e Streptococcus agalactiae também foram
isolados na fase intermediaria da lactagdo com uma frequéncia de 57,2% e

19,0%, respectivamente. Na fase final da lactacédo foi verificado maior
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isolamento de colénias do género Corynebacterium sp. (87,5%) (Tabela 5 e

Figura 8)

Tabela 4. Resultado absoluto e relativo dos micro-organismos isolados no leite
de bufalas Murrah com duas a trés lactacdes (G2) durante a fase
inicial, intermediaria e final da lactacao.

Grup Fase da lactagdo . .
— e - Micro-organismos Total

o Inicial Intermediaria Final
0 (0,00%) 0 (0,00%) 7 (87,5%) Corynebacterium_sp. 7 (14,3%)
0 (0,00%) 1(4,76%) 0 (0,00%) Pasteurella multocida 1(2,04%)
8 (40,0%) 1(4,76%) 0 (0,00%) Staphylococcus spp. 9 (18,4%)
8 (40,0%) 4 (19,0%) 1(12,5%) Streptococcus agalactiae 13 (26,5%)

G2 1 (5,00%) 2 (9,52%) 0 (0,00%) Streptococcus dysgalactiae 3 (6,12%)
0 (0,00%) 12 (57,2%) 0 (0,00%) Streptococcus spp. 12 (24,5%)
1(5,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) Streptococcus a-hemolitico 1(2,04%)
1 (5,00%) 1(4,76%) 0 (0,00%) Streptococcus B-hemolitico 2 (4,08%)

+

16000 000y o0 g Seewmesnt 1o
20 (100%) 21 (100%) 8 (100%) Total 49 (100%)

Figura 7. Frequéncia de micro-organismos isolados no leite de bufalas
Murrah com duas a trés lactagbes (G2) durante uma lactagcéo
completa.

Das 346 amostras de leite colhidas das fémeas com mais de trés
lactacbes (G3) houve crescimento bacteriano em 30 amostras (Tabela 5 e
Figura 8). Na fase inicial da lactacdo foi observado maior numero de
isolamentos de Streptococcus agalactiae (50,0%) e Staphylococcus spp.
(25,0%). Na fase intermediaria, verificou-se maior isolamento de Streptococcus
spp. (30,0%), Streptococcus agalactiae (30,0%) e Staphylococcus aureus
(14,3%) e durante a fase final da lactagdo foi mais frequente o isolamento de

Corynebacterium sp. (78,9%) e Streptococcus agalactiae (21,1%) (Tabela 6).
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Tabela 5. Resultado absoluto e relativo dos micro-organismos isolados no leite
de bufalas Murrah com mais de trés lactagdes (G3) durante a fase
inicial, intermediaria e final da lactacao.

Fase da lactagao

Grupo — —— - Micro-organismos Total
Inicial Intermediaria Final
1 (25,0%) 0 (0,00%) 15 (78,9%) Corynebacterium_sp. 16 (53,3%)
0 (0,00%) 1(14,3%) 0 (0,00%) Staphylococcus aureus 1 (3,33%)
G3 1(25,0%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) Staphylococcus spp. 1 (3,33%)
2 (50,0%) 3 (42,8%) 4 (21,1%) Streptococcus agalactiae 9 (30,0%)
0 (0,00%) 3 (42,8%) 0 (0,00%) Streptococcus spp. 3 (3,33%)
4 (100%) 7 (100%) 19 (100%) Total 30 (100%)

Figura 8. Frequéncia de micro-organismos isolados no leite de bufalas
Murrah com mais de trés lactagcdes (G3) durante uma lactacao
completa.

No presente estudo foi encontrado porcentual de isolamento
microbiolégico nas amostras de leite dos animais do G1 de 52,7%, 20,0% e
27,5%, na fase inicial, intermediaria e final da lactacao, respectivamente, e de
40,8%, 42,8% e 16,3%, respectivamente, nas amostras de leite dos animais do
G2 (Figura 9). Nas amostras de leite dos animais do G3, foi observado 9,70%,
20,7% e 28,4% de isolamentos bacterianos na fase inicial, intermediaria e final
da lactacdo, respectivamente (Figura 9). Os resultados da analise
microbiolégica das amostras de leite do G1 e G2 s&o semelhantes aos obtidos
por Costa et al. (1997), que descreveram maior numero de isolamentos
bacterianos na fase inicial da lactagcdo, seguido de diminuicao da frequéncia

com o evoluir da lactagdo, enquanto que os resultados do G3 foram
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semelhantes aos descritos por Bastos e Birgel (2011), que observaram
aumento na frequéncia de isolamentos ao longo da lactacgao.

A alta frequéncia de isolamentos de micro-organismos nas fémeas
primiparaspode estar relacionada ao fato destes animais ainda ndo terem

desenvolvido imunidade contra doencas tipicas das fémeas lactantes.

Figura 9. Frequéncia de micro-organismos isolados no leite de bufalas
Murrah primiparas (G1), com duas a trés lactagdes (G2) e com
mais de trés lactagcbes (G3) na fase inicial, intermediaria e final da
lactacao.

5.4 Perfil de sensibilidade antimicrobiana

Os resultados dos antibiogramas indicaram que 94,0% dos isolados
bacterianos foram sensiveis a gentamicina, 88,0% ao ceftiofur, 88,0% a
cefoperazona, 84,3% a ampicilina, 78,3% a oxacilina, 74,7% a penicilina,
71,1% a enrofloxacina, 67,5% a neomicna e 60,2% ao
sulfametoxazol/trimetoprim (Figura 10).

Foi observada 39,8% de resisténcia dos isolados ao
sulfametoxazole/trimetoprim, 32,5% a neomicina, 28,9% a enrofloxacina, 25,3%
a penicilina, 21,7% a oxacilina, 15,7% a ampicilina, 12,0% ao ceftiofur, 12% a
cefoperazona e 6,00% a gentamicina (Figura 10).

Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Cunha et al. (2006),
cujos micro-organismos isolados nas amostras de leite de bufalas
apresentaram um percentual de sensibilidade de 97,9% para gentamicina,

90,9% para enrofloxacina, 77,8% para sulfametoxazol/trimetoprim e 65,7%
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para a penicilina. Os mesmos autores também sugerem como protocolo de
tratamento da mastite a utilizagdo sistémica da enrofloxacina associada a
administragdo intramamaria da gentamicina.

Multirresisténcia foi observada em 30,1% dos isolados bacterianos,
sendo que 4% apresentaram resisténcia a trés antibidticos, 16% resisténcia a
quatro antibidéticos e 76% resisténcia a cinco ou mais antibidticos,
simultaneamente (Figura 10).

A alta porcentagem de resisténcia a penicilina, neomicina e
sulfametoxazol/trimetoprim e a presenca de cepas multirresistentes verificada
no estudo pode estar relacionada ao uso indiscriminado e inadequado
(subdosagens) dos principios ativos e aos mecanismos de transferéncia de
resisténcia entre os micro-organismos, possibilitando a selegdo de cepas
resistentes, constituindo sério problema de saude publica (FERREIRA, 2006;
FERREIRA et al., 2010; QUEIROZ et al., 2012).

Figura 10. Perfil de sensibilidade e de resisténcia antimicrobiano dos micro-
) organismos isolados no leite de bufalas Murrah.
5.5 Indices agrometeorolégicos

Os resultados dos indices agrometeorolégicos (temperatura maxima
absoluta, temperatura minima absoluta, temperatura maxima mensal,

temperatura minima mensal, temperatura média, evotranspiragdo potencial —
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ETP, precipitacédo e dias com chuva — DCCH) foram obtidos junto ao Centro

Integrado de Informagdes Agrometeorologicas (CIIAGRO) do Instituto

Agronémico de Campinas (IAC) e sao apresentados na Tabela 6 e Figura 11.
De acordo com a pluviosidade obtida, 7 meses foram classificados como

secos e 12 meses como chuvosos (adaptado de ZAFALON et al., 2010).
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Figura 11. Numero de meses classificados como seco e chuvoso
no periodo de maio de 2011 a novembro de 2012.

5.6 Influéncia da pluviosidade no isolamento de micro-organismos do
leite de bufalas Murrah

Embora tenha sido observado maior numero de isolamentos de micro-
organismos nas amostras de leite das bufalas primiparas (G1) e pluriparas (G2
e G3) no periodo chuvoso, a pluviosidade nédo teve efeito significativo na
frequéncia de isolamento de micro-organismos (Tabela 7 e Figura 12).
Staphylococcus coagulase negativa (Staphylococcus spp.) (38,4%) e
Streptococcus agalactiae (28,8%) foram os principais géneros de micro-
organismos isolados durante o periodo seco e Corynebacterium sp. (23,5%) e
Streptococcus spp. (32,3%) foram os principais géneros de micro-organismos
isolados durante o periodo chuvoso.

Ferreira (2006) e Zafalon et al. (2008) observaram influéncia significativa
da pluviosidade no isolamento de S. aureus no leite de bovinos, verificando
maior prevaléncia deste micro-organismo durante os periodos com maior
pluviosidade. Zafalon et al. (2008) ressalta também a dificuldade de se manter
condi¢bes adequadas de higiene no periodo chuvoso.

Provavelmente a auséncia de influéncia da pluviosidade no isolamento
de micro-organismos no leite das bufalas possa estar relacionada ao habito dos

bubalinos de adentrarem em terrenos alagadicos.
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Tabela 7. Resultado absoluto e relativo do isolamento microbiolégico no leite
de bufalas Murrah primiparas (G1) e pluriparas (G2 e G3) no periodo

seco e chuvoso.

Periodo Periodo Total de
Micro-organismo Seco Chuvoso isolamentos
(7 Meses) (12 Meses)
Bacillus spp. 9(7,56%) 0 (0,00%) 9 (7,56%)
Corynebacterium_spp. 0(0,00%) 28 (23,5%) 28 (23,5%)
Klebsiella pneumoniae 1(0,84%) 0(0,00%) 1(0,84%)
Pasteurella multocida 1(0,84%) 0(0,00%) 1(0,84%)
Staphylococcus aureus 1(0,84%) 0 (0,00%) 1(0,84%)
Staphylococcus spp. 19 (16,0%) 5 (4,20% 24 (20,2%)
Streptococcus agalactiae 15(12,6%) 11 (9,24%) 26 (21,8%)
Streptococcus dysgalactiae 2 (1,68%) 5 (4,20% 7 (5,88%)
Streptococcus spp. 0(0,00%) 16 (13,4%) 16 (13,4%)
Streptococcus a-hemolitico 1(0,84%) 0(0,00%) 1(1,68%)
Streptococcus B-hemolitico 0(0,00%) 2(1,68%) 2 (1,68%)
Staphylococcus spp + Staphylococcus B-hemolitico 0 (0,00%) 1 (0,84%) 1 (0,84%)
Staphylococcus spp + Streptococcus dysgalactiae 1(0,84%) 0 (0,00%) 1 (0,84%)
Staphylococcus B-hheerpncz)lmz:cc;+ Streptococcus a- 0 (0,00%) 1(0,84%) 1(0,84%)
Total 50 (42,0%) 69 (58,0%) 119 (100%)

Figura 12. Numero de amostras de leite de bufalas Murrah
primiparas e pluriparas com isolamento microbiolégico
positivo no periodo seco e chuvoso.

5.7 Contagem de células somaticas (CCS)

Os valores da CCS encontrados nas amostras de leite (com isolamento
microbiolégico negativo) nos trés grupos avaliados variaram de 1.000 a
199.000 células/mL, com uma média geral de 44.400 células/mL. Esta média é
um pouco superior aos encontrados por Amaral et al. (2004), que observaram

CCS de 24.000 células/mL no leite de um rebanho com animais da raca
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Jafarabadi e Murrah e de Bastos e Birgel (2011) que observaram CCS de
30.500 células/mL no leite de bufalas Murrah.

Também foi observado aumento da contagem de células somaticas ao
longo da lactagdo nos trés grupos experimentais (Tabela 8 e Figura 13).

Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Bastos e Birgel
(2011), os quais observaram aumento significativo na contagem de células
somaticas no leite de bufalas ao longo da lactagdo, com valores de CCS de
36.000 células/mL na fase inicial, 54.500 células/mL na fase intermediaria e
95.500 células/mL na fase final da lactagao.

No inicio da lactacdo, observa-se um acréscimo no valor da CCS devido
a maior quantidade de imunoglobulinas e, consequentemente, de células de
defesa no colostro (VOLTOLINI et al., 2001). No final da lactagdo, também se
verifica um acréscimo na CCS, devido a uma maior descamagao natural do
epitélio da glandula mamaria (HARMON;RENEAU, 1993; MONARDES, 1994).

Tabela 8. Médias e desvios padrédo da CCS (células/mL) no leite de bufalas
Murrah primiparas (G1), com duas a trés lactacdes (G2) e com mais
de trés lactagbes (G3) durante a fase inicial, intermediaria e final da

lactacao.
Grupos Fases da lactacao
Inicial Intermediaria Final
G1 23.600+25.200"  31.200+22.900"*  34.400+35.200*
G2 38.200+34.00%¢  49.800+39.700%  70.700+55.800%°
G3 55.500+48.100%"  46.400+40.300"**  61.500+52.200%"

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minusculas iguais na
mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)
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Figura 13. Variagdo da contagem de células somaticas (CCS) (células/mL)
no leite de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés
lactacbes (G2) e com mais de trés lactacbes (G3) durante a fase
inicial, intermediaria e final da lactagao.

5.8 Perfil bioquimico do soro lacteo

Os resultados das anadlises bioquimicas do soro lacteo de bdufalas
Murrah, com isolamento microbioldégico negativo, primiparas (G1) e pluriparas
(G2 e G3), durante uma lactacdo completa sdo apresentados nas Tabelas 9 a

20 e nas Figuras 14 a 25.

5.8.1 Atividade da gamaglutamiltransferase (GGT) no soro lacteo

Foi observado aumento significativo da atividade da GGT no soro lacteo
dos animais dos trés grupos experimentais ao longo da lactagdo (Tabela 9 e
Figura 14).

Embora tenha ocorrido aumento da atividade desta enzima ao longo da
lactacéo, estes valores foram inferiores daqueles obtidos por Rocha (2010),
que encontrou média da atividade da enzima GGT de 3.190 U/L no soro lacteo
de fémeas bovinas primiparas e de 3.470 U/L no soro lacteo de fémeas
bovinas pluriparas aos 30 dias de lactag&o.

Como a GGT esta envolvida com o transporte de aminoacidos do
sangue para a glandula mamaria e participa da biossintese das proteinas do
leite (KENNY, 1977; MEISTER, 1973; BAUMRUCKER; POCIUS, 1978), o
incremento da sua atividade esta relacionado a maior atividade do tecido
mamario ao longo da lactagao

Segundo Hoffmann e Solter (2008), a dosagem de GGT consiste ainda
num método facil e barato de avaliagdo da transferéncia de imunidade passiva

ao neonato.

Tabela 9. Médias e desvios padrao da atividade da enzima
gamaglutamiltransferase (U/L) no soro lacteo de bufalas Murrah
primiparas (G1), com duas a trés (G2) lactacdes e com mais de
trés lactagdes (G3) durante a fase inicial, intermediaria e final da

lactacéao.
Grupos Fases da lactacao
Inicial Intermediaria Final
G1 166245324 1866+449"° 2346+413"°

G2 18371616 18731516 2125423
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G3 1669+581*° 1832+383" 2174+534*

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minusculas iguais na
mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Figura 14. Variacdo da atividade da enzima gamaglutamiltransferase (U/L) no
soro lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés
lactacbes (G2) e com mais de trés lactagbes (G3) durante a fase
inicial, intermediaria e final da lactacao.

5.8.2 Atividade da fosfatase alcalina (ALP) no soro lacteo

As fémeas primiparas (G1) tiveram valores significativamente mais altos
para a atividade da enzima fosfatase alcalina em relagcéo as fémeas pluriparas
do G2 e do G3. Houve um aumento significativo da atividade desta enzima ao
longo da lactagdo no soro lacteo dos animais de todos os grupos, sendo os
maiores valores observados na fase final da lactagéo (Tabela 10 e Figura 15).

Estes valores também foram inferiores daqueles obtidos por Rocha
(2010), que encontrou média da atividade da enzima ALP de 101 U/L no soro
lacteo de fémeas bovinas primiparas e 84,2 U/L no soro lacteo de fémeas
pluriparas aos 30 dias de lactagao.

Fox e Kelly (2006) observaram que a atividade da enzima ALP no leite
de bovinos foi menor na primeira semana de lactagéo e atingiu maior atividade
na 282 semana de lactagao.

Como a enzima ALP esta presente nas células mioepiteliais da glandula
mamaria (FOX; KELLY, 2006), acredita-se que ela desempenhe alguma fung¢ao

no processo de producgao de leite.
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Tabela 10. Médias e desvios padrao da atividade da enzima fosfatase alcalina
(U/L) no soro lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a
trés lactagbdes (G2) e com mais de trés lactagdes (G3) durante a fase
inicial, intermediaria e final da lactacao.

Fases da lactagao

Grupos Inicial Intermediaria Final
G1 43,1424 2" 95,1+41,2%° 181+81,0"°
G2 33,9+16,4%82 80,1+46,9°%° 166+11078°
G3 29,5+24 182 75,4+46,3%° 138+95,75°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na
mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Figura 15. Variacdo da atividade da enzima fosfatase alcalina no soro lacteo
de bufalas Murrah primiparas (G1), fémeas com duas a trés (G2)
lactacbes e fémeas com mais de trés lactagcbes (G3) durante a fase
inicial, intermediaria e final da lactagao.

5.8.3 Concentragao de proteina total (PT) no soro lacteo

Os maiores valores da concentracado de proteina total foram observados
no soro lacteo das fémeas bubalinas com duas a trés lactacdes (G2). Verificou-
se queda da concentragéo da proteina total no soro lacteo dos animais de todos
0s grupos experimentais entre a fase inicial e fase intermediaria da lactacao,
seguida por aumento na fase final da lactacao (Tabela 11 e Figura 16).

Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Hejtmankova et
al. (2012), que observaram maiores valores de proteina total no leite de cabras
na fase inicial e final da lactagcdo e associaram este fato ao aumento da
concentracdo dos componentes relacionados ao sistema imune

(imunoglobulinas e proteinas de fase aguda). No final da lactagcdo ocorre um
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processo de inflamagéo asséptica para preparacéo da glandula mamaria para a
secagem (LEITINER; MERIN; SILANIKOVE, 2011).

Rocha (2010) encontrou média de concentracdo de proteina total de
0,99 g/dL no soro lacteo de fémeas bovinas primiparas e de 1,18 g/dL no soro

lacteo de fémeas pluriparas aos 30 dias de lactagao.

Tabela 11. Médias e desvios padréo da concentragéo de proteina total (g/dL)
no soro lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés
(G2) lactagbes e com mais de trés lactacdes (G3) durante a fase
inicial, intermediaria e final da lactacao.

Fases da lactacao

Grupos Inicial Intermediaria Final
G1 1,45+0,2172 1,38+0,16"° 1,54+0,12"2
G2 1,49+0,214% 1,44+0,13"2 1,55+0,17"°
G3 1,46+0,23"° 1,40+0,11"2 1,52+0,15"°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minusculas iguais na
mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Figura 16. Variacao da concentracéo de proteina total (g/dL) no soro lacteo de
bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés lactagdes (G2) e
com mais de trés lactagdes (G3) durante a fase inicial, intermediaria
e final da lactacao.

5.8.4 Concentracao de albumina (Alb) no soro lacteo

Nao foi observada diferencga significativa da concentracdo de albumina
no soro lacteo dos animais dos trés grupos durante a lactagdo. Entretanto, foi
observada variacao significativa da concentragdo de albumina na fase final da

lactag@o no soro lacteo dos animais do G1 e do G3 (Tabela 12 e Figura 17).
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Freitas et al. (2006) e Freitas Filho et al. (2009) observaram redugéo da
sintese de caseina no leite de vacas ao longo da lactagdo e aumento de
soroproteinas, dente elas a albumina. Rocha (2010) encontrou média da
concentragédo albumina de 0,06 g/dL no soro lacteo de fémeas bovinas
primiparas e de 0,09 g/dL no soro lacteo de fémeas pluriparas aos 30 dias de

lactagao.

Tabela 12. Médias e desvios padrdo da concentragdo de albumina (g/dL) no
soro lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), ffmeas com duas a
trés lactagbes (G2) e com mais de trés lactagbes (G3) durante a
fase inicial, intermediaria e final da lactacéo.

Fases da lactagao

Grupos Inicial Intermediaria Final
G1 0,08+0,04% 0,08+0,04% 0,0920,02%
G2 0,08+0,04% 0,10+0,11% 0,09+0,02%
G3 0,09+0,14 0,08+0,09% 0,0940,02"°

Médias seguidas de letras maiusculas iguais na mesma coluna e letras minusculas iguais na
mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Dunn (P>0,05)
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Figura 17. Variagcdo da concentragdo de albumina (g/dL) no soro lacteo de
bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés lactagdes (G2) e
com mais de trés lactagdes (G3) durante a fase inicial, intermediaria
e final da lactacgéo.

5.8.5 Concentragao de calcio total (Ca) no soro lacteo

Os maiores valores para a concentragcado de calcio total no soro lacteo
foram observados nos animais do G3 e estes valores diferiram
significativamente em relagé&o aos valores encontrados para os animais do G1 e
G2 nas fases inicial, intermediaria e final da lactagcdo. Houve uma queda
significativa da concentracao de caélcio total no soro lacteo das fémeas
primiparas (G1) e pluriparas (G2 e G3) ao longo da lactagédo (Tabela 13 e
Figura 18).

Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Gaucheron (2005)
que observou queda na concentracdo de calcio total ao longo da lactagdo no
leite de vacas.

Rocha (2010) encontrou média de concentragdo calcio total de 38,5
mg/dL no soro lacteo de fémeas bovinas primiparas e de 42,2 mg/dL no soro

lacteo de fémeas pluriparas aos 30 dias de lactagao.

Tabela 13. Médias e desvios padrédo da concentrag&o de calcio total (mg/dL) no
soro lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés
lactagbes (G2) e com mais de trés lactagbes (G3) durante a fase
inicial, intermediaria e final da lactacao.

Fases da lactacao

Grupos

Inicial Intermediaria Final
G1 38,9+6,84% 32,3+4,80"° 29,544 12"
G2 38,2+7,13% 31,5+3,86"° 28,8+4,70%
G3 41,8+8,14"2 35,245,458 32,446,775

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na
mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)



41

Figura 18. Variacdo da concentracéo de calcio total (mg/dL) no soro lacteo de
bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés lactacdes (G2) e
com mais de trés lactagdes (G3) durante a fase inicial, intermediaria
e final da lactacao.

5.8.6 Concentragao de fésforo (P) no soro lacteo

As fémeas primiparas (G1) apresentaram valores siginificativamente
mais altos para a concentracdo de fosforo no soro lacteo na fase final da
lactacdo em relagcéo aos animais do G2 e G3 (Tabela 14 e Figura 19).

Houve aumento da concentragéo de fosforo no soro lacteo dos animais
do G1 durante a lactagdo. Nas fémeas bubalinas do G2 e G3 houve aumento
da concentragéo de fosforo da fase inicial para a fase intermediaria seguida por
queda na fase final da lactag&o (Tabela 14 e Figura 19).

Gaucheron (2005) também observou aumento seguido de queda da
concentracéo de foésforo no leite de vacas ao longo da lactacgéo.

Rocha (2010) encontrou média de concentragéo foésforo de 35,6 mg/dL
no soro lacteo de fémeas bovinas primiparas e de 35,5 mg/dL no soro lacteo de

fémeas pluriparas aos 30 dias de lactacao.

Tabela 14. Médias e desvio padrdo da concentracdo de fosforo (mg/dL) no
soro lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), fémeas com duas a
trés lactacdes (G2) e com mais de trés lactagdes (G3) durante a fase
inicial, intermediaria e final da lactacao.

Fases da lactagao

Grupos — —— -
P Inicial Intermediaria Final

G1 39,346,045 50,417,217 56,6+10,1"°
G2 42,8+8,48 "2 51,2+8,96*° 51,4+10,2°%°
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G3 38,3+11,1% 44,2+11,3%° 40,8+11,6°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minusculas iguais na
mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Figura 19. Variagcdo da concentracdo de fésforo (mg/dL) no soro lacteo de
bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés lactagbes (G2) e
com mais de trés lacta¢des (G3) durante a fase inicial, intermediaria
e final da lactacgéo.

5.8.7 Concentracao de magnésio (Mg) no soro lacteo

As menores concentracbes de magnésio foram observadas no soro
lacteo das fémeas primiparas (G1) na fase inicial da lactacdo e as maiores
concentragdes foram observadas nas fémeas pluriparas do G2 na fase final da
lactacao (Tabela 15 e Figura 20).

Embora a concentragdo de magnésio no soro lacteo tenha aumentado
durante a lactagdo nos animais do G1 e G2, este aumento foi significativo
apenas para os animais do G2. Foi observada queda significativa da
concentracdo de magnésio da fase intermediaria para a fase final da lactacéo
nos animais do G3 (Tabela 15 e Figura 20).

Variagbes na concentracdo de magnésio ao longo da lactacdo também
foram observadas por Rangel (2011), que notou aumento do teor de sélidos na
fase final da lactagédo no leite de bufalas Murrah, e Bastos e Birgel (2011), que
verificaram reducao do teor de sélidos totais no leite de bufalas Murrah na fase

final da lactagao.
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Rocha (2010) encontrou média de concentracdo de magnésio de 6,44
mg/dL no soro lacteo de fémeas bovinas primiparas e de 7,12 mg/dL no soro

lacteo de fémeas pluriparas aos 30 dias de lactagao.

Tabela 15. Médias e desvios padrdo da concentragdo de magnésio (mg/dL) no
soro lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés
lactacbes (G2) e fémeas com mais de trés lactagbes (G3) durante a
fase inicial, intermediaria e final da lactacéo.

Fases da lactagao

Grupos Inicial Intermediaria Final
G1 7,34+1,20% 7,50+1,09% 8,19+1,37 4
G2 7,59+1,44 42 7,91+1,27 782 8,80+1,284°
G3 7,65+1 5942 8,04+1,26 5 7,95+3,30%°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na
mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Figura 20. Variagdo da concentracdo de magnésio (mg/dL) no soro lacteo de
bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés lactagbes (G2) e
com mais de trés lactagdes (G3) durante a fase inicial, intermediaria
e final da lactacao.

5.8.8 Concentracao de cloretos (Cl) no soro lacteo

Os animais do G1 obtiveram as menores concentragdes de cloretos na
fase inicial da lactagdo e os animais do G2 tiveram a maior concentragéo de
cloretos na fase final da lactacdo. N&o foram observadas variagcbes
significativas das concentragdes de cloretos no soro lacteo dos animais
avaliados ao longo da lactagéo (Tabela 16 e Figura 21).

Por outro lado, Bastos e Birgel (2011) verificaram aumento significativo

da concentracéo de cloretos nos animais mais velhos e na fase final da lactacéo
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de bufalas Murrah e relacionaram este achado ao maior numero de isolamentos
bacterianos no decorrer das lactagdes. Zafalon et al. (2005) encontraram
aumento progressivo da concentragao de cloretos no leite de vacas e atribuiram
este aumento a possiveis descamacgdes das células secretoras da glandula

mamaria.

Tabela 16. Médias e desvios padrdo da concentracdo de cloretos (mEq/L) no
soro lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés
lactagbes (G2) e com mais de trés lactagbes (G3) durante a fase
inicial, intermediaria e final da lactacao.

Fases da lactacao

Grupos

Inicial Intermediaria Final
G1 159424 182 170+£17,5% 168+22,2 ABa
G2 171+25,7 4 173+21,1% 176+25,7 B2
G3 165+21,3*° 166+15,6° 163+26,3 "

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na
mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Figura 21. Variagdo da concentracao de cloretos (mEqg/L) no soro lacteo de
bufalas Murrah primiparas (G1), fémeas com duas a trés lactacdes
(G2) e com mais de trés lactagdes (G3) durante a fase inicial,
intermediaria e final da lactagao.
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5.8.9 Concentragéao de ferro (Fe) no soro lacteo

As maiores concentragdes de ferro foram observadas nos animais do G2.
Houve queda da concentragéo de ferro no soro lacteo das fémeas ao longo da
lactacéo, sendo esta queda siginificativa para os animais do G1 (Tabela 17 e
Figura 22).

Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Goérska e
Oprzadek (2011), que observaram menores concentragdes de ferro no leite de
novilhas e maiores concentragbes no leite de vacas pluriparas, mas estas
diferencas ndo foram significativas. Segundo Dorea (2000), algumas das
propriedade bactariostacticas do leite estdo estritamente associadas com os
niveis e a biodisponibilidade deste elemento.

Rocha (2010) encontrou média de concentracao ferro de 8,18 mg/dL no
soro lacteo de fémeas bovinas primiparas e 4,18 mg/dL no soro lacteo de

fémeas pluriparas aos 30 dias de lactagao.

Tabela 17. Médias e desvios padrao da concentragéo de ferro (ug/dL) no soro
lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés lactagbes
(G2) e com mais de trés lactagcdes (G3) durante a fase inicial,
intermediaria e final da lactacéo.

Fases da lactacao

Grupos Inicial Intermediaria Final
G1 6,96+18,4 %2 6,67+10,5%° 5,35+6,254°
G2 10,7+24,0% 7,61+17,3% 6,29+8,82 %2
G3 9,44+22 1% 6,24+17 3% 5,35+7,77%

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minusculas iguais na
mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Dunn (P>0,05)
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Figura 22. Variagdo da concentragéo de ferro (ug/dL) no soro lacteo de bufalas
Murrah primiparas (G1), com duas a trés lactagbes (G2) e fémeas
com mais de trés lactagdes (G3) durante a fase inicial, intermediaria
e final da lactacgéo.

5.8.10 Concentragao de calcio ionizado (Cai) no soro lacteo

Os maiores valores da concentracdo de calcio ionizado foram
observados no soro lacteo dos animais do G3 (Tabela 18 e Figura 23).

Houve diminuigdo significativa da concentracdo de calcio ionizado no
soro lacteo das fémeas primiparas (G1) e pluriparas (G2 e G3) entre a fase
inicial e final da lactagao (Tabela 18 e Figura 23).

A concentragdo dos minerais no leite pode variar significativamente, ja
que depende de varios fatores, dentre eles a nutricdo e o estado fisiolégico do
animal (GORSKA: OPRZADEK, 2011).

Rocha (2010) encontrou média de calcio ionizado de 3,41 mg/dL no soro
lacteo de fémeas bovinas primiparas e de 3,88 mg/dL no soro lacteo de fémeas

pluriparas aos 30 dias de lactagao.

Tabela 18. Médias e desvio padrdo da concentracdo de calcio ionizado
(mMol/L) no soro lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com
duas a trés lactagdes (G2) e fémeas com mais de trés lactacdes
(G3) durante a fase inicial, intermediaria e final da lactacao.

Fases da lactacao

Grupos Inicial Intermediaria Final
G1 2,57+0,41% 2,58+0,34 %@ 2,30+0,38%°
G2 2,62+0,48% 2,55+0,34 % 2,38+0,394°
G3 2,760,378 2,92+0,50 B2 2,72+0,54 B°

Médias seguidas de letras mailusculas iguais na mesma coluna e letras minusculas iguais na
mesma linha n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)
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Figura 23. Variacdo da concentragdo de calcio ionizado (mMol/L) no soro
lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés
lactagbes (G2) e fémeas com mais de trés lactagbes (G3) durante a
fase inicial, intermediaria e final da lactacéo.

5.8.11 Concentragao de sodio (Na) no soro lacteo

Notou-se aumento da concentracédo de sdédio no soro lacteo das fémeas
primiparas (G1) e pluriparas (G2 e G3) ao longo das fases da lactagéo (Tabela
19 e Figura 24).

Na glandula mamaria ha um equilibrio do gradiente de concentracao dos
ions sédio, potassio e cloretos entre o leite e o plasma, (SHENNAN; PEAKER,
2000). De acordo com Zafalon et al. (2005), o aumento da concentragéo de
sédio ao longo da lactagdo pode estar relacionado ao aumento da descamacéo
do tecido mamario durante a lactacao, que altera a permeabilidade das junc¢des
paracelulares do tecido mamario acarretando um maior extravasamento deste
ion para o leite.

Rocha (2010) obteve uma média da concentragcdo de cloretos de 149
mMol/L e de 147 mMol/L no soro lacteo de fémeas bovinas primiparas e

pluriparas 30 dias apds o parto, respectivamente.

Tabela 19. Médias e desvios padrao da concentracdo de sédio (mMol/L) no
soro lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés
lactagdes (G2) e fémeas com mais de trés lactacdes (G3) durante a
fase inicial, intermediaria e final da lactacéo.

Fases da lactacao

Grupos — —— -
P Inicial Intermediaria Final
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G1 156+24,2 "= 167+16,4 ** 174+16,2 **
G2 162423,5 *° 172+18,2 ** 178+11,8 *°
G3 161+21,0 % 166+15,9 ** 169+15,3%°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na
mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Figura 24. Variacdo da concentracao de s6dio (mMol/L) no soro lacteo de
bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés lactagbes (G2) e
fémeas com mais de trés lactagcdes (G3) durante a fase inicial,
intermediaria e final da lactagéo.

5.8.12 Concentragao de potassio (K) no soro lacteo

Foi observada queda significativa nos valores da concentracdo de
potassio nos animais de todos os grupos entre na fase intermediaria e final da
lactacéo (Tabela 20 e Figura 25).

A redugao dos teores de potassio pode estar relacionada a manutengéo
do equilibrio osmético, uma vez que o aumento da concentragcdo de sodio leva
a reducéao da concentracao de potassio no leite (ARNEY; PHILIPS, 2005).

Rocha (2010) observou concentracado de potassio de 34,8 mMol/L no
soro lacteo de fémeas primiparas e 38,2 mMol/L no soro lacteo de fémeas

pluriparas 30 dias apds o parto.

Tabela 20. Médias e desvios padrdo da concentragao de potassio (mMol/L) no
soro lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés
lactacbes (G2) e fémeas com mais de trés lactagdes (G3) durante a
fase inicial, intermediaria e final da lactacéo.

Fases da lactagao

Grupos — —— -
P Inicial Intermediaria Final
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G1 32,0+5,56 28,4+4,95% 28,0+2,64"°
G2 31,615,204 28,6+2,78"° 27,242,817
G3 31,945,417 27,1£2,66"° 27,312,227

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na
mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Figura 25. Variagdo da concentracdo de potassio (mMol/L) no soro lacteo de
bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés lactacdes (G2) e
com mais de trés lactagdes (G3) durante a fase inicial, intermediaria e
final da lactacao.

5.9 Fracionamento eletroforético das proteinas da secrecéo lactea

O proteinograma do soro lacteo obtido em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) possibilitou a detecgdo de até 24 proteinas, cujos pesos moleculares
variaram de 12.000 a 235.000 Da. Destas, imunoglobulina A - IgA (160.000
Da), lactoferrina (79.500 Da), albumina sérica (64.000 Da), imunoglobulina G -
IgG (83.000 Da), B-lactoglobulina (18.500 Da) e a-lactoalbumina (15.000 Da)
foram analisadas em razdo da sua importancia para avaliagdo do estado de

saude da glandula mamaria (Figura 26).
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Figura 26. Perfil eletroforético do proteinograma do soro lacteo de bufala
Murrah sadia e com isolamento microbiol6gico negativo.

5.9.1 Concentragcao de imunoglobulina A (IgA) no soro lacteo

Com relagédo a concentracao de IgA no soro lacteo, houve queda desta
imunoglobulina entre a fase inicial e a fase intermediaria da lactacdo em todos
0s grupos avaliados. Somente os animais do G2 e do G3 apresentaram
aumento dos niveis de IgA na fase final da lactagéo (Tabela 21 e Figura 27)

Segundo Kocina, Antane e Lusis (2012), a quantidade de IgA varia
consideravelmente entre individuos e que esta imunoglobulina desempenha um
papel importante na protecéo do tecido mamario.

Rocha (2010) observou concentracao de IgA de 2,33 mg/dL no soro
lacteo de fémeas bovinas primiparas e de 5,32 mg/dL no soro lacteo de fémeas

bovinas pluriparas 30 dias apds o parto.

Tabela 21. Médias e desvios padrdo da concentragdo de IgA (mg/dL) no soro
lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés
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lactagbes (G2) e fémeas com mais de trés lactagdes (G3) durante a
fase inicial, intermediaria e final da lactacéo.

Fases da lactagao

Grupos Inicial Intermediaria Final
G1 0,57+1,59% 0,16+0,56" 0,19+0,59%
G2 0,52+1,00% 0,09+0,29%a 0,51+1,44%
G3 0,59+1,24% 0,23+0,57%2 1,32+3 47"

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minusculas iguais na
mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Dunn (P>0,05)

Figura 27. Variagdo da concentragéo de IgA (mg/dL) no soro lacteo de bufalas
Murrah primiparas (G1), com duas a trés lactagbes (G2) e com mais
de trés lactagbes (G3) durante a fase inicial, intermediaria e final da
lactacao.

5.9.2 Concentragao de lactoferrina no soro lacteo

Foi observada queda da concentracao de lactoferrina no soro lacteo das
fémeas primiparas (G1) e pluriparas (G2 e G3) entre a fase inicial e a fase
intermediaria, seguida por aumento nos niveis desta proteina na fase final da
lactagdo. Os animais do G2 apresentaram os maiores valores da concentragao
de lactoferrina na fase final da lactagéo (Tabela 22 e Figura 28).

Newman et al., (2009) também observaram aumento da concentragéo
de lactoferrina no periodo que antecede a secagem das vacas. Por outo lado,
Sant'/Ana (2004) n&do observou variagdo significativa da concentracdo de
lactoferrina no soro lacteo de fémeas bovinas primiparas e pluriparas durante a

lactacgao.
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Rocha (2010) observou concentragcéo de lactoferrina de 16,9 mg/dL no
soro lacteo de fémeas bovinas primiparas e 14,1 mg/dL no soro lacteo de
fémeas bovinas pluriparas 30 dias apés o parto.

A lactoferrina exerce um importante papel na protecdo da glandula
mamaria, uma vez que esta proteina sequestra o ferro tornando-o indisponivel
para os micro-organismos e dificultando o crescimento destes (NEWMAN,
2009).

Tabela 22. Médias e desvios padréo da concentragdo de lactoferrina (mg/dL)
no soro lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés
lactagbes (G2) e fémeas com mais de trés lactacdes (G3) durante a
fase inicial, intermediaria e final da lactacéo.

Fases da lactagao

Grupos Inicial Intermediaria Final
G1 26,7+10,1%2 26,6+7,85% 38,0+13,8%
G2 26,4+9, 43 26,4+11,3% 59,5+45 5P
G3 31,7+21,4% 24 ,9+7,80% 55,4+28,38°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minusculas iguais na
mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Figura 28. Variagdo da concentragédo de lactoferrina (mg/dL) no soro lacteo de
bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés lactagbes (G2) e
com mais de trés lactagdes (G3) durante a fase inicial, intermediaria
e final da lactagao.

5.9.3 Concentragao de albumina sérica no soro lacteo
Foi observado aumento da concentracdo de albumina no soro lacteo das

fémeas primiparas (G1) e pluriparas (G2 e G3) da fase inicial para a fase final
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da lactagédo, sendo significativo para os animais do G3. Os animais do G3
apresentaram a maior concentragdo de albumina sérica no soro lacteo na fase
final da lactagdo (Tabela 23 e Figura 29).

Sant’Ana (2004) notou menor teor de albumina de origem plasmatica no
soro lacteo de vacas com duas a trés lactagdes (61,7 mg/dL) em comparagéo
com aquele de vacas primiparas (75,7 mg/dL) e pluriparas com quatro ou mais
lactagdes (73,6 mg/dL).

A avaliagdo do teor desta proteina no soro lacteo pode ser um o6timo
indicador de inflamacéo no ubere, pois sua concentracdo esta aumentada
durante o processo inflamatério devido ao aumento da permeabilidade vascular
(SANT'ANA, 2006).

Assim, o aumento da concentragdo de albumina observado no final da
lactacdo nos trés grupos pode estar relacionado as alteragbes do tecido
mamario provocados pelo processo de secagem da glandula mamaria.

Rocha (2010) observou concentracéo de albumina sérica de 25,2 mg/dL
no soro lacteo de fémeas bovinas primiparas e de 42,4 mg/dL no soro lacteo de

fémeas bovinas pluriparas 30 dias apds o parto.

Tabela 23. Médias e desvios padrdo da concentracdo de albumina sérica
(mg/dL) no soro lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas
a trés lactagcbes (G2) e fémeas com mais de trés lactagdes (G3)
durante a fase inicial, intermediaria e final da lactagao.

Fases da lactacao

Grupos Inicial Intermediaria Final
G1 65,4421 1% 68,1+21,8% 73,56+22 8%
G2 67,6+23,6" 73,1+26,4% 95,8+55,3"82
G3 66,7+26,0% 65,1+25,9% 99,1+36,2°°

Médias seguidas de letras mailusculas iguais na mesma coluna e letras minusculas iguais na
mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)
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Figura 29. Variacdo da concentracdo de albumina sérica (mg/dL) no soro
lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés
lactagbes (G2) e com mais de trés lactacbées (G3) durante a fase
inicial, intermediaria e final da lactagao.

5.9.4 Concentragao de imunoglobulina G (IgG) no soro lacteo

Foi observado queda da concentragédo de IgG no soro lacteo das fémeas
primiparas (G1) e pluriparas (G2 e G3) entre a fase inicial e intermediaria da
lactacdo seguida por aumento da concentracdo na fase final da lactacao
(Tabela 24 e Figura 30).

Sant’Ana (2004) verificou teores de IgG de 134 mg/dL, 117 mg/dL e 143
mg/dL no soro lacteo de bovinos de primeira lactagdo, de segunda ou terceira
lactacbes e de quarta ou mais lactagcdes, porém nao verificou variagdes
significativas da concentracdo de imunoglobulina G durante as fases da
lactacgao.

A 1gG tem grande importancia no processo de transferéncia de
imunidade passiva, sendo encontrado valores elevados desta imunoglobulina
na fase colostral (ROCHA, 2010), diminuindo rapidamente, atingindo valores
minimos no leite maduro (GEORGIEV, 2008).

Rocha (2010) observou concentragédo de IgG de 23,9 mg/dL no soro
lacteo de fémeas bovinas primiparas e 34,2 mg/dL no soro lacteo de fémeas

bovinas pluriparas 30 dias apds o parto.

Tabela 24. Médias e desvios padrao da concentracao de IgG (mg/dL) no soro
lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés lactagbes
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(G2) e fémeas com mais de trés lactagbes (G3) durante a fase
inicial, intermediaria e final da lactacao.

Fases da lactagao

Grupos Inicial Intermediaria Final
G1 24,4+69,8% 15,4+8 55"° 19,9+10,2”°
G2 17,0+12,242 15,4+8 57" 37,1+39,2%
G3 25,4+33,7% 20,6+14,0" 49,7+54 7"

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minusculas iguais na
mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Figura 30. Variacdo da concentracao de IgG (mg/dL) no soro lacteo de bufalas
Murrah primiparas (G1), com duas a trés lactagbes (G2) e com mais
de trés lactagbes (G3) durante a fase inicial, intermediaria e final da
lactacao.

5.9.5 Concentragao B-lactoglobulina no soro lacteo

Houve reducgéo da concentragdo de B-lactoglobulina no soro lacteo dos
animais de todos os grupos entre a fase inicial e intermediaria da lactacao,
seguida de aumento da concentracao desta proteina na fase final da lactacao
para os animais do G1 e G3 e queda na concentragdo desta proteina para os
animais do G2 na fase final da lactagéo (Tabela 25 e Figura 31).

Fraga et al. (2009) observou valores de 280, 260 e 150 mg/dL de -
lactoglobulina no soro lacteo de vacas Jersey nas fases inicial, intermediaria e
final da lactagao, respectivamente.

Rocha (2010) observou concentragédo B-lactoglobulina de 706 mg/dL no
soro lacteo de fémeas primiparas e de 872 mg/dL no soro lacteo de fémeas

pluriparas 30 dias apds o parto.
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Tabela 25. Médias e desvios padrédo da concentragdo de B-lactoglobulina
(mg/dL) no soro lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas
a trés lactagcbes (G2) e fémeas com mais de trés lactacdes (G3)
durante a fase inicial, intermediaria e final da lactacao.

Fases da lactagao

Grupos Inicial Intermediaria Final
G1 9712247 850+1474 925+111%2
G2 998+280"° 915+186"° 889+216"
G3 1068+340"%° 838+207"° 895+176"

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na
mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Figura 31. Variacdo da concentracdo de [-lactoglobulina (mg/dL) no soro
lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés
lactagdes (G2) e com mais de trés lactagbes (G3) durante a fase
inicial, intermediaria e final da lactagao.

5.9.6 Concentragao a-lactoalbumina no soro lacteo

Foi observado aumento da concentragdo de a-lactoalbumina no soro
lacteo das fémeas primiparas (G1) e pluriparas (G2 e G3) da fase inicial para a
intermediaria da lactagdo, seguido por aumento na concentracdo desta
proteina para os animais do G1 e G3, sendo este aumento significativo para os
animais do G1. Foi observado queda na concentragao de a-lactoalbumina para
os animais do G2 na fase final da lactacéo (Tabela 26 e Figura 32).

Sant'Ana (2004) observou menor valor médio de a-lactoalbumina no
soro lacteo de vacas com duas a trés lactagdes (135 mg/dL) e maior valor no
soro lacteo de animais primiparos (150 mg/dL), porém nao verificou alteragdes

significativas da concentracéo desta proteina durante a lactacao.
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A reducédo do teor de a-lactoalbumina no final da lactacéo ja foi descrita
em bovinos e foi correlacionada com a queda na concentracao de lactose que
ocorre no final da lactagdo (FARRELL et al., 2004).

Rocha (2010) observou concentragédo B-lactoglobulina de 143 mg/dL no
soro lacteo de fémeas bovinas primiparas e 188 mg/dL no soro lacteo de

fémeas bovinas pluriparas 30 dias apds o parto.

Tabela 26. Médias e desvios padrdao da concentragdo de a-lactoalbumina
(mg/dL) no soro lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas
a trés lactagbes (G2) e fémeas com mais de trés lactagdes (G3)
durante a fase inicial, intermediaria e final da lactagao.

Fases da lactacao

Grupos Inicial Intermediaria Final
G1 312+198% 387+169% 458+74"°
G2 337+185% 373167 357+162%
G3 326+202*° 427+132"2 436+140™

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna e letras minusculas iguais na
mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Figura 32. Variacdo da concentragdo de a-lactoalbumina (mg/dL) no soro
lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés
lactagdes (G2) e com mais de trés lactagbes (G3) durante a fase
inicial, intermediaria e final da lactagao.
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6. CONCLUSAO

- A CCS no leite das bufalas Murrah primiparas (G1) e pluriparas (G2 e G3)
aumentou ao longo da lactagéo, sendo mais elevada nas fémeas com mais de

trés lactacgdes (G3).

- Durante a lactagdo foi observado aumento das atividades das enzimas
gamaglutamiltransferase e fosfatase alcalina, aumento das concentragbes de
proteina total, albumina, fésforo, magnésio, cloretos, so6dio e reducdo das

concentracdes de calcio total, ferro, calcio ionizado e potassio.

- As fémeas primiparas (G1) apresentaram maior atividade das enzimas
gamaglutamiltransferase e fosfatase alcalina e maiores concentragdes de
fésforo e potassio. As fémeas com duas a trés lactagbes (G2) apresentaram
maiores concentra¢des de proteina total, albumina, magnésio, cloretos, ferro e
sédio. As fémeas com mais de trés lactagdes (G3) apresentaram maiores

concentragdes de calcio total e calcio ionizado.

- Durante a lactagdo foi observado aumento das concentracdes de
imunoglobulina A, lactoferrina, albumina sérica, imunoglobulina G, a-

lactoalbumina e redugéo da concentragédo de B-lactoglobulina.

- As fémeas primiparas (G1) apresentaram maior concentracdo de a-
lactoalbumina. As fémeas com duas a trés lactacdes (G2) apresentaram maior
concentracéo lactoferrina. As fémeas com mais de trés lactagdes (G3)

apresentaram as maiores concentragdes de imunoglobulina A, albumina sérica,

imunoglobulina G e B-lactoglobulina.

- Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e Corynebacterium sp. foram os
micro-organismos mais isolados nas amostras de leite das bufalas Murrah
durante a lactacdo, sendo Staphylococcus spp. mais predominante nas

amostras de leite das fémeas com uma lactagédo (G1), Streptococcus spp. nas
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amostras de leite das fémeas com duas a trés lactagbes (G2) e
Corynebacterium sp. nas amostras de leite das fémeas com mais de trés

lactagdes (G3).

- Os antibidticos gentamicina, ceftiofur e cefoperazona apresentaram a maior
eficiéncia in vitro e os antibidticos neomicina e sulfametoxazol/trimetoprim
apresentaram a menor eficiéncia in vitro contra os micro-organismos isolados
nas amostras de leite das fémeas Murrah primiparas (G1) e pluriparas (G2 e
G3) ao longo da lactagdo. Foi observado multirresisténcia a trés ou mais

farmacos em 30,1% dos micro-organismos isolados.

- Nao foi observada influéncia da pluviosidade na ocorréncia de mastite nas
budfalas Murrah primiparas (G1) e pluriparas (G2 e G3) ao de uma lactacao

completa.
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