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RESUMO

Com o objetivo de verificar a utilidade da detecção da

soroalbumina e imunoglobulinas no leite como diagnóstico da

mastite subclínica, avaliaram-se a relação entre a concentração

dessas proteínas, o exame microbiológico e o "California Mastitis

Test" (CMT). Foram examinados 172 quartos mamários em três

diferentes estágios da lactação, definidos como: estágio I,

compreendido entre o 1º  e o 100º  dia, estágio II, do 101º  ao 200º

dia e estágio III, do 201º  ao 300º dia. Amostras de leite foram

assepticamente colhidas de cada quarto mamário previamente

examinado pelo CMT. Essas amostras foram imediatamente levadas ao

laboratório para exames bacteriológicos. Uma alíquota de cada

amostra foi congelada a -20ºC e posteriormente testada para a

presença de albuminas e imunoglobulinas, por meio da técnica de

imunodifusão radial simples. Concentrações de albumina acima dos

limites fisiológicos foram observadas mais frequentemente em

amostras onde o CMT apresentou reação de maior severidade (+++) e

naquelas onde foram isolados Streptococcus spp. e Staphylococcus

aureus. Em amostras onde não se isolou bactérias (84 das 172

examinadas), níveis fisiológicos de BSA foram observados em 72

delas, e entre as 88 positivas no exame bacteriológico, 10

apresentaram níveis de BSA acima do limite fisiológico. Os níveis



de imunoglobulinas considerados acima do limite fisiológico foram

mais freqüentes nas amostras onde o CMT foi positivo (57,9%). Nas

amostras com reação negativa ou traço no exame do CMT, 17,7%

delas tinham níveis acima do fisiológico. A proporção das

amostras de leite com níveis de imunoglobulinas acima do limite

fisiológico foi maior naquelas onde foram isolados S. aureus e

Streptococcus spp. Dentre as amostras com exame bacteriológico

negativo, 69% apresentaram níveis fisiológicos de Ig, e entre as

amostras positivas nos exames bacteriológicos, 39,8% apresentaram

níveis acima dos fisiológicos. Em 22 amostras de leite onde

ocorreu aumento de BSA acima dos níveis fisiológicos ocorreu

também aumento do nível de Ig. A detecção de soroalbumina bovina

e imunoglobulinas em amostras de leite pode ser usada como exame

complementar ao CMT e/ou exames bacteriológicos para melhor

caracterização de quadros mastíticos, auxiliando a identificação

de processos inflamatórios e presença de microrganismos

imunogênicos. A técnica de imunodifusão radial para detecção

dessas proteínas é simples, os reagentes são fáceis de serem

obtidos e/ou produzidos na maioria dos laboratórios, apesar de

laboriosa.



Summary

This work airned to evaluate the feasibility of milk
serum albumin (BSA) and immunoglobulin (Ig) detection for the
diagnosis of subclinical mastitis. Bacteriological
examinations and concentrations of BSA and Ig were determined
in 172 milk samples. The samples were also examined by the
California Mastitis Test (CMT). Immediately after collection,
the samples were taken to the laboratory and
bacteriologically examined. An aliquot of each sample was

kept at -20ºC and later, concentrations of BSA and Ig were

determined by radial immunodiffusion. A total of 111 milk
samples had physiological levels of BSA (<0.2mg/ml) and Ig
(< 0.5mg/ml). Twenty-two samples had higher levels of both
proteins and 39 samples had higher levels of Ig and
physiological levels of BSH. Concentrations of BSA and Ig
above the physiological levels were more frequently observed
in quarters samples with severe (+++) CMT reaction and
udder infection caused by Streptococcus spp and
Staphylococcus aureus. In bacteriologically positive quarters
(88 out of 172), increased levels of BSA and Ig were found in
10 and 35 samples, respectively. In the bacteriologically
negative quarters (84 out of 172), physiological levels of
BSA and Ig were found in 72 and 58 samples, respectively.
Although BSA and Ig measurements in milk samples gave further
information about udder tissue damage, they can not be used
as a sensitive parameter to detect early inflammatory
reaction. 

Key words: subclinical mastitis, immunoglobulin, bovine serum

albumin, diagnosis.



1. INTRODUÇÃO 

A avaliação objetiva da ocorrência de enfermidades

subclínicas em rebanhos de leite é geralmente difícil. A

disponibilidade de métodos de diagnóstico que possam indicar a

presença de enfermidades subclínicas ou que possam avaliar a

recuperação de animais submetidos a medidas curativas é de

utilidade na bovinocultura de leite. Dentre as enfermidades que

acometem bovinos de leite adultos, a mastite é uma das doenças

que mais se beneficiariam de métodos de diagnóstico com esta

capacidade. O diagnóstico da mastite clínica pode ser feito

facilmente por meio de exame clínico. Entretanto, o diagnóstico

da forma subclínica está baseado em alterações citológicas e

bioquímicas da secreção láctea e isolamento de microrganismos

patogênicos.

As alterações citológicas são representadas pelo aumento de

"células somáticas". Os neutrófilos são as principais células

presentes na secreção láctea de vacas afetadas por mastite,

seguidas pelos macrófagos e linfócitos. Vários testes foram

desenvolvidos com o objetivo de estimar a contagem dessas

células, sendo os principais o "California Mastitis Test" (CMT),

"Wisconsin Mastitis Test" (WMT) e a prova de Whiteside.
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Como conseqüência do processo inflamatório da glândula

mamária, várias substâncias alteram a composição do leite,

denunciando processos inflamatórios ou infecciosos. A detecção

dessas substâncias pode ser de auxílio no diagnóstico precoce de

infecções da glândula mamária ou na identificação de processos de

regressão de infecções. Dentre estas substâncias, as albuminas e

imunoglobulinas são proteínas séricas que estão presentes em

quantidades ínfimas na secreção láctea (<0,2 e <0,5 mg/ml,

respectivamente). Quando presentes em níveis acima destes limites

fisiológicos, as albuminas representam um indicador sensível do

aumento da permeabilidade capilar, enquanto as imunoglobulinas

indicam também resposta específica a microrganismos. A

disponibilidade de métodos que possam detectar alterações dos

índices fisiológicos dessas duas proteínas na secreção láctea, em

combinação com exames bacteriológicos pode servir de auxílio no

diagnóstico preciso da mastite subclínica e na identificação de

processos de regressão de infecções. Este trabalho descreve a

padronização de duas técnicas para detecção de soroalbumina

bovina (BSA) e imunoglobulinas (Ig) no leite bovino e a

aplicação destas técnicas em amostras de leite avaliadas

previamente pelo CMT e exames bacteriológicos.



2. REVISÃO DA LITERATURA 

O diagnóstico preciso das enfermidades da glândula mamária

exige que o clínico veterinário utilize amplos conhecimentos de

semiologia, realizando um exame clínico minucioso e completo. O

exame físico da glândula mamária por meio da inspeção e palpação

é complementado pelo exame macroscópico, microscópico e

microbiológico do leite (BIRGEL, 1982). O diagnóstico rápido das

mastites não só constitui uma exigência básica para a qualidade

higiênica do leite, como também é decisivo para o resultado do

tratamento, quando se deve evitar uma perda permanente na

produção de leite (ROSENBERGER, 1983; MUNRO et al., 1984).

A forma clínica e subclínica das mastites constituem

síndromes que devem ser encaradas de forma distinta, embora uma

possa evoluir ou regredir no sentido da outra. Logo, a distinção é

fundamental para estabelecimento de medidas preventivas e/ou

curativas adequadas. A mastite clínica é caracterizada por uma

sintomatologia evidente, de fácil interpretação e ocasiona

marcante diminuição na produção de leite (BRAMLEY, 1992). A

detecção da forma clínica depende do exame da glândula mamária e

sua secreção (BRAMLEY, 1992). A mastite asséptica e rara e

ocorre devido a desequilíbrios hormonais ou trauma localizados. A

forma infecciosa é a mais prevalente, apesar de, em muitos casos,
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não ser detectada por meio dos exames bacteriológicos das

amostras de leite (BULLETINIDE, 1987).

A mastite subclínica é difícil de detectar e controlar e

causa diminuição progressiva da produção de leite (GIESECK &

BARNARD, 1985; LOUZÃ et al., 1986). Esta forma da enfermidade

requer identificação prévia de sua etiologia para que medidas

racionais de controle possam ser implementadas (BRAMLEY, 1992).

O diagnóstico da mastite subclínica apresenta dificuldades,

tanto ao nível de campo quanto de laboratório. Ele se baseia em

alterações na composição do leite e exames bacteriológicos

(GIESECK & BARNARD, 1985; BRAMLEY, 1992). Existem várias

provas, diretas e indiretas, usadas com este objetivo, sendo a

prova de Whiteside, o "California Mastitis Test" (CMT) e o

"Wisconsin Mastitis Test" (WMT) os principais testes indiretos

baseados no aumento de "células somáticas" no leite, usados no

campo ou em plataformas industriais. O CMT é a prova que mais se

destaca para uso no campo, devido principalmente a sua

simplicidade e rapidez. Ele avalia o grau de irritação existente

nos quartos mamários em lactação, constituindo-se em um método de

diagnóstico geral que não pode especificar a etiologia da

enfermidade, não sendo portanto concludente (SCHALM & NOORLANDER,

1957; NADER FILHO et al., 1984; NADER FILHO et al., 1985).
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Vários estudos têm tentado explorar as alterações da

composição do leite mastítico para o estabelecimento de testes

mais precisos, tanto para uso no campo quanto no laboratório e

plataformas industriais. Entre as alterações que ocorrem no

leite mastítico, o aumento da concentração das soroalbuminas

bovinas no leite (BSA) e imunoglobulinas (Ig) são evidentes nos

processos inflamatórios e infecciosos. Testes que possam

identificar essas proteínas podem constituir instrumento auxiliar

de grande utilidade no diagnóstico das mastites subclínicas

(GIESECK & VILJOEN, 1974; SMITH et al., 1979; KALOREY & DHOLAKIA,

1984; BAKKEN & THORBURN, 1985; GIESECK & BARNARD, 1985; SANDHOLM

& MATTILA, 1986; PEREZ et al., 1989; OSTENSSON, 1993).

Em condições normais, as albuminas passam do sangue para o

leite em pequenas quantidades (GUIDRY et al., 1980). Os níveis

de BSA variam de 0,1 a 0,4mg/ml no início da lactação e 0,1 a

0,2mg/ml em plena lactação (DIXON et al., 1961; PEREZ et al.,

1989). Nos processos inflamatórios, ocorre aumento da

permeabilidade da microcirculação sangüínea (SLAUSON & COOPER,

1982), elevando conseqüentemente o nível dessa proteína no leite

(LECCE & LEGATES, 1959). Várias observações realizadas com

mastite induzida por microrganismos ou infusão de endotoxinas

evidenciaram que o nível de BSA começa a aumentar para valores

acima do fisiológico em cerca de duas horas após a agressão,

precedendo a migração dos leucócitos. A magnitude e duração
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desse aumento é condicionada pela severidade e permanência da

injúria (revisados por GIESECKE & VILJOEN, 1974).

Correlação significativa entre altas contagens de "células

somáticas" no leite e concentrações elevadas de BSA têm sido

observadas em alguns estudos (SMITH ET AL, 1979; GIESECKE &

BARNARD, 1985). PEREZ et al., (1989) classificaram vacas com

mastite em três categorias, de acordo com o CMT (+, ++ e +++) e

verificaram que os níveis de BSA eram elevados nas vacas

classificadas em +++.  Resultados semelhantes foram observados

por GUIURY et al., (1980) que encontraram correlação

significativa entre níveis de BSA e o resultado do WMT. Em

amostras de leite com escore do WMT menor que 10, a concentração

de BSA era 8.7% do total das proteínas da amostra. Essa

concentração quase duplicou nas amostras onde o WMT foi maior que

20 (RANDOLPH et al., 1974). Resultados semelhantes foram obtidos

por GUIDRY et al., (1980) que estudaram amostras de leite

colhidas em vacas 24 horas após a indução de inflamação.

ISHIKAWA et al., (1982) e BAKKEN & THORBURN, (1985) verificaram

que, em amostras de leite onde o escore do CMT era positivo,

ocorreu um aumento significativo no nível de soroalbuminas

bovinas. Concentrações médias de BSA de 0,21mg/ml foram

determinadas em amostras de leite com contagens de células de 313

X 103, enquanto que, em amostras com contagens médias de 8.282 X

103, o nível médio subiu para 0.82mg/ml (ALI et al., 1980).
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Aumento relativo de mais de 100% na concentração de BSA de vacas 

Holandesas e Guernseys foi observado quando amostras com 

contagens celulares menores que 2,5 x 105 e maiores que 1,0 x 105

foram comparadas (HAENLEIN et al., 1973) . Correlações positivas 

maiores que 0,70 foram observados em outras experimentações onde 

a contagem de células e a concentração de BSA foram determinadas 

(SMITH et al., 1979; KITCHEN et al., 1980; HONKANEN-BUZALSKI & 

SANDHOLM, 1981). 

O nível fisiológico de Ig na secreção láctea varia 

consideravelmente. Ele pode exceder 100mg/ml no colostro e

diminuir para 0,5mg/ml em amostras de leite colhidas durante a

lactação (LASCELLES, 1979). Nos processos inflamatórios, em

decorrência do aumento da permeabilidade vascular, transporte 

seletivo ou síntese local, a concentração de Ig pode atingir até 

50mg/ml (GUIDRY et al., 1980; NORCROSS, 1982; SHELDRAKE, 1987;

OTERO & CRUZ, 1992; PERSSON et al., 1992). 

O nível de Ig no leite está correlacionado, com o aumento de 

"células somáticas" no leite (PEREZ et al., 1989). Alguns autores 

verificaram, por meio de provas indiretas, que a concentração de 

Ig aumenta quando o escore dessas provas são altos. Em amostras 

de leite examinadas pelo WMT, RANDOLPH et al., (1974) verificaram 

que naquelas amostras onde o WMT era negativo (< 10), o

percentual de Ig era 5%. Esse percentual aumentou para mais de 
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14% quando as amostras eram positivas (> 20). O escore do WMT de

amostras de leite colhidas em vacas com inflamação aguda induzida

aumentou cinco vezes, sendo este aumento do escore acompanhado do

aumento do nível de Ig em 1,5 vezes (GUIDRY et al., 1980).

Aumentos significativos na quantidade de Ig foram também

observados em amostras de leite onde o CMT era positivo.

HAENLEIN et al., (1973) observaram que, em amostras de leite com

contagens de "células somáticas" superiores a 1,0 X 105, a

percentagem de Ig era quase quatro vezes maior que nas amostras

com contagens de células menores que 2,5 X 105.

O estudo de mastites induzidas tem evidenciado aumentos da

concentração de BSA e Ig na secreção láctea. Aumenta significante

no nível dessas proteínas foi observado duas horas após a infusão

de quartos mamários com endotoxinas de Escherichia coli. O nível

de BSA e Ig nas amostras colhidas antes da infusão era 0,38 mg/ml

e 0,34mg/ml, respectivamente, tendo aumentado para 4,49 mg/ml e

0,79 mg/ml, respectivamente. Quando estas proteínas atingiram o

pique, quatro horas após a infusão, a concentração de BSA era

9,37 mg/ml e a de Ig era 1,35mg/ml (GUIDRY et al., 1983). Em

exames de amostras de leite de vacas com inflamação aguda da

glândula mamária, induzida pela infusão de glicogênio de ostra

dissolvido em solução salina, ficou evidente que as quantidades

de BSA e Ig sofrem um aumento superior a 100% e 50%,

respectivamente, 24 horas após a infusão (GUIDRY et al., 1980).
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Aumento do nível de BSA na secreção láctea de vacas submetidas a

infusão com endotoxina de Salmonella typhimurium ocorreu duas

horas após a infusão, atingindo o pique após quatro horas,

declinando a níveis fisiológicos após 30 horas (OSTENSSON, 1993).

Em vacas hiperimunizadas contra Streptococcus agalactiae, a

concentração de Ig no leite aumentou 24 horas após a infecção

experimental, sendo este aumento representado principalmente por

imunoglobulina A (IgA) . Após este pique, o nível de IgA declina

gradualmente. Setenta e duas horas após a infecção,

imunoglobulinas G (IgG) foram detectadas. Esta classe de Ig

atinge o máximo seis dias após a infecção e depois declina

lentamente ate atingir níveis fisiológicos (LOGAN et al., 1986).

Estudos do nível de BSA e Ig no leite, em casos de infusões de

endotoxinas ou infecção experimental, demonstraram que o nível de

BSA aumenta rapidamente, enquanto que Ig aumenta mais lentamente.

Em contraste, a permanência de Ig e mais duradoura (ANDERSON &

ANDREWS, 1977). Aumentos semelhantes aos ocorridos nas mastites

induzidas têm sido observados também em amostras de leite

colhidas em vacas com mastite clínica e subclínica em nível de

campo (SINGH & GANGULI, 1975).

As informações disponíveis sugerem que a detecção de BSA e

Ig na secreção láctea pode servir como um instrumento auxiliar

no monitoramento de alterações da glândula mamária. Existem

várias técnicas disponíveis capazes de quantificar essas
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proteínas. Entre elas, destaca-se a imunodifusão radial, que  é

uma técnica simples, cujos reagentes e materiais são disponíveis

na maioria dos laboratórios de Sanidade Animal dedicados

aos estudos de enfermidades de bovinos de leite (GARVEY et al.,

1977).



3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1. Delineamento Experimental

Amostras de leite foram colhidas de 172 quartos mamários

de 45 vacas leiteiras primíparas ou multíparas em diferentes

idades e estágios lactacionais. O Leite amostrado em cada

quarto foi submetido ao CMT, exames microbiológicos e

dosagens de BSA e Ig.

3.2. Características do rebanho

Os animais amostrados pertencem ao Centro Nacional de

Pesquisa de Gado de Leite da Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuária, os quais são mantidos em sistema de produção

semi-intensivo. Os animais são em sua maioria mestiços com

predominância da raça Holandesa, variedade preto e branco. O

sistema de ordenha é o mecânico, ocorrendo duas vezes ao dia.

Os animais foram avaliados nos três estágios lactacionais,

correspondendo a 100, 200 e 300 dias o limite para a

caracterização do primeiro, segundo e terceiro estágios

respectivamente. Foram excluídos os primeiros 20 dias após o

parto e os últimos 30 dias antes do término da lactação. Os

animais permaneceram sem tratamento durante o experimento. Não

haviam recebido tratamento prévio para mastite.
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3.3. "California Mastitis Test”

3.3.1. Preparo do Reagente

O reagente para a prova do CMT foi preparado com o

detergente comercial neutro segundo modificação feita por

LANGENEGGER et al., 1981, de acordo com a seguinte fórmula:

Detergente comercial neutro                   300 ml
Água destilada                           600 ml
Púrpura de bromo-cresol, solução 0,5%          15 ml
Verde bromo-cresol, solução 0,5%             5 ml

O pH foi ajustado para 8,0, antes da adição dos indicadores.

O reagente contrasta bem com o leite, dando uma coloração

azul-escuro. 

3.3.2. Procedimento para condução do CMT

Após a higienização e antissepsia das tetas, foram

pesquisadas alterações macroscópicas do leite por meio da

prova da caneca de fundo escuro. Em seguida, era feita a

ordenha de 2 a 3ml de leite em cada copo da bandeja plástica,

com o cuidado de evitar espuma. Posteriormente, a bandeja

era inclinada até formar um ângulo de 45º para entornar o

excesso de leite e deixar quantidade igual em cada copo. O

reagente era então adicionado em quantidade igual a do leite.

Movimentos circulares eram impressos à mistura e dentro de
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eram então enviadas imediatamente ao laboratório para exames

microbiológicos. 

3.4.2. Procedimentos Bacteriológicos 

As amostras foram inicialmente plaqueadas em agar sangue

de carneiro a 5% e ágar MacConckey e incubadas por 24 a 48

horas a 37ºC. As colônias isoladas foram observadas quanto a

morfologia, tipo de hemólise e submetidas a identificação

microscópica em esfregaços corados pelo método de Gram. Após

o exame microscópico das colônias isoladas, os microrganismos

foram classificados em gênero, de acordo com as seguintes

técnicas : 

Streptococcus: As colônias isoladas eram pequenas

(aproximadamente 0,5 mm de diâmetro), acinzentadas e

apresentavam ou não área definida de hemólise. Para

melhor avaliação da morfologia das bactérias, procedeu-

se a repicagem em caldo cérebro-coração (BHI)

enriquecido com a adição de quatro a cinco gotas de soro

eqüino e incubado por 24 horas a 37ºC. A partir da

cultura em caldo era feito o esfregaço corado pelo

método de Gram para observação das células típicas de

cocos gram positivos em cadeias. Efetuava-se também a

prova da catalase. 
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Staphylococcus e Micrococcus: As colônias isoladas eram

opacas e brilhantes, com aproximadamente 1,0 mm de

diâmetro após 24 horas de incubação. Algumas colônias

apresentavam pigmento amarelado. Outras apresentavam

hemólise total no ágar sangue. Estas colônias eram

submetidas à coloração pelo método de Gram e

apresentavam-se como cocos gram positivos em cachos.

Eram repicadas para placa de ágar nutritivo e incubadas

por 24 horas a 37ºC. Em  seguida, efetuava-se as provas

da catalase, coagulase, oxidação e fermentação da

glicose (O/F). 

Corynebacterium sp: As colônias isoladas eram pequenas,

esbranquiçadas e, geralmente, visíveis somente após 48

horas de incubação. Realizava-se a observação

microscópica em esfregaços corados pelo método de Gram.

As células se apresentavam como bastonetes gram

positivos, pequenos, delgados, pleomórficos e não

formavam esporos. Geralmente se apresentavam em pequenos

grupos, em paliçadas ou letras chinesas. Estas colônias

eram repicadas para caldo BHI contendo 4 a 5 gotas de

soro eqüino de onde era feito a prova da catalase e novo

esfregaço para confimação da morfologia celular. 

Coliformes: As colônias se apresentavam grandes e

acinzentadas no ágar sangue e fermentadoras da lactose e

mucóides no ágar MacConkey após 24 horas de
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incubação, a 37ºC. Esfregaços corados pelo método de

Gram mostravam bastonetes pequenos ou coco-bacilos gram

negativos. As colônias eram repicadas para ágar

nutritivo e incubadas à 37ºC. A partir do crescimento,

em ágar nutritivo, eram semeadas em meios apropriados

para as provas de: produção de indol, mobilidade,

produção de urease, oxidação e fermentação da glicose

(0/F), vermelho de metila e fermentação da glicose,

sacarose e/ou lactose, produção de gás e sulfeto de

hidrogênio (H2S) no ágar ferro tríplice açúcar (TSI).

3.5. Determinação dos níveis de soroalbuminas e imunoglobulinas 

bovina 

3.5.1. Colheita de amostras de leite 

Após a colheita de amostra para exame bacteriológico,

20ml de leite eram colhidos em tubos de ensaio

esterilizados. As amostras eram então conservadas a -20ºC

até serem analisadas. 

3.5.2. Produção de anti-soros específicos 

Soro antialbumina e antiimunoglobulina G bovinos foram

preparados por meio da hiperimunização de dois coelhos
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adultos sadios para cada proteína. Para obtenção de cada

anti-soro, os coelhos foram inoculados por via intradérmica,

em intervalos de 15 dias com 3 mg de albumina bovina ou

imunoglobulina G. Para a aplicação intradérmica das

proteínas, foi feita uma suspensão de 3 mg de cada proteína

em 1,0 ml de solução salina estéril e emulsificadas em 1,0 ml

de adjuvante completo de Freund. Após cinco inoculações

consecutivas, os animais foram sangrados na veia marginal da

orelha ou tiveram punção intracardíaca. Após a coagulação, o

sangue foi centrifugado a 2500 rotações por minuto, durante

15 minutos, para separação do soro. O soro foi então

inativado em banho-maria a 56ºC, durante 30 minutos, e

conservado a -20ºc, até que a precipitação das

imunoglobulinas fosse efetuada. 

Para precipitação das imunoglobulinas anti-albumina

bovina e antiimunoglobulina bovina, o soro foi descongelado e

em seguida submetido a precipitações sucessivas com sulfato

de amônio de acordo com o descrito em GARVEY et al., (1977).

Os sais de amônio foram removidos por diálise contra tampão

barato (GARVEY et al., 1977). Em seguida, liofilizadas e

armazenadas a -20ºC para uso posterior. 

3.5.3. Padronização dos testes 

Placas para determinação de BSA e Ig bovina, por

imunodifusão radial simples, foram preparadas de acordo com o



descrito por MANCINI et al. (1965). Anti-soro específico

liofilizado, produzido em coelhos conforme descrito acima,

foi diluído em diferentes concentrações em uma solução tampão

e mantidos em banho-maria a 56°C. Ágar Noble a 3% foi fundido

com 0,5% de polietileno glicol 4000 na mesma solução tampão.

Iguais quantidades da solução contendo anti-soro e da solução

contendo o ágar eram então misturadas, homogeneizadas e

mantidas a 56ºC durante 10 minutos. Posteriormente, volumes

de 8 ml da solução foram dispensados em placas apropriadas.

Após solidificação, poços de 3mm de diâmetro foram cortados

no ágar com o auxílio de um "gel puncher". Em seguida, 5µl

de amostras-padrão de leite contendo quantidades crescentes

de cada proteína foram pipetadas nos poços. As placas foram

então incubadas a 4ºC em câmara úmida, por 24 horas, e em

seguida submetidas à leitura, quando era anotado o diâmetro

do halo de precipitação antígeno-anticorpo, feita com o

auxílio de uma régua apropriada (QUIPMETER, Helena

Laboratories, Belamonte, Texas). Uma curva padrão foi

construída para cada proteína testada, por meio da regressão

da área do halo precipitado em relação a concentração dos

padrões, tendo se identificado a concentração de lmg de

proteína liofilizada para cada mililitro de solução como

ideal para a condução dos testes.

3.5.4. Testes de Imunodifusão Radial em amostras de leite 
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As amostras de leite eram descongeladas totalmente, e em

seguida 5µl de cada amostra eram pipetadas em duplicatas nas

placas de ágar preparadas de acordo com o descrito

anteriormente. Após a incubação, os diâmetros dos halos de

precipitação foram mensurados baseados na técnica descrita

acima. A quantificação das BSA e Ig foram feitos com o uso

da equação obtida com a curva de regressão dos padrões.



4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

Nas amostras de leite analisadas, concentrações de BSA

acima dos limites considerados fisiológicos foram observadas

mais freqüentemente onde o CMT apresentou reação de maior

severidade (escore +++) (Tabela 1). Houve maior concordância

entre os escores negativos e traços com baixos níveis de BSA

(dois casos positivos com  níveis acima do fisiológico em 96

amostras avaliadas). Estes resultados mostram que houve um

aumento na concentração de BSA com a severidade da doença.

Diversos pesquisadores que es tudaram o aparecimento de

BSA em relação à mastite verificaram também um aumento da

concentração de BSA em relação ao aumento nos escores do CMT

ou na contagem de "células somáticas" no leite (GIESECKE &

VILJOEN, 1974; HONKANEN - BUZALSKI & SANDHOLM, 1981; ISHIKAWA

et al., 1982; KALOREY & DHOLAKIA, 1984; POUTREL et al., 1983;

BAKKEN & THORBURN, 1985 e PEREZ et al., 1989). Em alguns

desses trabalhos, a variação da concentração de BSA foi

correspondente a outros indicadores de inflamação, como

exemplo, inibidor da tripsina ou a enzima N-acetil-B-D-

glucosaminidase (HONKANEN-RUZALSKI & SANDHOLM, 1981; MATILLA

et al., 1986; PYÖRÄLÄ, 1988).

Tem sido observado também um aumento significativo de

BSA de acordo com o estágio da lactação. GIESECKE & VILJOEN

(1974) relataram um aumento no final da lactação. Outros
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autores, além de verificarem aumentos nos níveis de BSA

próximos ao período de regressão da glândula mamária,

verificaram um aumento destes níveis no período próximo ao

parto, por influência hormonal (POUTREL et al., 1983;

SHELDRAKE et al., 1983; SAAD et al., 1990). Quando se

considera o estágio da lactação, nos resultados obtidos nesse

estudo, verifica-se que o número de amostras com níveis de

BSA acima do limite fisiológico foi maior nas amostras

colhidas no terceiro estágio de lactação. Contudo, isto só

foi observado quando o escore do CMT foi alto +++, (Tabela

1). As amostras do terceiro estágio, com escores menores

(negativo, traços, + ou ++) não apresentaram níveis elevados

de BSA. Embora, o número de amostras examinadas nos escores

+ e ++ tenha sido pequeno, parece que os níveis observados no

terceiro estágio da lactação se relacionam mais à severidade

da reação inflamatória, do que ao estágio da lactação.

O número de amostras onde se observou níveis de BSA

acima do limite fisiológico foi mais freqüente naquelas em

que foram iso1ados Streptococcus sp. e Staphylococcus aureus

(Tabela 2). Outros estudos têm relacionado o aumento da

concentração de RSA com a infecção bacteriana na glândula

mamária. RAINARD & CAFFIN (1983) detectaram aumento de BSA e

outros indicadores de inflamação após a inoculação

intramamária de Escherichia coli. Um aumento significativo de

BSA foi relacionado a quartos mamários infectados por
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S. aureus (ISHIKAWA et al., 1982). De modo semelhante, quartos

mamários infectados por bactérias consideradas patógenos

primários de mastite (S. aureus, Streptococcus agalactiae,

S. dysgalactiae e S. uberis) são relacionados a níveis

elevados de BSA (BAKKEN & THORBURN, 1985; VEKHOEFF & SMITH,

1981 e SHELDRAKE; et al., 1983). Nestes casos, quartos

mamários infectados por patógenos considerados secundários

(Corynebacterium bovis, micrococos e outras espécies de

estafilococos e estreptococos) ou quartos mamários

bacteriologicamente negativos apresentam níveis de BSA

comparativamente menores.

Neste trabalho, nas 84 amostras onde os exames

bacteriológicos foram negativos, níveis fisiológicos de BSA

foram observados em 72 amostras (Tabela 3). Em 50 amostras

onde os escores do CMT foram "negativos ou traços", duas

apresentaram níveis de HSA acima do limite fisiológico. Nas

34 amostras positivas ao CMT (+, ++ e +++), 10 (29%)

indicaram níveis de RSA acima do limite fisiológico. Dentre

as amostras classificadas com escore +++, 75% apresentaram

níveis de BSA acima do limite fisiológico. Um total de 88

amostras foram positivas ao exame bacteriológico. Destas, 10

apresentaram níveis de BSA acima do limite fisiológico e

todas estas apresentaram o escore +++ ao CMT (Tabela 4). 

Os diâmetros dos halos de precipitação obtidos para

BSA em amostras bacteriologicamente positivas e negativas
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foram projetado na figura 1. Como pode ser observado, as

concentrações mais elevadas de BSA correspondem a escores

+++ ao CMT. Estes resultados são semelhantes aos

apresentados por BAKKEN & THORBURN (1985) para os patógenos

primários e secundários. Os patógenos secundários induziram

baixos níveis de BSA, mesmo para escores +++ ao CMT.

Níveis elevados de BSA onde houve resultado negativo

no exame bacteriológico e elevada concentração de "células

somáticas", (CMT +++) podem estar relacionados a amostras

positivas para mastite, mas onde não foi possível obter uma

cultura positiva. As flutuações observadas no número de

microrganismos excretados por uma glândula mamária infectada

podem explicar a ausência de isolamento bacteriano no cultivo

de uma amostra de leite. Cultura de duas amostras tendem a

aumentar as chances de isolamento bacteriano (GRIFFIN et al.,

1987; BRAMLEY, 1992 e JENSEN & KNUDSEN, 1988).

Amostras de leite de onde se isolaram patógenos

secundários apresentavam níveis baixos de BSA, sugerindo

pouca irritação tecidual causada por esses microrganismos,

mesmo quando havia alta concentração de "células somáticas",

(CMT positivo). As amostras em que houve isolamento de

patógenos considerados primários e baixa quantidade de

células no leite (CMT negativo ou traços) podem estar

relacionadas a lesão epitelial menos severa na glândula

mamária. GIESECKE & VILJOEN (1974) afirmaram que o aumento

dos níveis de BSA somente ocorrerá na presença de dano do
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epitélio secretor. GIESECKE & VILJOEN (1974) e GIESECKE &

BARNARD (1985) utilizaram a avaliação de BSA, juntamente com

contagem de "células somáticas" e exame bacteriológico, para

diferenciar infecção do canal da teta da infecção do úbere.

Amostras bacteriologicamente positivas, com baixa contagem de

"células somáticas" e níveis elevados de BSA, foram

consideradas como infecção irrelevante do canal da teta.

Quando a contagem dessas células estava elevada, considerou-

se como infecção relevante do canal da teta.

Os dados relativos à presença de Ig nas amostras de

leite mostram que o número de quartos mamários com níveis

acima do limite considerado fisiológico (> 0,5mg/ml) foi mais

freqüente onde o CMT foi positivo (57,9%). Nas amostras com

escores de CMT negativo ou traços, 17,7% tinham níveis acima

do fisiológico (Tabela 5). De maneira semelhante aos níveis

observados para BSA, a maioria das amostras com níveis

elevados de Ig apresentava escores +++ ao CMT, nos três

estágios da lactação.

O aumento da concentração de Ig no leite de animais

com mastite tem sido relacionado ao grau de permeabilidade

vascular nos tecidos da glândula mamária. Quando aumenta a

permeabilidade capilar, durante o processo inflamatório, a

concentração de Ig na secreção mamária aumenta (SINGH &

GANGULE, 1975 e OTERO & CRUZ, 1992).
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Inoculação intramamária de endotoxina bacteriana de

S. agalactiae resultou em um aumento de IgG1 e IgG2 no leite

(ANDERSON & ANDREWS, 1977 e PERSSON et al., 1992). Juntamente

com o aumento de IgG, são relatados aumentos no nível de BSA

e na contagem de "células somáticas". RAINARD   & CAFFIN (1983)

relataram que, após a exposição intramamária a E. coli, os

níveis de BSA, IgG1 e IgG2 aumentaram e decresceram em

paralelo. Aumento da concentração relativa das Ig com o

aumento do escore do CMT foi observado por ISHIKAWA et al.

(1982) e com relação aos resultados do WMT por RANDOLPH et

al. (1974). Outros autores verificaram um aumento no nível de

Ig com um aumento na contagem das "células somáticas" do

leite  (GUIDRY et al. 1983 e PERSSON et al. 1992).

Com relação aos exames bacteriológicos, a proporção

de amostras de leite com níveis de Ig acima do limite

considerado fisiológico foi maior nas amostras onde S. aureus

e Streptococcus sp. foram isolados (Tabela 6). Resultados

semelhantes para S. aureus foram relatados por CAFFIN et al.

(1983) e CAFFIN & POUTREL (1988). Estes autores observaram

que havia um aumento na concentração de IgG1 e IgG2 também

para infecção por Corynebacterium bovis, quando esta bactéria

persistia no úbere por todo o período da lactação.

CAFFIN et al. (1983) não encontraram uma relação

entre aumento de IgG1 e contagem de "células somáticas", ou
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entre o aumento de IgG1 e infecção por Streptococcus sp.

CAFFIN & POUTREL (1988) encontraram uma relação entre

aumento de IgG2 e contagem de "células somáticas" e entre

IgG2 e infecção por Streptococcus sp.

Nos resultados encontrados neste trabalho, houve um

menor número de amostras onde se isolou Staphylococcus sp. e

ocorreu um aumento de IgG. Embora, a porcentagem de amostras

onde se isolou Micrococcus sp. foi de 50%, este dado se

refere a apenas duas amostras e não pode ser generalizado

para este grupo de bactérias. Microrganismos considerados

patógenos secundários induziram níveis não significativos de

IgG2 no leite (CAFFIN & POUTREL, 1988). Contudo, infecção por

estafilococos coagulase negativo apresentou um aumento

relativo nos níveis de IgG1 no primeiro e no segundo estágio

da lactação (CAEFIN et al., 1983). 

Dentre as 84 amostras com exame bacteriológico

negativo, 69% apresentaram níveis de Ig considerados

fisiológicos e 30,9% apresentavam níveis acima do fisiológico

(Tabela 7). Estes resultados revelam novamente maior

concordância de níveis elevados de Ig com escores +++ ao CMT.

LOGAN et al. (1986) monitoraram a resposta imune na

glândula mamária, em novilhas infectadas por S. agalatiae,

e verificaram que o aumento de Ig ocorreu até 72 horas após a

infecção, alcançou um nível máximo 6 dias após a infecção, e,

após este período, os níveis declinaram lentamente. O fato de

os níveis de Ig permanecerem elevados, mesmo após a eliminação
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indicando a possibilidade de um transporte ativa de IgG1 da

circulação sangüínea para o leite. Pode-se especular que o

transporte seletivo de IgG seria em decorrência de resposta

específica aos agentes infecciosos. No quadrante A estão

representadas todas as amostras de leite dos quartos mamários

com níveis fisiológicos de BSA e Ig bovinas. No quadrante B,

onde deveriam ser representados os resultados dos valores

elevados de BSA e normais de Ig, não foram encontradas

amostras com estas características. Este resultado está de

acordo com a afirmação de que a passagem de albumina do

sangue para o leite está relacionada com o aumento de

permeabilidade capilar que também eleva os níveis de Ig. 







5. CONCLUSÕES 

A detecção de HSA e de Ig, por meio da técnica de

imunodifusão, radial, pode ser usada como exames
complementares ao CMT e/ou exames bacteriológicos para melhor

caracterização de quadros mastíticos. Essa técnica e
simples; os reagentes são facéis de serem obtidos e/ou
produzidos na maioria dos laboratórios. O emprego da dosagem
dessas proteínas pode auxiliar na detecção de processos
inflamatórios da glândula mamária e a presença de

microrganismos imunogênicos. 
























