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RESUMO

Com o objetivo de verificar a utilidade da deteccédo da
soroalbumina e imunoglobulinas no leite como diagndstico da
mastite subclinica, avaliaram-se a relacdo entre a concentracao
dessas proteinas, o exame microbioldgico e o "California Mastitis
Test"™ (CMT). Foram examinados 172 quartos mamarios em trés
diferentes estagios da lactacdo, definidos como: estagio I,
compreendido entre o 1° e o 100° dia, estagio 11, do 101° ao 200°
dia e estagio 111, do 201° ao 300° dia. Amostras de leite foram
assepticamente colhidas de cada quarto mamario previamente
examinado pelo CMT. Essas amostras foram imediatamente levadas ao
laboratdério para exames bacteriologicos. Una aliquota de cada
amostra foi congelada a -20°C e posteriormente testada para a
presenca de albuminas e imunoglobulinas, por meio da técnica de
imunodifusédo radial simples. Concentracdes de albumina acima dos
limites fisiologicos foram observadas mais frequentemente em
amostras onde o CMT apresentou reacdo de mailor severidade (+++) e
naquelas onde foram isolados Streptococcus spp. e Staphylococcus
aureus. Em amostras onde ndo se isolou bactérias (84 das 172
examinadas), niveis fTisioldgicos de BSA foram observados em 72
delas, e entre as 88 positivas no exame bacteriologico, 10

apresentaram niveis de BSA acima do limite fisiologico. Os niveis



de imunoglobulinas considerados acima do limite fisiolégico foram
mais freguentes nas amostras onde o CMT foi positivo (57,9%). Nas
amostras com reacdo negativa ou traco no exame do CMT, 17,7%
delas tinham niveis acima do fisioldgico. A proporcao das
amostras de leite com niveis de imunoglobulinas acima do limite
fisioldégico foi maior naquelas onde foram isolados S. aureus e
Streptococcus spp. Dentre as amostras com exame bacteriolégico
negativo, 69% apresentaram niveis fisiologicos de Ig, e entre as
amostras positivas nos exames bacteriolégicos, 39,8% apresentaram
niveis acima dos fisiologicos. Em 22 amostras de leite onde
ocorreu aumento de BSA acima dos niveis fisioldgicos ocorreu
também aumento do nivel de Ig. A deteccédo de soroalbumina bovina
e imunoglobulinas em amostras de leite pode ser usada como exame
complementar ao CMT e/ou exames bacterioldogicos para melhor
caracterizacao de quadros mastiticos, auxiliando a identificacédo
de processos inflamatérios e presenca de microrganismos
imunogénicos. A técnica de imunodifusdo radial para deteccéo
dessas proteinas é simples, o0s reagentes sdo faceis de serem
obtidos e/ou produzidos na maioria dos laboratérios, apesar de

laboriosa.



Summary

This work airned to evaluate the feasibility of milk
serum albumin (BSA) and immunoglobulin (lg) 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 -20°C 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 i1nfection 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 1g 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. INTRODUCAO

A avaliacdo objetiva da ocorréncia de enfermidades
subclinicas em rebanhos de leite é geralmente dificil. A
disponibilidade de métodos de diagndstico que possam indicar a
presenca de enfermidades subclinicas ou que possam avaliar a
recuperacao de animais submetidos a medidas curativas € de
utilidade na bovinocultura de leite. Dentre as enfermidades que
acometem bovinos de leite adultos, a mastite € uma das doencas
que mais se beneficiariam de métodos de diagndstico com esta
capacidade. O diagnéstico da mastite clinica pode ser feito
facilmente por meio de exame clinico. Entretanto, o diagndstico
da forma subclinica esta baseado em alteracdes citoldgicas e
bioguimicas da secrecao lactea e isolamento de microrganismos

patogénicos.

As alteracdes citolégicas sdo representadas pelo aumento de
"células somaticas™. Os neutrofilos sdo as principais celulas
presentes na secrecdo lactea de vacas afetadas por mastite,
seguidas pelos macréfagos e linfocitos. Varios testes foram
desenvolvidos com o objetivo de estimar a contagem dessas
celulas, sendo os principais o "California Mastitis Test” (CMT),

"Wisconsin Mastitis Test” (WMT) e a prova de Whiteside.



2

Como consequéncia do processo inflamatorio da glandula
mamaria, varias substancias alteram a composicdo do leite,
denunciando processos inflamatorios ou infecciosos. A deteccéo
dessas substancias pode ser de auxilio no diagnostico precoce de
infeccOes da glandula mamaria ou na identificacdo de processos de
regressdo de infecgbes. Dentre estas substancias, as albuminas e
imunoglobulinas sdo proteinas séricas que estdo presentes em
quantidades infimas na secrecao lactea (<0,2 e <0,5 mg/ml,
respectivamente). Quando presentes em niveis acima destes limites
fisiologicos, as albuminas representam um indicador sensivel do
aumento da permeabilidade capilar, enquanto as imunoglobulinas
indicam também resposta especifica a microrganismos. A
disponibilidade de métodos que possam detectar alteracfes dos
indices FTisioldgicos dessas duas proteinas na secrecdo lactea, em
combinacdo com exames bacterioldgicos pode servir de auxilio no
diagndstico preciso da mastite subclinica e na identificacédo de
processos de regressao de infeccbes. Este trabalho descreve a
padronizacdo de duas técnicas para deteccdo de soroalbumina
bovina (BSA) e imunoglobulinas (Ig) no leite bovino e a
aplicacdo destas técnicas em amostras de leite avaliadas

previamente pelo CMT e exames bacteriologicos.



2. REVISAO DA LITERATURA

O diagnostico preciso das enfermidades da glandula mamaria
exige que o clinico veterinario utilize amplos conhecimentos de
semiologia, realizando um exame clinico minucioso e completo. O
exame Fisico da glandula mamaria por meio da inspecao e palpacao
€ complementado pelo exame macroscopico, microscopico e
microbiologico do leite (BIRGEL, 1982). O diagndstico rapido das
mastites ndo s6 constitui uma exigéncia basica para a qualidade
higiénica do leite, como também & decisivo para o resultado do
tratamento, quando se deve evitar uma perda permanente na

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

A forma clinica e subclinica das mastites constituem
sindromes que devem ser encaradas de forma distinta, embora uma
possa evoluir ou regredir no sentido da outra. Logo, a distingéo é
fundamental para estabelecimento de medidas preventivas e/ou
curativas adequadas. A mastite clinica é caracterizada por uma
sintomatologia evidente, de facil interpretacdo e ocasiona
marcante diminuicdo na producdo de leite (BRAMLEY, 1992). A
deteccdo da forma clinica depende do exame da glandula mamaria e
sua secrecao (BRAMLEY, 1992). A mastite asséptica e rara e

ocorre devido a desequilibrios hormonais ou trauma localizados. A

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

amostras de leite (BULLETINIDE, 1987).

A mastite subclinica é dificil de detectar e controlar e
causa diminuicdo progressiva da producao de leite (GIESECK &
BARNARD, 1985; LOUZA et al., 1986). Esta forma da enfermidade
requer identificacdo prévia de sua etiologia para que medidas

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

O diagnodstico da mastite subclinica apresenta dificuldades,
tanto ao nivel de campo quanto de laboratorio. Ele se baseia em
alteracbes na composicdo do leite e exames bacterioldégicos
(GIESECK & BARNARD, 1985; BRAMLEY, 1992). Existem varias
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 somaticas™ no leite, usados no
campo ou em plataformas industriais. O CMT € a prova que mais se
destaca para uso no campo, devido principalmente a sua
simplicidade e rapidez. Ele avalia o grau de irritagdo existente
nos quartos mamarios em lactacdo, constituindo-se em um método de
diagnéstico geral que ndo pode especificar a etiologia da
enfermidade, ndo sendo portanto concludente (SCHALM & NOORLANDER,
1957; NADER FILHO et al., 1984; NADER FILHO et al., 1985).
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vVarios estudos tém tentado explorar as alteracdes da
composicédo do leite mastitico para o estabelecimento de testes
mails precisos, tanto para uso no campo quanto no laboratorio e
plataformas industriais. Entre as alteracfes que ocorrem no
leite mastitico, o aumento da concentracdo das soroalbuminas
bovinas no leite (BSA) e imunoglobulinas (Ig) séo evidentes nos
processos inflamatorios e iInfecciosos. Testes que possam
identificar essas proteinas podem constituir instrumento auxiliar
de grande utilidade no diagnostico das mastites subclinicas
(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 condicOes normais, as albuminas passam do sangue para o
leite em pequenas quantidades (GUIDRY et al., 1980). Os niveis
de BSA variam de 0,1 a 0,4mg/ml no inicio da lactacéo e 0,1 a
0,2mg/ml em plena lactacdo (DIXON et al., 1961; PEREZ et al.,
1989). Nos processos inflamatorios, ocorre aumento da
permeabilidade da microcirculacdo sangtinea (SLAUSON & COOPER,
1982), elevando consequentemente o nivel dessa proteina no leite
(LECCE & LEGATES, 1959). Varias observacbes realizadas com
mastite iInduzida por microrganismos ou infusdo de endotoxinas
evidenciaram que o nivel de BSA comeca a aumentar para valores
acima do Ffisiolégico em cerca de duas horas apds a agressao,

precedendo a migracdo dos leucocitos. A magnitude e duracao
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desse aumento é condicionada pela severidade e permanéncia da

injuria (revisados por GIESECKE & VILJOEN, 1974).

Correlacado significativa entre altas contagens de *células
somaticas™ no leite e concentracbes elevadas de BSA tém sido
observadas em alguns estudos (SMITH ET AL, 1979; GIESECKE &
BARNARD, 1985). PEREZ et al., (1989) classificaram vacas com
mastite em trés categorias, de acordo com o CMT (+, ++ e +++) e
verificaram que os niveis de BSA eram elevados nas vacas
classificadas em +++. Resultados semelhantes foram observados
por GUIURY et al., (1980) que encontraram correlacéao
significativa entre niveis de BSA e o resultado do WMT. Em
amostras de leite com escore do WMT menor que 10, a concentracao
de BSA era 8.7% do total das proteinas da amostra. Essa
concentracdo 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 ap0s a inducdo de inflamacéao.
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 nivel de soroalbuminas
bovinas. Concentracdes 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 nivel médio subiu para 0.82mg/ml (ALl et al., 1980).
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Aumento relativo de mais de 100% na concentracdo de BSA de vacas

Holandesas e Guernseys foil observado quando amostras com
contagens celulares menores que 2,5 X 10° e maiores que 1,0 x 10°
foram comparadas (HAENLEIN et al., 1973). Correlacdes positivas
maiores que 0,70 foram observados em outras experimentacfes onde
a contagem de células e a concentracdo de BSA foram determinadas
(SMITH et al., 1979; KITCHEN et al., 1980; HONKANEN-BUZALSKI &
SANDHOLM, 1981).

O nivel fisiologico de Ig na secrecao lactea varia
consideravelmente. Ele pode exceder 100mg/ml no colostro e
diminuir para 0,5mg/ml em amostras de leite colhidas durante a
lactacdo (LASCELLES, 1979). Nos processos inflamatérios, em
decorréncia do aumento da permeabilidade vascular, transporte
seletivo ou sintese local, a concentragcdo de lg pode atingir até
50mg/ml (GUIDRY et al., 1980; NORCROSS, 1982; SHELDRAKE, 1987;
OTERO & CRUZ, 1992; PERSSON et al., 1992).

O nivel de Ig no leite esta correlacionado, com o aumento de
"células somaticas™ no leite (PEREZ et al., 1989). Alguns autores
verificaram, por meio de provas indiretas, que a concentracao de
Ig aumenta quando o escore dessas provas sdo 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 1Ig 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 inflamacdo aguda induzida
aumentou cinco vezes, sendo este aumento do escore acompanhado do
aumento do nivel 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 somaticas'" superiores a 1,0 X 10°, a
percentagem de lg era quase quatro vezes maior que nas amostras

com contagens de células menores que 2,5 X 10°.

O estudo de mastites iInduzidas tem evidenciado aumentos da
concentracdo de BSA e Ig na secrecao lactea. Aumenta significante
no nivel dessas proteinas foi observado duas horas apos a infusao
de quartos mamarios com endotoxinas de Escherichia coli. O nivel
de BSA e Ig nas amostras colhidas antes da infusao 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 proteinas atingiram o
pique, quatro horas apos a infusdo, a concentracdo 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 inflamacdo aguda da
glandula mamaria, induzida pela infusdo de glicogénio de ostra
dissolvido em solucao salina, ficou evidente que as quantidades
de BSA e 1g sofrem um aumento superior a 100% e 50%,

respectivamente, 24 horas apés a infusdo (GUIDRY et al., 1980).
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Aumento do nivel de BSA na secrecdo lactea de vacas submetidas a
infusdo com endotoxina de Salmonella typhimurium ocorreu duas
horas apd6s a infusdo, atingindo o pique apds quatro horas,
declinando a niveis fisioldgicos apdés 30 horas (OSTENSSON, 1993).
Em vacas hiperimunizadas contra Streptococcus agalactiae, a
concentracdo de Ig no leite aumentou 24 horas apos a infeccéo
experimental, sendo este aumento representado principalmente por
imunoglobulina A (1IgA) . ApoOs este pique, o nivel de IgA declina
gradualmente. Setenta e duas horas apés a infeccao,
imunoglobulinas G (1gG) foram detectadas. Esta classe de Ig
atinge o maximo seis dias apo6s a infeccdo e depois declina
lentamente ate atingir niveis Fisiolégicos (LOGAN et al., 1986).
Estudos do nivel de BSA e Ig no leite, em casos de infusdes de
endotoxinas ou infeccdo experimental, demonstraram que o nivel de
BSA aumenta rapidamente, enquanto que Ig aumenta mais lentamente.
Em contraste, a permanéncia de Ig e mais duradoura (ANDERSON &
ANDREWS, 1977). Aumentos semelhantes aos ocorridos nas mastites
induzidas tém sido observados também em amostras de leite
colhidas em vacas com mastite clinica e subclinica em nivel de

campo (SINGH & GANGULI, 1975).

As informacdes disponiveis sugerem que a deteccdo de BSA e
Ig na secrecédo lactea pode servir como um instrumento auxiliar
no monitoramento de alteracdes da glandula mamaria. Existem

varias técnicas disponiveis capazes de quantificar essas
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proteinas. Entre elas, destaca-se a iImunodifusédo radial, que ¢é
uma técnica simples, cujos reagentes e materiais sao disponiveis
na maioria dos laboratdérios de Sanidade Animal dedicados
aos estudos de enfermidades de bovinos de leite (GARVEY et al.,

1977) .



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Delineamento Experimental

Amostras de leite foram colhidas de 172 quartos mamarios
de 45 vacas leiteiras primiparas ou multiparas em diferentes
idades e estagios lactacionais. O Leite amostrado em cada
quarto Tfoi submetido ao CMT, exames microbioldogicos e

dosagens de BSA e Ig.

3.2. Caracteristicas do rebanho

Os animais amostrados pertencem ao Centro Nacional de
Pesquisa de Gado de Leite da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria, 0s quais sdo mantidos em sistema de producao
semi-intensivo. Os animais sao em sua maioria mesticos com
predominancia da raca Holandesa, variedade preto e branco. O
sistema de ordenha é o mecanico, ocorrendo duas vezes ao dia.
Os animais foram avaliados nos trés estagios lactacionais,
correspondendo a 100, 200 e 300 dias o limite para a
caracterizacdao do primeiro, segundo e terceiro estagios
respectivamente. Foram excluidos os primeiros 20 dias apos o
parto e os ultimos 30 dias antes do término da lactacdo. Os

animais permaneceram sem tratamento durante o experimento. Nao

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 modificacdo feita por

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

Detergente comercial neutro 300 ml
Agua destilada 600 ml
Parpura de bromo-cresol, solucdo 0,5% 15 ml
Verde bromo-cresol, solucao 0,5% 5 ml

O pH foi ajustado para 8,0, antes da adicdo dos indicadores.
O reagente contrasta bem com o leite, dando uma coloracao

azul-escuro.

3.3.2. Procedimento para conducao do CMT

Ap6s a higienizacdo e antissepsia das tetas, foram
pesquisadas alteracfes macroscopicas do leite por meilo da
prova da caneca de fundo escuro. Em seguida, era feita a

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

com o cuidado de evitar espuma. Posteriormente, a bandeja
era inclinada até formar um angulo de 45° para entornar o
excesso de leite e deixar quantidade igual em cada copo. O
reagente era entédo adicionado em quantidade igual a do leite.

Movimentos circulares eram impressos a mistura e dentro de



15-20 segundos eram feitas a leitura e a

acordc com o sugerido por LANGENEGGER et al

CARACTERIZAGAO

Mistura homogénea, inalterada, coloragio
azul-clara

Presenca de estrias e leve viscosidade
que tendem a se desf{azer

Ligeiro precipitado viscoso
Viscosidade distinta com nitida formacio
de gel

Massa gelatinosa densa acumulada dentro
do copo, geralmente azul-violacea

3.4. Exames bacterioldgicos

13

interpretacgao de

(1981), a saber:

LEUCOCITOS/mI RESULTADOS

até 250.000

250.000 -

500.600

500.000 -
1.000.000

—_

-000.000 -
.000.000

&3]

> 5.000.000

3.4.1. Colheita de amostras de leite

Negativo (-)

Suspeito (+-)

Fraco positivo

Positivo (++)

I'orte Positivo

(+)

(+++)

Amostras foram ceolhidas de quartos mamarios com escores

negativos, suspeitos e positivos nos trés estagics da

lactagdo. Antes da ordenha, as tetas foram lavadas em Aagua

correnlbe, desinfelbtadas com uma

1:320) e enxugadas com papel Loalha.

tetas e o orificio do canal

solugdo antisséptica

galactéforo

Em sequida,

eram limpos

(iodofor
a pele das

com

alcool a 70%. Os primeiros jalos eram usados para a prova da

caneca de fundo escuro e

CMT, conforme

descrito

anteriormente. Em seguida, 5ml de leite eram cclhidos de cada

quarte mamario em tubos de ensaio esterilizados.

As amostras
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eram entdo enviadas imediatamente ao laboratorio para exames

microbiologicos.

3.4.2. Procedimentos Bacteriologicos

As amostras foram inicialmente plaqueadas em agar sangue
de carneiro a 5% e &gar MacConckey e incubadas por 24 a 48
horas a 37°C. As colonias isoladas foram observadas quanto a
morfologia, tipo de hemOlise e submetidas a identificacéo
microscopica em esfregacos corados pelo método de Gram. Apés
0 exame microscopico das colbénias isoladas, o0os microrganismos
foram classificados em género, de acordo com as seguintes

técnicas:

Streptococcus: As coldnias 1i1soladas eram pequenas
(aproximadamente 0,5 mm de diametro), acinzentadas e
apresentavam ou nado area definida de hemélise. Para
melhor avaliacdo da morfologia das bactérias, procedeu-
se a repicagem em caldo cérebro-coracdo (BHI)
enriquecido com a adicdo de quatro a cinco gotas de soro
equino e 1i1ncubado por 24 horas a 37°C. A partir da
cultura em caldo era feito o esfregaco corado pelo
método de Gram para observacao das células tipicas de
cocos gram positivos em cadeias. Efetuava-se também a

prova da catalase.
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Staphylococcus e Micrococcus: As coldnias i1soladas eram
opacas e brilhantes, com aproximadamente 1,0 mm de
didmetro ap6s 24 horas de 1incubacdo. Algumas colénias
apresentavam pigmento amarelado. Outras apresentavam
hem6lise total no &gar sangue. Estas coldnias eram
submetidas a coloracdao pelo método de Gram e
apresentavam-se como cOcCOS gram positivos em cachos.
Eram repicadas para placa de agar nutritivo e incubadas
por 24 horas a 37°C. Em seguida, efetuava-se as provas
da catalase, coagulase, oxidacao e fTermentacao da

glicose (O/F).

Corynebacterium sp: As colénias isoladas eram pequenas,
esbranquicadas e, geralmente, visiveis somente apos 48
horas de incubacao. Realizava-se a observacao
microscopica em esfregacos corados pelo método de Gram.
As celulas se apresentavam como bastonetes gram
positivos, pequenos, delgados, pleomérficos e néo
formavam esporos. Geralmente se apresentavam em pequenos
grupos, em palicadas ou letras chinesas. Estas coloOnias
eram repicadas para caldo BHI contendo 4 a 5 gotas de
soro equino de onde era feito a prova da catalase e novo

esfregaco para confimacao da morfologia celular.

Coliformes: As colbdnias se apresentavam grandes e

acinzentadas no agar sangue e fermentadoras da lactose e

mucéides no agar MacConkey apdés 24 horas de



3.5.

20ml

16

incubacdo, a 37°C. Esfregacos corados pelo método de
Gram mostravam bastonetes pequenos ou coco-bacilos gram
negativos. As coldnias eram repicadas para agar
nutritivo e incubadas a 37°C. A partir do crescimento,
em agar nutritivo, eram semeadas em meios apropriados
para as provas de: producdo de 1i1ndol, mobilidade,
producdo de urease, oxidacido e fTermentacao da glicose
(0/F), vermelho de metila e fermentacdo da glicose,
sacarose e/ou lactose, producdo de gas e sulfeto de

hidrogénio (H2S) no &agar ferro triplice acucar (TSI).

Determinacdo dos niveis de soroalbuminas e imunoglobulinas

bovina

3.5.1. Colheita de amostras de leite

Ap6és a colheita de amostra para exame bacterioldgico,

de leite eram colhidos em tubos de ensaio

esterilizados. As amostras eram entdao conservadas a -20°C

até serem analisadas.

3.5.2. Producado de anti-soros especificos

Soro antialbumina e antiimunoglobulina G bovinos foram

preparados por meio da hiperimunizacdao de dois coelhos
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adultos sadios para cada proteina. Para obtencdo de cada
anti-soro, os coelhos foram inoculados por via intradérmica,
em 1intervalos de 15 dias com 3 mg de albumina bovina ou
imunoglobulina G. Para a aplicacdo iIntradérmica das
proteinas, foi feita uma suspensdo de 3 mg de cada proteina
em 1,0 ml de solucdo salina estéril e emulsificadas em 1,0 ml
de adjuvante completo de Freund. Apdés cinco inoculacfes
consecutivas, os animais foram sangrados na veila marginal da
orelha ou tiveram puncdo intracardiaca. Ap0s a coagulacdo, o
sangue fToil centrifugado a 2500 rotacOes por minuto, durante
15 minutos, para separagcdao do soro. O soro foi entéo
inativado em banho-maria a 56°C, durante 30 minutos, e
conservado a -20°c, até que a precipitacdao das

imunoglobulinas fosse efetuada.

Para precipitacao das 1munoglobulinas anti-albumina
bovina e antiimunoglobulina bovina, o soro foi descongelado e
em seguida submetido a precipitacdes sucessivas com sulfato
de ambnio de acordo com o descrito em GARVEY et al., (1977).
Os sais de amdénio foram removidos por dialise contra tampao
barato (GARVEY et al., 1977). Em seguida, liofilizadas e

armazenadas a -20°C para uso posterior.

3.5.3. Padronizacédo dos testes

Placas para determinacdao de BSA e 1g bovina, por

imunodifusao radial simples, foram preparadas de acordo com o
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descrito por MANCINI et al. (1965). Anti-soro especifico
liofilizado, produzido em coelhos conforme descrito acima,
foi diluido em diferentes concentracfes em uma solucdo tampéo
e mantidos em banho-maria a 56°C. Agar Noble a 3% foi fundido
com 0,5% de polietileno glicol 4000 na mesma solucdo tampao.
Iguais quantidades da solucdo contendo anti-soro e da solucéao
contendo o &gar eram entdo misturadas, homogeneizadas e
mantidas a 56°C durante 10 minutos. Posteriormente, volumes
de 8 ml da solucédo foram dispensados em placas apropriadas.
Apos solidificacédo, pocos de 3mm de diadmetro foram cortados
no agar com o auxilio de um "gel puncher'. Em seguida, 5ml
de amostras-padrédo de leite contendo quantidades crescentes
de cada proteina foram pipetadas nos pocos. As placas foram
entdo incubadas a 4°C em camara umida, por 24 horas, e em
seguida submetidas a leitura, quando era anotado o diametro
do halo de precipitacdo antigeno-anticorpo, feita com o
auxilio de uma régua apropriada (QUIPMETER, Helena
Laboratories, Belamonte, Texas). Uma curva padrédo foi
construida para cada proteina testada, por meio da regressao
da &area do halo precipitado em relacdo a concentracdo dos
padrdoes, tendo se 1identificado a concentracdao de Img de
proteina liofilizada para cada mililitro de solucdo como

ideal para a conducédo dos testes.

3.5.4. Testes de Imunodifusdo Radial em amostras de leite
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As amostras de leite eram descongeladas totalmente, e em
seguida 5ml de cada amostra eram pipetadas em duplicatas nas
placas de agar preparadas de acordo com o descrito
anteriormente. Apd6és a incubacdo, os diametros dos halos de
precipitacdo foram mensurados baseados na técnica descrita
acima. A quantificagdo das BSA e 1Ig foram feitos com 0 uso

da equacdo obtida com a curva de regressdo dos padroes.



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nas amostras de leite analisadas, concentracdes de BSA
acima dos limites considerados fisioldgicos foram observadas
mais frequentemente onde o CMT apresentou reacdo de mailor
severidade (escore +++) (Tabela 1). Houve maior concordancia
entre os escores negativos e tracos com baixos niveis de BSA
(dois casos positivos com niveis acima do fisioldgico em 96
amostras avaliadas). Estes resultados mostram que houve um
aumento na concentracdo de BSA com a severidade da doenca.

Diversos pesquisadores que es tudaram o aparecimento de
BSA em relacdo a mastite verificaram também um aumento da
concentracao de BSA em relacao ao aumento nos escores do CMT
ou na contagem de "células somaticas'™ 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 variacdo da concentracao de BSA foi
correspondente a outros 1iIndicadores de inflamacdo, como
exemplo, 1nibidor da tripsina ou a enzima N-acetil-B-D-
glucosaminidase (HONKANEN-RUZALSKI & SANDHOLM, 1981; MATILLA
et al., 1986; PYORALA, 1988).

Tem sido observado também um aumento significativo de
BSA de acordo com o estagio da lactacdo. GIESECKE & VILJOEN

(1974) relataram um aumento no final da lactacdo. Outros



Tebels 1

Nimerc de Amostras

de Leite

com Nivel

Ccnsiderades

Acima co sioléglce | C,2 rg/ml), colhidas erm 172
Cliartos Mamarios, em Trés Diferentes Estiglios ¢a Lactacao
ESZCRE LG ZSTAGIOS
CMT
I il Iz: TOTAL
Negativo 1/41 1/24 0/7 2/72  ( 2,8%)
Tragos 0/13 /7 0/4 0/24 ( 0%)
+ L/7 C/8 0/4 /18 ( 5,3%)
++ 0/10 /4 0/0 /14 ( C%)
+++ 2/13 (15,4%) 7/12 (38,3%) 10/18 (55,5%) 19/43  (44,9%;
TOTAL 4/84 ( 4,8%) 8/55 (14,5%) 10/33 (30C,3%) 22/172 (12,79%)
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autores, além de verificarem aumentos nos niveis de BSA
proximos ao periodo de regressdo da glandula maméaria,
verificaram um aumento destes niveis no periodo proéximo ao
parto, por i1nfluéncia hormonal (POUTREL et al., 1983;
SHELDRAKE et al., 1983; SAAD et al., 1990). Quando se
considera o estagio da lactacdo, nos resultados obtidos nesse
estudo, verifica-se que o numero de amostras com niveis de
BSA acima do limite fisiologico foi maior nas amostras
colhidas no terceiro estagio de lactacdo. Contudo, isto sé
foi observado quando o escore do CMT foir alto +++, (Tabela
1). As amostras do terceiro estagio, com escores menores
(negativo, tracos, + ou ++) ndo apresentaram niveis elevados
de BSA. Embora, o numero de amostras examinadas nos escores
+ e ++ tenha sido pequeno, parece que 0S niveis observados no
terceiro estagio da lactacdo se relacionam mais a severidade

da reacao inflamatéria, do que ao estagio da lactacdao.

O numero de amostras onde se observou niveis de BSA
acima do limite fisiologico foi mais freqliente naquelas em
gue foram isolados Streptococcus sp. e Staphylococcus aureus
(Tabela 2). Outros estudos tém relacionado o aumento da
concentracao de RSA com a 1infeccdo bacteriana na glandula
mamaria. RAINARD & CAFFIN (1983) detectaram aumento de BSA e
outros indicadores de inflamacdo apés a inoculacéo
intramamaria de Escherichia coli. Um aumento significativo de

BSA foi relacionado a quartos mamarios infectados por



Takbela 2 - Nimero de Amostras de Zeite

Corsicerace Fisioldgice

BACTERIA ISOLADA

FRCOZPCRCAD DE ISOLAMENTCS

Corynebacterium sp.
Staphylococcus aureus
Strepteococcus sp.
TOTAL

2/431( 4,6+
1/4{25%])
F/2.{33,3%;

1C/68 (14,75
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S. aureus (ISHIKAWA et al., 1982). De modo semelhante, quartos
mamarios infectados por bactérias consideradas patdgenos
primarios de mastite (S. aureus, Streptococcus agalactiae,
S. dysgalactiae e S. uberis) sao relacionados a niveis
elevados de BSA (BAKKEN & THORBURN, 1985; VEKHOEFF & SMITH,
1981 e SHELDRAKE; et al., 1983). Nestes casos, quartos
mamarios infectados por patdgenos considerados secundarios
(Corynebacterium bovis, micrococos e outras espécies de
estafilococos e estreptococos) ou quartos mamarios
bacteriologicamente negativos apresentam niveis de BSA

comparativamente menores.

Neste trabalho, nas 84 amostras onde o0s exames
bacteriolégicos foram negativos, niveis Ffisioldgicos de BSA
foram observados em 72 amostras (Tabela 3). Em 50 amostras
onde os escores do CMT foram "negativos ou tracos'™, duas
apresentaram niveis de HSA acima do limite Ffisiologico. Nas
34 amostras positivas ao CMT (+, ++ e +++), 10 (29%)
indicaram niveis de RSA acima do limite fisioldégico. Dentre
as amostras classificadas com escore +++, 75% apresentaram
niveis de BSA acima do limite fisiolégico. Um total de 88
amostras foram positivas ao exame bacterioldgico. Destas, 10
apresentaram niveis de BSA acima do limite fisioldgico e

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

Os diametros dos halos de precipitacao obtidos para

BSA em amostras bacteriologicamente positivas e negativas
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foram projetado na figura 1. Como pode ser observado, as
concentracdes mais elevadas de BSA correspondem a escores
+++ ao CMT. Estes resultados sao semelhantes aos
apresentados por BAKKEN & THORBURN (1985) para os patodgenos
primarios e secundarios. 0s patdgenos secundarios induziram
baixos niveis de BSA, mesmo para escores +++ ao CMT.

Niveis elevados de BSA onde houve resultado negativo
no exame bacteriologico e elevada concentracao de 'células
somaticas", (CMT +++) podem estar relacionados a amostras
positivas para mastite, mas onde ndo fol possivel obter uma
cultura positiva. As flutuagdes observadas no numero de
microrganismos excretados por uma glandula mamaria infectada
podem explicar a auséncia de i1solamento bacteriano no cultivo
de uma amostra de leite. Cultura de duas amostras tendem a
aumentar as chances de i1solamento bacteriano (GRIFFIN et al.,

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

Amostras de leite de onde se isolaram patégenos
secundarios apresentavam niveis baixos de BSA, sugerindo
pouca irritacdo tecidual causada por esses microrganismos,
mesmo quando havia alta concentracdo de '‘células somaticas",
(CMT positivo). As amostras em que houve isolamento de
patdégenos considerados primarios e baixa quantidade de
células no leite (CMT negativo ou tracos) podem estar
relacionadas a lesao epitelial menos severa na glandula
mamaria. GIESECKE & VILJOEN (1974) afirmaram que o aumento

dos niveis de BSA somente ocorrera na presenca de dano do
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epitélio secretor. GIESECKE & VILJOEN (1974) e GIESECKE &
BARNARD (1985) utilizaram a avaliacdo de BSA, juntamente com
contagem de "‘células somaticas'" e exame bacterioldgico, para
diferenciar infeccdo do canal da teta da infeccdo do uUbere.
Amostras bacteriologicamente positivas, com baixa contagem de
"células somaticas"” e niveis elevados de BSA, foram
consideradas como infeccdo 1irrelevante do canal da teta.
Quando a contagem dessas células estava elevada, considerou-

se como infeccdo relevante do canal da teta.

Os dados relativos a presenca de Ig nas amostras de
leite mostram que o numero de quartos mamarios com niveis
acima do limite considerado fisioldégico (> 0,5mg/ml) foi mais
frequente onde o CMT foi positivo (57,9%). Nas amostras com
escores de CMT negativo ou tracos, 17,7% tinham niveils acima
do Ffisioldégico (Tabela 5). De maneira semelhante aos niveis
observados para BSA, a maioria das amostras com niveis
elevados de Ig apresentava escores +++ ao CMT, nos trés

estagios da lactacéo.

O aumento da concentracdo de Ig no leite de animais
com mastite tem sido relacionado ao grau de permeabilidade
vascular nos tecidos da glandula mamaria. Quando aumenta a
permeabilidade capilar, durante o processo inflamatorio, a
concentracdo de Ig na secrecao mamaria aumenta (SINGH &

GANGULE, 1975 e OTERO & CRUZ, 1992).



de Auncsiras de Leite com Niveis de Ig

N

-

Fisiolégico (> C,5mg/ml)

¢

Correspondences .

ESTAGIOS
DO CMT I oI IIZ TCTAL
Negativo £/41 2/24 1/7 £/721(12,5%;

Tracos €6/13 7/ 1/4 8/24 (33,3%)
+ 3/7 i/e 1/4 5/18 {2€,3%
+4+ 4/10 C/4 C/4 4/14 (28,557
+++ 11/13 10/:2 16/12 35/43 (81,4%)
TOTAL 30/84 (35,7%) 14788 (25,4%) 17/33 (51,5%; 61/172 [(35,5%)
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Inoculacdo iIntramamaria de endotoxina bacteriana de
S. agalactiae resultou em um aumento de IgGl e 1gG2 no leite
(ANDERSON & ANDREWS, 1977 e PERSSON et al., 1992). Juntamente
com o aumento de IgG, sdo relatados aumentos no nivel de BSA
e na contagem de "células somaticas'. RAINARD & CAFFIN (1983)
relataram que, apds a exposicdo intramamaria a E. coli, os
niveis de BSA, 1gGl e 1gG2 aumentaram e decresceram em
paralelo. Aumento da concentracédo relativa das Ig com o
aumento do escore do CMT foi observado por ISHIKAWA et al.
(1982) e com relacdo aos resultados do WMT por RANDOLPH et
al. (1974). Outros autores verificaram um aumento no nivel de
Ig com um aumento na contagem das "células somaticas” do

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

Com relacdo aos exames bacterioldégicos, a proporcao
de amostras de leite com niveis de Ig acima do limite
considerado fisioldégico fol maior nas amostras onde S. aureus
e Streptococcus sp. Toram 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 concentracdo de 1gGl e 1gG2 também
para infeccdo por Corynebacterium bovis, quando esta bactéria

persistia no Ubere por todo o periodo da lactacao.

CAFFIN et al. (1983) n&o encontraram uma relacéo

entre aumento de IgGl e contagem de 'células somaticas'™, ou
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entre o aumento de IgGl e iInfeccao por Streptococcus sp.
CAFFIN & POUTREL (1988) encontraram uma relacao entre

aumento de 1gG2 e contagem de 'células somaticas'™ e entre
1gG2 e iInfeccdo por Streptococcus sp.

Nos resultados encontrados neste trabalho, houve um
menor numero de amostras onde se isolou Staphylococcus sp. e
ocorreu um aumento de IgG. Embora, a porcentagem de amostras
onde se 1isolou Micrococcus sp. foi de 50%, este dado se
refere a apenas duas amostras e nao pode ser generalizado
para este grupo de bactérias. Microrganismos considerados
patogenos secundarios induziram niveis nao significativos de
1gG2 no leite (CAFFIN & POUTREL, 1988). Contudo, infeccao por
estafilococos coagulase negativo apresentou um aumento

relativo nos niveis de IgGl no primeiro e no segundo estagio

da lactacdo (CAEFIN et al., 1983).

Dentre as 84 amostras com exame bacterioldgico
negativo, 69% apresentaram niveis de Ig considerados
fisioldgicos e 30,9% apresentavam niveis acima do fisioldgico
(Tabela 7). Estes resultados revelam novamente maior
concordancia de niveis elevados de Ig com escores +++ ao CMT.
LOGAN et al. (1986) monitoraram a resposta 1Imune na
glandula mamaria, em novilhas infectadas por S. agalatiae,
e verificaram que o aumento de lg ocorreu até 72 horas apos a
infeccdo, alcancou um nivel maximo 6 dias apd6s a infeccédo, e,
apos este periodo, os niveis declinaram lentamente. O fato de

os niveis de Ig permanecerem elevados, mesmo apds a eliminacao



Tabela 7 - Numero de Arcstras de eite Negativas no Fxame Bacterioldgice

de Acordo com o Nivel de Ig e Escores do CMT Ccrrespendentes,

ESCCR=T NivzTs NIVEIsS

DO CM7 FISIOLOGICOS ACIMA DO FISIOLGGICOS
Negativs 36 (€2,0! 5 119,24

Tragos 6 (10, 3} 112,35
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+++ 5 { 8,6) 15 (57,8%)

TOTAL 39 26
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do agente infeccioso, pode ter conlribuido para o
aparecimento dos niveis de Ig em amostras bacteriologicamente
negativas e com CMT negalivo. Enltre as 88 amostras positivas
nos exames bacleriologicos, 35 apresenlaram niveis de Ig no

leibe acima dos niveis fisioldgicos (Tabela 8).

Os didmetros dos halos de precipitagdo obtidos para
Ig e BSA foram projetados na Figura 2. As linhas verticais e
hbrizontais que limitam os quadrantes A, B, C e D definem os
limites fisioldgicos de BSA (vertical) e Ig t(horizontal), de
acordo com os padrdes estudados. Em 22 amostras de leite com
niveis elevados de BSA, houve 100% de aumento nos niveis de
Ig (quadrante C). Estes resultados estdo de acordo com os
Lrabalhos de GUIDRY et al. (1980, 1983), cujos niveis de IgA,
IgGl, 1IgG2 e 1IgM correlacionaram significativamente com os
niveis de BSA em amoskras de leite avaliadas antes e depois
da indugdo de mastite, por meio da infusdo de endotoxina de
E. coli. Estes resultados sugerem: processos infecciosos em
que houve um aumento de permeabilidade capilar e transudagao
de ambas as proteinas para o leite. Sugerem, também, uma
maior gravidade da lesdo tecidual, pois os diémetros dos
halos de precipitagdo estavam aumentados. No quadrante D sdo
apresentados resultados de 39 amostras com niveis de Ig acima
do fisioldgico, cujos niveis de BSA apresentavam-se
fisioldbgicos. Resultados de GUIDRY et al. (1983) revelam que
os niveis de 1IgGl no leite tendem a permanecer elevados na

presenca de rapido declinio nas concentragdes de BSA,
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indicando a possibilidade de um transporte ativa de IgGl da
circulacdo sangliinea para o leite. Pode-se especular que o
transporte seletivo de IgG seria em decorréncia de resposta
especifica aos agentes infecciosos. No quadrante A estéo
representadas todas as amostras de leite dos quartos mamarios
com niveis fisioldégicos de BSA e Ig bovinas. No quadrante B,
onde deveriam ser representados os resultados dos valores
elevados de BSA e normais de Ig, nao foram encontradas
amostras com estas caracteristicas. Este resultado esta de
acordo com a afirmacao de que a passagem de albumina do
sangue para o leite esta relacionada com o aumento de

permeabilidade capilar que também eleva os niveis de Ig.
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5. CONCLUSOES

A deteccado de HSA e de lg, por meio da técnica de
imunodifuséo, radial, pode ser usada como exames
complementares ao CMT e/ou exames bacterioldgicos para melhor
caracterizacdo de quadros mastiticos. Essa técnica e
simples; o0s reagentes sdo facéis de serem obtidos e/ou
produzidos na maioria dos laboratérios. O emprego da dosagem
dessas proteinas pode auxiliar na deteccdo de processos
inflamatorios da glandula mamaria e a presenca de

microrganismos Imunogénicos.



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALIL, A.PF.; ANDREWS, ATl CHEESMAN, G.C. Influence of
clevated sowmatic cell counl on cascin distribuition and
cheese~making. Journal of Dairy Research, Cambridge, v. 47,

n. 3, p. 393-400, 1980,

ANDERSON, M.; ANDREWS, ALT. Progressive changes in individual
milk protein concenltralbions associated with high somatic
cell counts. Journal of Dairy Research, Cambridge, v, 44,

p. 223-235, 1977,

BAKKEN, G.; THORBURN, M. Seriousness and stability of
subclinical nastitis assessed by quarter milk serum
albumin., Acta Veterinaria Scandinavica, Copenhagen, v. 26,
p. 273-285, 1985,

BIRGKL, k. H. Avalizagao das provas utilizadas no diagnéstico
da maslile. In: BIRGKEL,¥.H.; BENEST,F.J. Patologia clinica .
veterinaria. S3o Paulo: Sociedade Paulista de Medicina

Velerinaria, 1882, p 177 - 213,

BRAMLEY, ALJ. Mastitis. In: ANDREWS, A H. ; BLOWEY,R.W. ;
BOYD,H.; EDDY,R.G. Bovine medicine diseases and husbandry
of cattle. Oxford: Blackwell, 1992. p. 289-300.

BULLETIN  OF THEL INTIERNATTONATL,  DAIRY FEDERATION. Bovine
mastitis: Definition and guidelines for diagnosis.

Brussels: 1DF, n. 211, 1987. 24 p.



41

CAFFIN, J.P.; POUTRFl, B. Physiological and pathological
factors influencing bovine immunoglobulin G2 concentration
in milk. Journal of Dairy Science, Champaign, v. 71, n. 8,
p. 2035-2043, 1988.

CAFEIN, J.P.; POUTREL, B.; RAINARD, P. Physiological and
pathological factors influencing bovine immunoglobulin Gy
concentration in milk. Journal of Dairy Science, Champaign,

v. 06, n. 10, p. 2161 - 2166, 1983.

DIXON, F.J.; WEIGLE, W. O.; VAZQUEZ, J.J. metabolism and
mammary secretion of serum proteins in Lhe COow.
Laboratory Investigation, Baltimore, n.10, p.

216-237, 1961,

GARVEY, J.5.; CREMEG, N.E.; SUSSDORF, D.H. Methods in

Immunology. 3.ed. Massachusselts: W. A. Benjamin, 1977. 545

e.

GIMSECK, W.H.; BARNARD, M.L. Persistence deterioration and
imprevement of  various subelinical conditions as major
variables of the dynamic balance of udder health states
monitored by means of the IDIF/BSA ecriteria. Kieler
Milchwirtschaftliche Forschungsberichte, Celsenbirchen -

Buer, v. 37, n. 4, p. 466-472, 1985,

GIESECK, W.H.; VILJOEN, M.H. The diagnosis of subclinical
maslilis in lacltaling cows: A comparison of cytological
methods and a monovalent radial immunodiffusion test.
Onderstepoort Journal Veterinary Research, Pretoria,

v. 41, n. 2, p. 51-74, 1974.



42

CRIFFIN, T.K.; MCRANT, S.V.; DODD, L.H. Diagnosing infectious
subclinical mastitis in surveys of large scale experiments.
The analysis and interpretation of the results o an
internatjnnal trial organised by the IDp mastitis expert
group (A2). Bulletin of the International Dairy Federation,

Brussels, n. 211, p. 9-16, 1987.

GUIDRY, FANREY I 05T, M.; MATHER, 1.H.; SHAINLINE, W.E.;
WEINLAND, B.T. Sequential response of milk leukocytes,
albumin, immunoglobulins, monovalent ions, citrate, and
lactose in  cows given infusions of Escherichia coli
endoloxin  inle Lhe namimary  gland. American Journal of
Veterinary Research, Schaumburg, v. 14, n, 17, p.2262-22¢7,

1983.

GULDRY, A.J.; PAAPK, M.J.; PEARSON, R.E. Effect of udder
inflammation on milk jmmunoglobuling and phagocytosis.
American Journal of Veterinary Research, Schaumburg, v. 41,

n. 5, p. 751-753, 1980.

HAENLEIN, G.F.W.; SCHULTZ, L.H.; Z1KAKIS, J.P. Composition of

proleins in milk with varying leucocyte contents Journal
of Dairy Science, Champaing, v. 56, n. 8, p. 1017-
1024. 1973.

HONKANEN-BUZALSKI, T.;  SANDHOLM, M. Tripsin-inibitors in

mastitic milk and coloslrum: Correlalion beltween tripsin-



43

inhibitor capacity, bovine serum albumin and somatic cell
contenis. Journal of Dairy Research, Cambridge, v. 48, p.

213-223, 1981.

ISHIKAWA, H.; SHIMIZU, T.; HIRANO, H.: SAITO, N.; NAKANO, T,
Protein composition of whey from subclinical mastitis and
effecl of treatment with levamisole. Journal of Dairy

Science, Champaign, v. 65, p. 653-658, 1982.

JENSEN, N.E.; KNUDSEN, K. Variations in measures of udder
health within a short period of time. 1. The dynamic
characteristics in diagnostics of subclinical mastitis
based on cytological and bacleriological parameters. Acta
Veterinaria Scandinavica, Copenhagen, v. 29, p. 421-430,

1988.

KALOREY, D.R.; DHOLAKIA, P.M. Comparison of cytological’
methods, single radial immunodiffusion test and cultural
isolation for the detection of subclinical mastitis. Indian
Journal Animal Science, New Delhi, v. 54, n. 10, p. 934-

939, 1984,

KITCHEN, B.J.; MIDDLETON, G.; DURWARD, I.G.; ANDREWS, R.J.;
SALMON, M.C. Mastitis diagnostic test to estimate mammary
gland epitelial cell damage, Journal of Dairy Science,

Champaing, v. 63, n. 6, p. 978-983, 1980.



44

LANGENEGGER, J.; VIANI, M.C.E.; BAHIA, M.G. Efeito do agente
etioldgico da mastite subclinica sobre a producdoe de leite.
Pesquisa Veterinaria Brasileira, Sercpédica, v.l, n.2, p.

47-52. 1981.

LASCELLES, A.K. The immune system of the ruminant mammuary
gland and ils role in Lhe control of mastitis. Journal
of Dairy Science, Chanpaign, v. 62, n. 1, p. 154-160,
1979.

LECCE, J.G.; LEGATES, J.E, Changes in the paper
electrophoretic whey-protin pattern of cows with acute
mastitis. Journal of Dairy Science, Champaign, v. 42,

p. 698-704, 1959,

.LOGAN, E.¥.; MACKIE, D.P.; MENNELY, D.J. Distribution of
antibody in difFferent immunoglobulin classes in
experimental Streptococcus agalactiae infection of the
bovine udder. British Veterinary Journal, London, v. 124,

n.4, p. 358-363, 1986.

LOUZA, A.C.; VIEGAS, F.J.T.; BRANCC, F.N.A. Mamites
subclinicas na regiac agrdria de Ribateio e OQeste: 1.
Epidemiologia. Revista Portuguesa de Ciéncias Veterinarias,

Ribatejo, v. 81, n. 479, p.263-285, 1986.



43

MANCINT, G.; CARBONARA, A.O.; HEREMANS, J.F, Immunochemical
guantitation of antigens by single radial
immunodiffusion. Immunochemistry, Elmsford, n. 2, p. 235-

245, 1965.

MATTILA, T.; PYORALA, 5.; SANDHOLM, M. Comparison of milk
antitrypsin, albumin, N-acetyl-f-D-glucosaminidase, somatic
cells and bacteriological analysis as indicators of bovine
subclinical wastitis. Veterinary Research Communications,

Dordrecht, v. 10, p. 113-124, 1986,

MUNRO, G.L.; GRTEFE, P.A.; KITCHEN, B.J. Effects of mastitis
on milk yield, milk composition, processing properties and
yield and quality of milk products. The Australian
Journal of Dairy Thechnology, Highcli, v. 39, n. 1 p- 7-16,
1984,

NADER FILHO, A.; JUNIOR, O©.D.R.; SCHOCKEN-ITURRINO, R.P.; -
CEMBRANELLI, E.M, Sensibilidade da prova de whiteside na
deteccdo de leite mastitico em nivel de usina de
beneficiamento. Revista do Instituto de Laticinios Candido

Tostes, Juiz de Fora, v. 40, n.237, p. 11-14, 1985

NADER FILHO, A.; SCHOCKEN-ITURRINC, R.P.; WILSON, D.: FUKUDA,
S.P. Estudo de detecgéo de leite mastitico em nivel de
usina de benefiamento. Revista do Instituto de
Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora, v. 39, n.z236,

p. 13-17, 1984.



46

NORCROSS, N.lL.; Secretion and composition of colostrum and

milk. Journal of the American Veterinary Medical

Association, Chicago, v. 181, n. 16, p. 1057-1060, 1982.

OSTENSSON, K. Total and differential leukocyte counts, N-

acetyl--D~glucosaminidase activity, and serum albumim

content 1n foremilk and residual milk during endotoxin-

induced mastitis in cows. American Journal Veterinary

Research, Schaumburg, v. 54, n.2, p. 231-238, 1993,

OTERO, F.D.; CRUZ, J.R.S. Mecanismos de defensa de 1la

glandula mamaria bovina en las fases de involucidén y

lactatién., Veterinaria México, México, v. 23, n. 4, p.

357-365, 1992,

PEREZ, M.D.; SANCHEZ, L.; ARANDA, P.; SALA, F.J.: CALVO, M.

Time-course levels of ap-macroglobulin and albumim in cow

colostrum and milk and 2 macroglobulin levels in
mastitic Cow milk. Annales de Rechercheas
Véterinaire, Paris, v. 20, p. 251-258, 1989.

PERSSCN, K.; CARLSSON, A.; HAMBLETON, C.; GUIDRY, A.J.
Immuncglobulins, lysozyme and lactoferrin in the teat and
udder of the dry COwW during endoloxin-induced
inflammation. Journal of Veterinary Medicine, Series B,

Berlim, v. 39, p. 165-174, 1992,



47

POUTREL, B.; CAFFIN, J.P.; RAINARD, P. Physiological and
pathological faclors inlfluencing hovine serum albumin
content of milk. Journal of Dairy Science, Champaign, wv.

66, p. 535-541, 1983.

PYORALA, §. Indicators of inflammation to evaluate the
recovery from acute bovine mastitis. Research Veterinary

Seience, London, v. 45, p. 166-169, 1988,

RAINARD, P.; CAFFIN, J.P. Sequential changes in serum
albumin, Immunoglobulin (IgGl, 19G2, TgM) and lactoferrin
concentrations in milk feollowing infusion of Escherichia
coli into udder of immunised and unimmunised cows. Annales
de Recherches Véterinaire, Paris, v. 14, n. 3, p. 271-279,

1983.

RANDOLPH, H.E.; FRWIN, R.E.; RICHTER, R.L. Influence of
mastilis on properlies of milk. VII. Distribuition of
milk  proteins. Journal of Dairy Science, Champaing, v.

57, n. 1, p.15-18, 1974.

ROSENBERGER, G. Ubere. In: Exame clinico dos bovinos, 2.ed.

Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1983. p. 329-341.

SAAD, A.M.; KAARTINEN, L.; ASTROM, G. Influehce of exogenous

estradiol on the concentration of antitrypsina, albumin,



48
N—ace

til-B-D~glucosaminidase and somatic cells in milk of
cows at wvarious lactation

stages.

Journal Veterinary
Medical Association, Berlin, v

37, p. 51-60, 1990,
SANDHOLM, M.; MATTILA, T. Biochemical aspects of bovine
masltitis. Israel Journal of Veterinary Medicine, Rishon Le-
Zion, wv. 42, n. 1, p. 405-415, 1986.
SCHALM, O.W.: NCORLANDER, D.O.

kExperiments and observations
leading to development of the California Mastitis

Test.
Journal of the American Veterinary Medical Association,

Chicago, v. 130, n. S, p. 199-207, 1957.

SHELDRAKFE, R.F.

Immune mechanisms of the ruminant mammary

gland. Australian Journal of Dairy Thechnology, Highett,
v.42, p. 30-32, 1987.

SHELDRAKE, R.F.; HOARE,

parily,

R.J.T.; McGREGOR, G.D. Lactation
sltage, and infection affecling somatic cells,
electrical conductivity, and serum albumin in milk. Journal

of Dairy Science, Champaign, v

66, p. 542-547, 1983.
SINGH, L.H.; GANGULTI, N.C. Changes in the whey protein
fraction 1in mastitis milk, colostrum

and drying off
secretions. Indian Journal Dairy Science, New Delhi, v

. 28,
n. 4, p. 273-277, 1975.

SMITH, A.M.; CHESWORTH, J.M.;

HENDERSON,
laurell

Use of eleclrophoresis

G.D.; RODWAY, R.G.

for the dquantitative



49

measuremente ol albumin in mastiltic milk. Journal of Dairy

Research, Cambridge, v. 46, p. 547-550, 1979.

SLAUSON, D.0.; COOPER, B.J. Mechanisms of disease : a texbook
cof ‘comparative general pathology. Baltimore: Willians

& Wilkins, 1982. 420 p.

VERHOEFE, J.; SMITH, J.A.H. Bovine serum albumin and cell
counts in the diagnosis of subclinical udder infection. The

Veterinary Quartely, Docdrecht, v. 3, n.l1l, p. 38-45, 1981.





