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Resumo: A proposta do presente trabalho foi pesquisar a relacdo da mastite bovina com os niveis de nutrientes
presentes no leite. Foram utilizadas 72 vacas da ra¢a Holandesa, distribuidas em dois grupos: G1=36 vacas clinicamente
sadias e G2=36 vacas com mastite subclinica, diagnosticadas pelo California Mastitis Test — CMT, pela contagem de
células sométicas e pelo exame microbioldgico. No leite, foram determinados os niveis de gordura, proteina, cobre,
ferro, manganés e zinco. Os dados obtidos foram submetidos a procedimentos estatisticos, e os parametros do leite
apresentaram as seguintes médias e desvios-padrdes, respectivamente: gordura (%) 1,251 + 0,676 e 1,662 + 1,166 (p
> 0,05); proteina (%) 3,373 + 0,428 e 3,411 + 0,348 (p > 0,05); contagem de células somaticas (ap6s formacao logaritmica)
1,694 + 0,632 e 2,909 + 0,424 (p < 0,0001); Cobre (ppm) 0,043 + 0,015 e 0,047 + 0,019 (p > 0,05); ferro (ppm) 0,159 +
0,047 e 0,191 + 0,063 (p < 0,05); manganés (ppm) 0,040 + 0,010 e 0,036 + 0,010 (p > 0,05) e zinco (ppm) 3,938 + 1,221
e 3,658 + 1,212 (p > 0,05). Conclui-se que houve diferenca significativa apenas nos niveis de CCS e ferro entre os dois
grupos de animais estudados.
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Abstract: The purpose of this paper was to investigate the relationship between of bovine mastitis and the nutrients
concentration in milk. Seventy-two Holstein cows were divided into 2 groups: G1 - clinically healthy cows (n = 36) and G2
- subclinical mastitis cows (n = 36). Both groups of animals were subjected to the California Mastitis Test — CMT, the
somatic cell counting, and the microbiological examination. The concentrations of fat, matter protein, copper, iron,
manganese and zinc in the milk sample were determined. The recorded data were statistically analyzed and presented
the following means and standard-deviations, according to groups 1 and 2: fat (%) 1.251 + 0.676 and 1.662 + 1.166 (p
> 0.05); protein (%) 3.373 £ 0.428 and 3.411 + 0.348 (p > 0.05); somatic cell counting (after logarithmic basis) 1.694 +
0.632 and 2.909 £ 0.424 (p < 0.0001); copper (ppm) 0.043 + 0.015 and 0.047 + 0.019 (p > 0.05); iron (ppm) 0.159 + 0.047
and 0.191 + 0.063 (p < 0.05); manganese (ppm) 0.040 + 0.010 and 0.036 + 0.010 (p > 0.05) and zinc (ppm) 3.938 +
1.221 and 3.658 £ 1.212 (p > 0.05). It was concluded that there were significant differences in the levels of SCC and iron
between the two groups of animals.

Key words : bovine mastitis, somatic cell count, microelements, milk.

As perdas econbmicas associadas a mastite ndo
estdo limitadas apenas a propriedade leiteira. Os prejui-
zos também se estendem as industrias de laticinios,
uma vez que a infec¢do provoca alteracdes na composi-

1 Introdugéo

A mastite se caracteriza por alteracdes fisicas,
guimicas e bacteriologicas do leite, e por alteracdes

patoldgicas do tecido glandular.

Essa afeccdo constitui um dos maiores entraves a
exploracéo leiteira, tanto pelas perdas econdmicas
provocadas pela reducdo da produgédo, como também
devido a alteracdes dos principais componentes do leite
e a diminuigdo da vida produtiva dos animais, em decor-
réncia do comprometimento dos quartos mamarios
afetados. Além disso, a mastite pode representar um
risco potencial a salide do consumidor por veiculacao
de microrganismos causadores de zoonoses.

¢do do leite, comprometendo a qualidade de seus deriva-
dos (AFONSO; VIANNI, 1995).

No estégio atual de conhecimento, parece pratico e
razoéavel definir mastite como uma enfermidade caracteri-
zada pela ocorréncia de um aumento significativo do
conteddo de leucdcitos no leite das glandulas mamarias
acometidas (BLOOD; RADOSTITS, 1991). Devido ao
grande numero de casos subclinicos, o diagnéstico da
mastite depende de testes indiretos os quais, por sua vez,
se baseiam no contetido de leucécitos presentes no leite.
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As células somaticas do leite sdo primariamente
leucdcitos do sangue, as quais incluem macréfagos,
linfocitos e neutréfilos. Para vacas, a nivel de glandula
mamaria, a contagem de células somaticas (CCS) con-
siderada normal, nos quartos sem infeccao, esta geral-
mente abaixo de 200.000 células/mL, mas pode ser
inferior a 100.000 células/mL em animais de primeira
lactagédo (HARMON, 1998).

A CCS é importante no monitoramento do status
inflamatdrio das glandulas mamarias, seja de um quarto,
de uma vaca (amostra composta) ou de um rebanho.
Esta inflamacdo normalmente é o resultado de uma
infeccao microbiana. As células somaticas tém duas
principais fun¢des no Ubere: combater os microrganis-
mos e auxiliar na reparacao dos tecidos que secretam
leite, danificados pela infeccéo e resultante inflamacéo
(PHILPOT, 1998).

Atualmente, a contagem de células sométicas é tida
como o método classico para monitorar o estado de
saude da glandula mamaria. Estudos anteriores mostra-
ram que, nas mastites agudas em vacas, ocorre mobili-
zacao de leucdcitos, febre, aumento do cortisol sangui-
neo e de proteinas, como o fibrinogénio, o complemento,
a hepatoglobulina e a ceruloplasmina, e diminuig&o do
ferro e do zinco no soro (ERSKINE; BARTLETT, 1993).

S&o escassos os trabalhos mostrando a influéncia
da mastite subclinica sobre os niveis de microele-
mentos presentes no leite. Por este motivo, o objetivo
do presente trabalho foi determinar, no leite de vacas
portadoras de mastite, os niveis de gordura, proteina,
células somaéticas, cobre, ferro, manganés e zinco.

2 Revisao da Literatura

Os elementos minerais reconhecidos como nutricio-
nalmente essenciais para 0os ruminantes classificam-
se em macroelementos ou elementos maiores e micro-
elementos ou elementos tracos, de acordo com a sua
maior ou menor necessidade pelo organismo animal
(ANDRIGUETTO et al., 1982).

Cerca de 4-5% do peso total dos animais sao
constituidos de minerais. Os demais componentes sao
agua (x 57%), proteina (18%), gordura (21%) e
carboidratos (< 1%). O carbono, o hidrogénio, o oxigénio
€ 0 nitrogénio séo macroelementos organicos, constituin-
tes dos protideos, dos glicideos, dos lipideos e das
vitaminas. Por outro lado, os macroelementos inorganicos
como o célcio, fésforo, potassio, sédio, cloro, magnésio
e enxofre, com elevados requerimentos, tém funcdes
estruturais no organismo. Os microelementos ferro,
zinco, cobre, manganés, iodo, cobalto, molibdénio,
selénio e fluor, cujos requerimentos sdo menores,
atuam, principalmente, na sintese dos sistemas enzi-
maticos e dos hormdnios (LLOYD et al., 1982; McDOWELL,
1985; BLOOD; RADOSTITS, 1991; CAVALHEIRO;
TRINDADE, 1992).

2.1 Cobre

A funcéo biol6gica do cobre (Cu) é exercida por
proteinas que o contém, incluindo a superoxido-dismutase
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(SOD) e a ceruloplasmina (PROHASKA; LUKASEWYCZ,
1990).

A maior concentracado de cobre no organismo animal
se verifica no figado. Entretanto, sua concentra¢do nos
tecidos varia de acordo com a espécie, a idade e o
estado nutricional do animal. As varia¢6es individuais
dentro das espécies sdo muito grandes.

O cobre também circula no organismo animal com-
binado a algumas proteinas. Na maioria das espécies,
o nivel normal de cobre sangtiineo é de 80 a 120 mcg/
100 mL. No plasma sanglineo, 95% do cobre esta
presente na forma de um complexo cobre-proteina
denominado ceruloplasmina, com peso molecular de
150 KD, contendo 8 4&tomos de cobre por molécula. E
também um constituinte de algumas enzimas existentes
no plasma, tais como a citocromo-oxidase, a amino-
oxidase, a tirosinase, a catalase e a acido-ascorbico-
oxidase, e participa em diversas reacdes de oxidagéo
no organismo (ANDRIGUETTO et al., 1982).

Quando o seu nivel sérico se encontra inadequado,
as funcdes fisiologicas e metabdlicas relacionadas a
essas enzimas podem ser prejudicadas e, durante
deficiéncias clinicas, podem aparecer sintomas. Além
disso, essa deficiéncia pode influenciar a magnitude
da lesdo que ocorre nos tecidos durante 0s processos
inflamatorios (DAYRELL, 1983).

As enzimas ligadas ao cobre participam de reagfes
que utilizam o oxigénio como substrato, protegendo os
tecidos contra a oxidacao por radicais livres. Tanto a
ceruloplasmina, quanto a superéxido-dismutase estao
diminuidas na corrente sangliinea, quando ha deficiéncia
de cobre disponivel. A falta dessas proteinas diminui a
capacidade de reacéo do organismo contra a destruicdo
dos tecidos por organismos exdgenos (MACHADO;
HARMON, 1996).

O cobre tem papel importante no mecanismo de
defesa da glandula mamaria (ERSKINE; BARTLETT,
1993), devido ao aumento da concentragdo sérica de
cobre ligado a proteina, a ceruloplasmina.

A fagocitose e a destruicao dos microrganismos séo
importantes fun¢des imunocelulares dos macrofagos e
neutrofilos, o que é importante na protecéo da glandula
mamaria contra infecces por bactérias patogénicas
(CONNER et al., 1986).

O teor de cobre no leite € variavel, dependendo da
espécie animal, do estagio da lactagdo e do suprimento
de cobre na dieta. Em todas as espécies, o colostro é
especialmente rico em cobre e o leite da fase inicial da
lactacdo € mais rico que o da fase final, ocorrendo um
decréscimo progressivo no teor desse elemento durante
o periodo de lactagéo (ANDRIGUETTO et al., 1982).

2.2 Zinco

O zinco (Zn) é requerido para a atividade bioldgica
de mais de 70 enzimas, em diferentes espécies. As
enzimas zinco-dependentes participam de uma grande
variedade de processos metabdlicos incluindo os dos
carboidratos, dos lipideos, das proteinas e a sintese
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ou degradacdo dos acidos nucléicos. Esse metal esta
presente em varias desidrogenases, aldolases, peptida-
ses e fosfatases. E essencial para o crescimento, 0
desenvolvimento e a diferenciacéo das células (VALLEE;
WILLIAMS, 1968; PRASAD, 1984, 1985). E requerido,
ainda, para sintese do acido desoxirribonucléico (DNA)
e do &cido ribonucléico (RNA).

Segundo Beisel (1982), a deficiéncia € facil e rapida-
mente produzida, ja que ndo existe 6rgado especifico
para estocagem do zinco. Esse autor afirma, ainda,
gue a deficiéncia do zinco, est4, geralmente, associada
com outras deficiéncias nutricionais.

A concentrag&o de Zn no organismo animal varia de
acordo com as espécies consideradas e encontra-se
localizada, principalmente, no nucleo celular. Compara-
tivamente aos outros oligoelementos minerais, ele é
encontrado em taxas relativamente altas no leite de
vaca (3,0 a 5,0 mg/mL). A sua concentracéo no sangue
de bovinos adultos é de 0,25 a 0,35 mg/100 mL,
encontrando-se 75,0% nas hemacias, 22,0% no plasma
e 3,0% nos leucdcitos (ANDRIGUETTO et al., 1982).

O zinco desempenha um importante papel no fun-
cionamento normal do organismo, pois esta envolvido
com a sintese protéica e com o metabolismo dos glici-
deos. Esta também envolvido com o metabolismo da
vitamina A, mantendo as concentra¢gées normais des-
sa vitamina no sangue, mobilizando-a do figado
(ANDRIGUETTO et al., 1982).

Niveis deficientes de zinco afetam marcadamente a
morfologia das células envolvidas na resposta imune, a
contagem de polimorfonucleares e mondcitos, a
producao blastica celular, e a resposta geral do sistema
imune (SHEFFY; WILLIAMS, 1982). Pesquisas relacio-
nando o Zn com a resisténcia a mastite séo limitadas.

Verheijden et al. (1983) observaram, em vacas
portadoras de mastite espontédnea ou induzida, um
declinio nas concentragbes de zinco plasméatico e no
leite dos quartos afetados. Os autores afirmam que as
alteracdes no metabolismo do zinco, nos quartos com
afeccéo deve ter um importante papel no mecanismo
de defesa local do ubere.

2.3 Ferro

O organismo animal contém cerca de 0,005 a 0,009%
de ferro (Fe), sob a forma complexa, das quais, aproxi-
madamente, 57,0% estéo presentes na hemoglobina e
7,0% na mioglobina (ANDRIGUETTO et al., 1982).

O ferro esta presente no corpo dos animais, principal-
mente sob a forma de complexo, ligado a proteinas como
0s compostos heme (hemoglobina ou mioglobina), enzi-
mas heme (citocromos mitocondriais e microssémicos,
catalase e peroxidase) ou compostos nao-heme (trans-
ferrina e ferritina). O ferro sangtiineo esta contido, princi-
palmente, na hemoglobina eritrocitaria e na transferrina
plasmética. Enquanto a transferrina-ferrosanguineo néo
hemolitico, esta ligada a B-globulina. Dois atomos do
fon férrico unem-se a proteina plasmaética, que serve
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como um carreador de ferro no sistema vascular. A
concentragdo normal do ferro plasmatico é de 100 a
300 pg/dL (SWENSON, 1984), e no leite de bovinos chega
a 100 a 2400 pg/L (ROBINSON, 1990).

Os mecanismos de protecao da glandula mamaria
podem ser classificados, basicamente, em inatos ou
inespecificos, e adquiridos ou especificos. Aimunidade
inespecifica é determinada pela protecao inicial propor-
cionada pelo epitélio do canal do teto, e por uma série
de fatores quimicos-humorais, tais como a lactoferrina,
transferrina, lisozima, lactoperoxidase e proteinas do
sistema complemento (SANDHOLM; KORHONEN,
1995).

A lactoferrina € uma glicoproteina com capacidade
de ligar ions férricos com ions bicarbonato, restringindo
o ferro disponivel para as bactérias. O ferro € um dos
micronutrientes mais limitantes do crescimento bacte-
riano, principalmente das espécies de estafilococos e
coliformes, que o utilizam em enzimas da cadeia respi-
ratoria. No leite, a lactoferrina é produzida pelas células
epiteliais e fagocitarias, e sua concentragdo aumenta,
marcadamente, na ocorréncia da mastite (OTERO;
CRUZ, 1992; ERSKINE; BARTLETT, 1993; SANDHOLM,;
KORHONEN, 1995).

2.4 Manganés

Sabe-se pouco sobre as formas quimicas ou combi-
nacdes do manganés (Mn) no organismo animal. InUme-
ros sistemas enzimaticos sao ativados in vitro por esse
elemento. O fato de se concentrar nas mitocéndrias
tem corroborado a hipotese de que, in vivo, ele esta
envolvido na regulacéo parcial da fosforilag&o oxidativa
(SWENSON, 1984).

O manganés esta distribuido por todo o corpo, mas
sua quantidade total € muito inferior a de outros ele-
mentos, correspondendo a cerca de 10% do conteldo
de cobre (SWENSON, 1984). A sua concentracao no
leite bovino situa-se entre 3 e 370 pg/L (ROBINSON,
1990).

3 Material e Métodos

Foram utilizados animais de uma propriedade produ-
tora de leite tipo B, que mantém, em média, 250 animais
em lactacdo, sob regime de free stall, com trés orde-
nhas mecanicas diarias, localizada no municipio de Sao
Pedro, Estado de Sao Paulo. Foram utilizadas 72 (se-
tenta e duas) vacas da raga Holandesa, primiparas e
multiparas, em diferentes estagios de lactagéo, dividi-
das em dois grupos:

Grupo 1 (G1): constituido por 36 vacas clinica-mente
sadias, caracterizado como controle.

Grupo 2 (G2): constituido por 36 vacas portadoras
de mastite subclinica, em um ou mais quartos mama-
rios, diagnosticadas pelo teste do California Mastitis
Test — CMT! (SCHALM; NOORLANDER, 1957), pela
contagem eletrénica de células soméaticas e pelo exame
microbiolégico (CARTER; COLE JUNIOR (1990).
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As amostras de leite compreenderam os primeiros
jatos de leite na primeira ordenha do dia.

Os tetos foram lavados com 4gua e secos com toalha
de papel descartavel, seguido da antissepsia com alcool
70%, e as amostras, colhidas em frascos de vidro esteri-
lizados, de acordo com o tipo de andlise pretendida.
Para o exame microbiolégico, e para determinacéo de
minerais foram coletados, aproximadamente, 10 mL.
Essas amostras foram transportadas para o laboratério,
sob refrigeracdo em caixa isotérmica contendo gelo
reciclavel.

Para a determinacéo da contagem de células somati-
cas (CCS), foram colhidas amostras compostas dos
quatro quartos mamarios em volume aproximado de 50
mL de leite em frascos de plasticos contendo o conser-
vante dicromato de potassio. Apos a colheita, as amostras
foram homogeneizadas e encaminhadas ao laboratdrio.

No laboratério, o volume de 10 mL das amostras de
leite positivas no CMT, com escores 1+, 2+ e 3+, foram
semeadas em placas de Petri contendo meios de agar-
sangue? bovino 10% e agar MacConkey?, incubadas a
37°C, e com leituras apos 24, 48 e 72 horas, para
observacao da morfologia das coldnias. Foram prepa-
radas laminas coradas pelo método de Gram, para se
verificar a morfologia bacteriana e sua caracteristica
tintorial. Apos repique para meio de caldo cérebro-
coragdo* (BHI), foram realizadas as provas taxoné-
micas, segundo Carter e Cole Junior (1990).

A contagem de células somaticas®, bem como a
determinacao da porcentagem de gordura® e de protei-
na® do leite, foram realizadas em aparelho eletrénico,
no Laboratério de Fisiologia da Lactacdo do Departa-
mento de Zoologia da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz”, ESALQ, USP, Piracicaba-SP.

A determinac&o dos minerais foi realizada por espec-
trofotometria de absor¢éo atdbmica (Espectrofotdmetro
de absor¢éo atdbmica — PerKin - Elmer, mod. 2380), no
Laboratdrio de Nutricdo Mineral de Plantas, do Departa-
mento de Ciéncias do Solo da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas, UNESP, Campus de Botucatu, SP
(BEISEL, 1982).

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada
pelo teste multivariado T2 de Hotelling para comparacgao
dos valores de médias (WICHERN; JOHNSON, 1992).
As discussdes foram realizadas no nivel de 5% de signifi-
cancia.

4 Resultados

Dos 72 animais submetidos ao exame clinico e ao
CMT, totalizaram-se 288 quartos mamarios, dos quais
6 (2,1%) estavam atrofiados. Dos quartos em producéo
lactea, 82 (28,5%) apresentaram positividade ao teste
CMT, sendo 21 (7,3%) amostras 1+, 20 (6,9%) amostras
2+ e 41 (14,3%) amostras 3+ e as 200 (69,4%) restantes,
negativas.

Do total de 82 amostras positivas no CMT e subme-
tidas ao exame microbiolégico para determinagdo da
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microbiota, 7 (8,5%) mostraram-se negativas. As 75
(91,5%) amostras positivas possibilitaram o isolamento
de 88 microrganismos, em cultura pura ou em associa-
¢éo, como pode ser observado nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Distribuicdo dos microrganismos isolados, em cultura

pura ou em associacdo, em 82 amostras de leite de quartos ma-
marios positivos no California Mastitis Test — CMT.

Tabela 2 — Distribuicdo dos microrganismos isolados em associa-
¢8o em 82 amostras de leite, de vacas positivas ao California
Mastitis Test — CMT.

Os parametros analisados nas amostras de leite
apresentaram as seguintes médias e desvios-padréo,
nos grupos G1 e G2 respectivamente. Observou-se dife-
renca estatistica significativa na contagem de células
somaticas e na concentracdo de ferro entre os dois
grupos, como pode ser apreciado na Tabela 3.

Tabela 3 — Médias, desvios-padrdes e resultados do teste esta-

tistico multivariado dos valores dos constituintes obtidos nas amos-
tras de leite analisadas.

+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +

® Contagem de células somaticas: variavel sob a transformacao logaritmica.
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5 Discussao

Do total de 82 amostras positivas no CMT e subme-
tidas ao exame microbiolégico para determinagdo da
microbiota, sete (8,5%) mostraram-se negativas. As 75
(91,5%) amostras positivas possibilitaram o isolamento
de 88 microrganismos em cultura pura ou em associagdo
(Tabelas 1 e 2). O resultado, quanto ao numero de
amostras negativas observadas no exame microbiolo-
gico, é similar aos resultados obtidos por Langoni (1995)
e Costa et al. (1986), que encontraram 11,2% e 6,0%,
respectivamente.

Quanto aos microrganismos isolados nesse trabalho,
observa-se que houve predominio de Corynebacterium
bovis (39,8%), Staphylococcus aureus (20,5%) e
Staphylococcus epidermidis (19,3%). Esses dados
corroboram com os resultados observados por Langoni
etal. (1991) sendo diferentes as porcentagens de isola-
mento das cepas de S. aureus (31,56%), S. epidermidis
(30,18%) e C. bovis (5,52%).

Neste trabalho, observou-se que, has vacas infecta-
das, a CCS variou entre 120.000 células/mL e 4.259.000
células/mL. O menor valor foi observado em quarto
infectado por Staphylococcus epidermidis enquanto o
maior valor foi associado a presenga do Streptococcus
agalactiae. A maioria das pesquisas indica que uma
vaca com uma CCS inferior a 200.000 células/mL prova-
velmente ndo esta infectada com patégeno importante,
enquanto que CCS superiores a 300.000 células/mL
séo muito sugestivas de infecgdo (PHILPOT, 1998).

Harmon (1998) explica que a maioria dos estudos
indica que o uso exclusivo da CCS, com a finalidade de
classificar quartos em infectados ou néo infectados,
resulta em algum grau de erro devido aos resultados
falso-positivos e falso-negativos. Esses erros podem,
em parte, ser devido a flutuacéo normal da CCS obser-
vada durante o curso de uma infecgéo.

O zinco encontra-se localizado principalmente no
nucleo celular. Em comparagéo com os outros oligoele-
mentos minerais, ele é encontrado em taxas relativa-
mente altas no leite de vaca (3,0 a 5,0 mg/mL) segundo
Robinson (1990). Assim, nesse estudo, verificou-se que
os resultados foram equivalentes ao citado por esse
autor, demonstrando que ndo houve diminui¢&o de zinco
nas amostras de leite de quartos mamarios infectados.

A maior concentracdo de ferro observada no grupo
de animais com mastite pode ser devido ao aumento
da permeabilidade capilar, possibilitando maior afluxo
de hema@cias, leucécitos, e transferrina do sangue e
aumento na concentracgado de lactoferrina na glandula
mamaria (OTERO; CRUZ, 1992; ERSKINE; BARTLETT,
1993; SANDHOLM; KORHONEN, 1995). Verificou,
entretanto, que os valores de concentracéo de ferro no
leite obtidos nesse estudo apresentam-se dentro da
normalidade, conforme Robinson (1990).

Os valores observados quanto aos minerais e
proteina, nos dois grupos, estdo dentro da faixa de
normalidade. No entanto, para a gordura, os niveis
encontrados nesse trabalho, estdo abaixo dos valores
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considerados normais, por volta de 3,5% (ROBINSON,
1990). A porcentagem menor, observada no presente
trabalho, deveu-se, provavelmente, ao momento da
colheita de leite, que foi no inicio da ordenha, ja que
ocorrem alteracdes do inicio ao final da ordenha, sendo
menor a concentragdo de gordura no inicio da mesma
(SWENSON, 1984).

6 Conclusdes

Os resultados obtidos no presente trabalho permi-
tem concluir que:

1. Os valores médios das concentrac¢des do ferro e
da contagem de células somaticas no leite foram
maiores no grupo com mastite subclinica (p <0,05ep
<0,0001).

2. Os valores médios dos niveis de gordura, de
proteina, do cobre, do manganés e do zinco no leite
ndo apresentaram diferenga estatistica entre os dois
grupos.
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