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RESUMO: Este trabalho avaliou a influéncia da infecgio bacte-
riana da glandula mamdria (GM) sobre a transferéncia de imunidade
passiva (TIP) em bezerros recém-nascidos. Vacas holandesas (n=13)
foram observadas no momento da pari¢ao e ordenhadas para a obten-
4o de forma asséptica das amostras de colostro (n=52) para os testes
microbioldgicos. Os recém-nascidos receberam 6 litros de colostro de
uma ordenha nas primeiras 12 horas de vida, proveniente de suas res-
pectivas maes. Amostras de sangue foram colhidas antes (D0) e apds
(D2) 0 manejo do colostro. A TIP foi avaliada por meio de testes bio-
quimicos, eletroforese e leucograma. Os bezerros foram distribuidos
conforme a auséncia (IB-) ou presenca (IB+) de infecgio mamdria em
pelo menos uma GM de suas respectivas maes. Todas as amostras de
colostro (n=52) foram negativas ao cultivo fingico. Das 13 fémeas, 8
(61%) apresentaram crescimento bacteriano em =1 quartos mamdrios.
Considerando-se os quartos mamdrios, foi obtido isolamento bacteriano
em 21,15% (11/52), observando-se predominio de espécies bacterianas
do grupo Staphylococcus coagulase negativa. Nio foram encontradas
diferencas entre os parimetros de acordo com os grupos experimentais.
Em relagio aos momentos, foi possivel verificar aumento nos valores
de proteina total, globulinas, atividade sérica da gama glutamiltrans-
ferase e fragoes eletroforéticas beta e gamaglobulina apés a ingestao do
colostro materno. A mastite subclinica nao influencia a transferéncia
de imunidade passiva em bezerros recém-nascidos da raca holandesa,
avaliados por teste bioquimicos, eletroforese e leucograma.
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ABSTRACT: This study evaluated the influence of
intramammary infection under the passive immunity transfer
in newborn calves. Holstein cows (n=13) were monitored
at delivery, and milked to obtain sterile colostrum samples
(n=52) for microbiological examination. The newborn
calves received 6 liters of colostrum from their dams up to
12 hours after birth. Blood samples were harvested before
(DO0) and after (D2) colostrum feeding. The passive immune
transfer was evaluated by biochemical tests, electrophoresis
and leukogram. Calves were distributed according to absence
(IB-) or presence (IB+) of mammary gland infection in one or
more quarters. All colostrum samples (n=52) were negative
for fungal culture. Eight dams (8; 61%) had bacterial growth
in one or more mammary quarter. In relation to mammary
gland unit, bacterial growth was observed in 21.15% (11/52)
of the colostrum samples, with predominance of coagulase
negative staphylococcal infections. Statistical differences
were not found among variables according to the groups.
According to the experimental moments, the evaluated
parameters (total protein, albumin, globulins, GGT and beta
and alpha electrophoretic) increased after colostrum intake.
Subclinical mastitis did not influence the passive immune
transfer in Holstein calves evaluated by biochemical tests,
electrophoresis or leukogram.

KEYWORDS: electrophoresis; biochemical tests; leukogram.

'Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S3o Paulo — S3o Paulo (SP), Brasil.

*Autor correspondente: viviani.gomes@usp.br
Recebido em: 12/01/2015. Aceito em: 04/10/2016

Arg. Inst. Biol., v.84, 1-7, 0022015, 2017



R. F. Leite et al.

INTRODUCAO

A criagdo de bezerras ¢é a fase crucial do sistema de produgao
leiteiro, por garantir o crescimento do rebanho e 0 aumento
da produgio, no entanto, o sucesso dessa atividade requer a
implanta¢do de metas que permitam a sobrevivéncia, a sani-
dade e o desenvolvimento dos animais, admitindo-se indices
de mortalidade ¢ morbidade inferiores a 5 ¢ 10%, respec-
tivamente, do nascimento ao desmame. Nesse contexto, o
manejo do colostro é prioridade méxima, por conta das ele-
vadas taxas de morbidade (>22%) em bezerras com falha da
transferéncia de imunidade passiva (DCHA, 2013).

Bezerras recém-nascidas sio agamaglobulinémicas ao
nascimento e necessitam de sucessivas exposi¢des aos patd-
genos para maturagio imune, que se completa na puberdade
(KAMPEN ez al., 2006). Nesse periodo, a imunidade pas-
siva adquirida pela ingestdo do colostro ¢ fundamental para
a protecdo dos bovinos jovens nos primeiros meses de vida
(BARRINGTON; PARRISH, 2001).

O colostro bovino contém elementos soltveis e celulares
biologicamente ativos, sendo a IgG1 o principal componente
imune transferido da circulagio para a glandula mamdria pelo
mecanismo seletivo denominado de colostrogénese (WATSON,
1980). Essa imunoglobulina protege os bezerros especialmente
pela sua capacidade de opsonizagio, neutralizacao e intensifi-
cagao do mecanismo de citotoxicidade celular dependente de
anticorpos (BIBURGER ez al., 2014).

O direcionamento do sistema imune da glindula mamd-
ria (GM) ao neonato no periodo de colostrogénese pode ser
desfavordvel & sua prépria protecio (GOMES ez al., 2014).
O periparto é marcado por elevadas taxas de infec¢ao mami-
ria (NEWMAN ez al., 2009), sobretudo aquelas provocadas
por Staphylococcus coagulase negativa e Streptococcus agalac-
tiae. Nesse perfodo, o risco para desenvolvimento de mastite
é seis vezes mais elevado do que na lactagdo. Além disso, a
reagudizagio de processos inflamatérios oriundos da lacta-
¢ao anterior pode ser evidenciada no pés-parto imediato
(DINGWELL et al., 2002; RAJALA-SCHULTZ et al.,
1999; ODENSTEN ez 4l., 2007).

A presenga de bactérias na GM durante o periodo de
colostrogénese resulta em resposta inflamatéria com altera-
¢oes na permeabilidade vascular, extravasamento de protei-
nas inflamatdrias e diapedese de leucécitos polimorfonuclea-
res. A evolugio desse processo pode causar a perda de tecido
secretor, com impacto no volume e na qualidade do colostro
produzido (MAUNSELL et 4l., 1998).

O impacto da mastite para a satde e o crescimento das
bezerras é pouco conhecido e controverso (FERDOWSI
et al., 2009). MAUNSELL ez 4/. (1998) encontraram menor
volume e massa de IgG 1 no colostro de vacas com mastite, e
FERDOWSI et al. (2009) verificaram menor concentragio
de proteina sérica em bezerros de maes com elevada contagem
de células somdticas (CCS).

SANTOS et al. (2013) nio evidenciaram falha na trans-
feréncia de imunidade passiva (TIP) em bezerras que rece-
beram pool de colostro de vacas com mastite assintomdtica
ou sintomdtica. Observacio semelhante foi encontrada por
LAVEN et al. (2012), que ndo constataram diferencas na TIP
em bezerras nascidas de vacas tratadas ou nio com selante
de teto no pré-parto, prética adotada para prevenir a mastite
durante o periodo seco.

A importincia do manejo do colostro, a elevada incidén-
cia de mastite no periparto e a divergéncia entre os resulta-
dos apresentados anteriormente apontam para a realizacio de
estudos para a definicio de uma questio pritica de manejo
aplicdvel a rotina da criagio de bezerras.

A hipétese desta pesquisa foi que a infec¢io mamdria no
pés-parto altera a composigio do colostro bovino, comprome-
tendo a transferéncia passiva de fatores imunes aos recém-nascidos.
O objetivo desta investigagio consistiu em avaliar a influéncia
da infec¢do bacteriana da glindula mamdria no szzus imunitd-

rio dos recém-nascidos apés a ingestdo do colostro.

MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo (USP) (Protocolo n.° 2.305/11).

Foram selecionadas 13 fémeas bovinas gestantes da raga
holandesa preta e branca e seus respectivos conceptos, distri-
buidos em dois grupos experimentais conforme os resultados
obtidos no exame bacteriolégico e micolégico do colostro:
com infecgao em 21 GM (IB+, n=8) ou sem infec¢io mam4-
ria (IB-, n=5).

As vacas gestantes foram acompanhadas no dltimo més
de gestagio e monitoradas a cada duas horas nos periodos
diurno e noturno, com o objetivo de separar os bezerros das
maes antes da mamada de colostro. Apés a parigio, as vacas
eram encaminhadas para a sala de ordenha para coleta assép-
tica das amostras de colostro. Inicialmente foi realizada a lava-
gem dos tetos com solugao de hipoclorito a 2%, seguida de
secagem com papel toalha individual. Por fim, realizaram-se
a desinfecgio do teto pela fricgao de algodao embebido em
solugio de 4lcool 70% e a coleta das amostras pertencentes a
fracdo intermedidria de colostro para o exame microbioldgico.

A primeira aliquota obtida foi semeada em placas de
Petri contendo meio de dgar sangue de carneiro (5%) e
dgar Sabouraud, respectivamente mantidas a 37°C por 24 a
72 horas e 4 temperatura ambiente por 10 dias. As bactérias
foram caracterizadas de acordo com as caracteristicas de cul-
tivo, morfotintoriais e bioquimicas, utilizando kits comerciais
(RapID™ Staph Plus System, Thermo Scientific, Waltham,
MA, EUA) (LENNETTE ezal., 1985; KRIEG; HOLT, 1994;
MURRAY ez al., 1999). As culturas consideradas positivas
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foram as que apresentaram crescimento de pelo menos trés
coldnias idénticas. Amostras com crescimento de mais de
trés cepas bacterianas diferentes foram consideradas conta-
minadas (NMC, 1999).

Os recém-nascidos foram alimentados com seis litros de
pool de colostro fresco de primeira ordenha, proveniente de
suas respectivas maes. Os litros foram divididos em 2 alimen-
tacoes de 3 litros cada, com intervalo de 6 horas, fornecidos
nas primeiras 12 horas de vida.

Obtiveram-se amostras de sangue dos bezerros em tubos
com 4cido etilenodiamino tetracético (EDTA) e sem anti-
coagulante. As coletas das amostras foram feitas antes (DO) e
depois da ingestao do colostro (D2).

O ntimero total de leucécitos sanguineos foi determinado
por sistema automatizado (ABC Vet, ABX®, Irvine, CA, EUA),
associado 2 contagem diferencial dos leucdcitos por metodo-
logia manual pela diferenciagao das células de acordo com o
seu padrio morfoldgico.

A avaliagio qualitativa da concentragio de imunoglo-
bulinas no sangue dos bezerros foi feita por meio do TSZ,
utilizando-se solu¢do de sulfato de zinco (ZnSO,.7H,0)
a 350 mg/L, segundo procedimentos estabelecidos por
HUDGENS et al. (1996).

As provas bioquimicas para determinacio dos teores de
proteina sérica total (PT), albumina (ALB) e atividade sérica
da gama glutamiltransferase (GGT) ocorreram em apare-
lho automdtico (RX Daytona, Randox®, Dublin, Irlanda),
mediante 4its comerciais, em conformidade com as recomen-
dacées do fabricante.

Para o fracionamento das proteinas séricas foi realizada
a migracdo eletroforética em fitas de acetato de celulose, por
intermédio das técnicas modificadas de FRIEDMAN (1961)
e KREMERS et al. (1967). Desenvolveram-se a leitura e

interpretacio do fracionamento eletroforético em densi-
tometro para eletroforese com marcacido manual das dife-
rentes fragdes proteicas (alfaglobulinas, betaglobulinas e
gamaglobulinas), e avaliaram-se as curvas geradas segundo
KANEKO (2008).

Foi realizada anilise descritiva dos resultados obtidos no
exame microbiolégico do colostro e TSZ do soro. Os demais
dados foram testados quanto a aderéncia 4 distribui¢io normal
pelo teste de Shapiro-Wilk, constatando-se que a maioria das
varidveis apresentou distribui¢io normal. Foram calculadas as
médias (t+desvios padrio) dos parAmetros, e detectaram-se as
diferencas estatisticas entre os grupos (IB+ e IB-) pelo teste
¢ de Student para amostras independentes. A comparagio
das médias antes da ingestiao do colostro (D0) e apés (D2)
foram determinadas pelo teste # de Student para amostras
dependentes. Todos os testes foram considerados significati-
vos quando p<0,05.

Eosinéfilos e neutréfilos bastonetes nao indicaram dis-
tribuigio paramétrica. As medianas e quartis estdo em grafi-
cos do tipo boxplor.

RESULTADOS

Das 13 vacas avaliadas, 8 (61,54%) apresentaram isolamento
bacteriano no colostro proveniente de 21 dos quartos mama-
rios. Destas, a maioria das vacas (n=6) apontou crescimento
bacteriano em apenas 1 quarto mamdrio (46,15%) e 2 delas
em 2 ou 3 quartos mamdrios (15,38%). Considerando-se os
quartos, foi obtido isolamento bacteriano em 21,15% (11/52)
das amostras avaliadas, observando-se predominio de espé-

cies bacterianas do grupo Staphylococcus coagulase negativa

Tabela 1. Espécies bacterianas isoladas do colostro bovino de vacas holandesas no periparto.

Identificacdo das maes Quarto mamadrio

1.406 AD
1.288 PE
1.265 AE
AD
4.453
AE
1.241 AE
1.482 AE
1.459 AE
PD
1.485 AE
PE

Espécies bacterianas
S. capitis ss capitis e S. schleiferi
Staphylococcus warneri
Staphylococcus hyicus
S. chromogenes e S. schleiferi

Streptococcus agalactiae

Staphylococcus saprophyticus e Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus dysgalactiae
Staphylococcus chromogenes
S. schleiferi e Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus chromogenes

S. schleiferi

AD: quarto anterior direito; PE: quarto posterior esquerdo; AE: quarto anterior esquerdo; PD: quarto posterior direito.
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(SCN) (Tabela 1). Nao houve crescimento fingico nas amos-
tras analisadas.

Os bezerros recém-nascidos (12/13) que receberam pool
de colostro proveniente de GM com ou sem infecgio bacte-
riana demonstraram reagio negativa na prova de TSZ antes
da ingestao do colostro (DO0) e reagoes positivas em D2, com
excegdo de apenas um bezerro do grupo IB+, que apresentou
prova positiva no DO.

Os resultados obtidos para os dois grupos de bezerros que
ingeriram pool de colostro proveniente de quartos sem (IB-)
ou com infeccio mamdria (IB+) estao nas Tabelas 2 € 3 e na

Figura 1. Nio foi possivel detectar diferencas entre os grupos
experimentais para os componentes do leucograma, parime-
tros bioquimicos ou fracdes eletroforéticas.

As diferencas entre os momentos antes da mamada de
colostro (D0) e apés a mamada (D2) para os pardmetros bio-
quimicos e fracoes eletroforéticas apresentaram padrio clds-
sico, verificando-se aumento dos teores de proteina total, glo-
bulinas, atividade sérica da GGT, beta e gamaglobulinas em
24-48 horas pés-nascimento (p<0,05) (Tabela 3). Apenas nao
se puderam detectar diferengas entre os momentos para os
componentes do leucograma (Tabela 2 e Fig. 1).

Tabela 2. Médias e desvios padrdo dos componentes do leucograma de bezerras holandesas antes (DO) e depois (D2) da ingestdo
de colostro oriundo de glandula mamaria infectada (IB+) ou ndo infectada (IB-) com bactérias.

Glandula mamaria infectada

Glandula mamaria ndo infectada

Parametros Momentos (média£DP) (média£DP) Valor p
, DO 14,85+4,27 15,45+6,86 0,850
Leucdcitos (x103/pL)
D2 11,47%24,27 16,07%+3,13 0,082
i DO 7,64+3,81 10,77%5,26 0,247
Neutréfilos (x103/pL)
D2 5,93+3,85 8,65+2,38 0,225
) DO 1,40£0,61 0,95+0,57 0,208
Mondcitos (x103/pL)
D2 1,28+0,99 1,44+£1,00 0,788
DO 4,13+1,74 2,94+1,27 0,249
Linfdcitos (x103/uL)
D2 3,88+0,94 5,26+2,84 0,199

DP: desvio padrao; DO: antes da ingestdo de colostro; D2: apds a ingestdo de colostro. Diferencas entre os grupos avaliada pelo teste t de Student

para amostras independentes (p<0,05).

Tabela 3. Médias e desvios padrdo dos pardmetros bioquimicos e fracdes eletroforéticas do soro de bezerras holandesas antes e
depois da ingestdo de colostro oriundo de glandula mamaria infectada (IB+) ou ndo infectada (IB-) com bactérias.

Glandula mamaria infectada

Glandula mamaria ndo infectada

Parametros Tempos (médiaDP) (médiaDP) Valor p
DO 4,21+0,25" 4,13+0,83" 0,796
Proteina total (g/dL)
D2 6,88+0,974 6,61+0,88% 0,645
DO 2,790,144 2,67+0,26* 0,301
Albumina (g/dL)
D2 2,45+0,188 2,330,178 0,310
DO 1,41+0,198 1,45+0,57° 0,842
Globulinas (g/dL)
D2 4,43+0,93* 4,27+1,02A 0,797
DO 4,52+3,48" 3,83+2,528 0,730
GGT (U/L)
D2 334,37t162,814 220,96+153,72% 0,264
DO 2,19+0,21 1,87%0,20 0,027
Albumina (g/dL)
D2 2,05+0,22 1,84%0,12 0,120
[0] 1,16%0,15 1,07+0,13 0,357
Alfaglobulina (g/dL)
2 1,10+0,09 1,10£0,09 0,972
DO 0,62t0,09* 0,54+0,16* 0,259
Betaglobulina (g/dL)
2 1,22%0,24" 1,170,098 0,747
[} 0,21+0,08° 0,62+0,44° 0,016
Gamaglobulina (g/dL)
D2 2,49+0,73* 2,48%0,73* 0,975

DP: desvio padrdo; DO: antes da ingestdo de colostro; D2: apds a ingestdo de colostro. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas

estatisticas pelo teste t de Student para amostras dependentes (p<0,05). As diferengas entre os grupos foram detectadas pelo teste t de Student

para amostras independentes (p<0,05).
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Apos ingestdo do colostro
300+

250 -
200+
150 1

100 -

Eosinofilos (x103/pL)

u
o
1

o_

1B+ IB-

Antes da ingestdo do colostro

1,21
1,0
0,81
0,61
041

Bastonetes (x 103/uL)

0,2

0,0+

B+ IB-

Apos ingestdo do colostro
0,6

0,51
0,4+
0,31

0,24

Bastonetes (x 10%/pL)

0,14

0,04

B+ IB-

*Qutlier. 1B+: glandula mamaria infectada; IB-: glandula
mamaria ndo infectada. Eosindfilos ndo foram detectados no
antes da ingestdo de colostro.

Figura 1. Valores medianos para os valores absolutos de
eosinofilos e neutrdfilos bastonetes antes (DO) e depois (D2)
da ingest3o de colostro oriundo de glandula mamadria infectada
(IB+) ou ndo infectada (IB-) com bactérias.

DISCUSSAO

A sobrevivéncia de bezerras nas primeiras semanas de vida
depende da imunidade passiva adquirida pela ingestao de
colostro materno (BARRINGTON; PARRISH, 2001).
O gerenciamento do manejo do colostro inclui a avaliagao
da sua higiene e qualidade microbioldgica, que pode ser afe-
tada pela presenca de infecgio mamdria no pds-parto imediato
(FERDOWSI et al., 2009; JOHNSON ez 4/., 2007). Além
disso, a auséncia de consenso sobre a infeccio mamdria e a
qualidade do colostro motivaram a realizacio desta pesquisa.

A prevaléncia de infeccio mamdria observada aqui foi de
61,40 e 21,15%, nessa ordem, considerando vacas e quartos
mamdrios, causada especialmente por bactérias dos grupos
Staphylococcus coagulase negativa e Streptococcus dysgalactiae,
citadas na literatura como os principais patdgenos envolvidos
com os quadros de mastite manifestados no periodo de tran-
sicio (DINGWELL et al., 2002; RAJALA-SCHULTZ et al.,
2005; ODENSTEN ez al., 2007). Essas bactérias sao integran-
tes da microbiota da pele do aparelho mamdrio e provavelmente
expressam seu potencial de viruléncia no pés-parto imediato por
conta das adaptagdes fisioldgicas, metabdlicas e imunoldgicas
ocorridas nessa fase do ciclo produtivo (OLIVER; SORDILLO,
1988; PARK ez 4l., 1992; GOFF; HORST, 1997).

A infeccio pela bactéria Staphylococcus coagulase negativa
da GM em vacas leiteiras durante o periparto é transitdria, e
a maioria dos animais nio desenvolve mastite clinica (SILVA
etal., 2014). Esse fato também foi observado na presente inves-
tigacdo, pois ndo foram relatados quadros ou tratamento de
mastite clinica pelo produtor no pés-parto imediato.

Os resultados obtidos no TSZ, nas anilises bioquimicas
e na eletroforese permitem afirmar que o manejo de colostro
adotado foi eficiente para a transferéncia de imunidade pas-
siva aos neonatos.

A maioria das bezerras apresentou resultados negativos no
teste de TSZ antes da ingestio do colostro em razao do szus hipo-
gamaglobulinémico dos bezerros ao nascimento, decorrentes da
placenta sinepiteliocorial das fémeas bovinas (BARRINGTON;
PARRISH, 2001). Apenas um animal avaliado apresentou reagio
positiva antes da mamada do colostro (D0), talvez pela infec-
¢io durante o periodo fetal, comumente causada pelo virus da
diarreia viral bovina (MARTIN ez 4/., 2016).

O aumento dos valores de PT, globulinas e fragées ele-
troforéticas apds a ingestdo do colostro é consensual e ocorre
pela passagem de imunoglobulinas provenientes do colostro
pelo epitélio intestinal do bovino recém-nascido nas primei-
ras 24 horas de vida (WATSON, 1980). Os valores obtidos
nesta pesquisa, nas provas bioquimicas, foram semelhantes aos
encontrados por FEITOSA ¢t al. (2001) para proteina total
(6,55 g/dL) e albumina (2,61 g/dL) apés a ingestdo do colos-
tro, porém a atividade sérica da enzima GGT foi menor do
que aquela relatada pelo tltimo autor citado (702,45 U/L).
Em contrapartida, os valores da atividade sérica da GGT
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foram semelhantes aos valores (250-300 U/L) relatados por
JEZEK et al. (2010). A forma de amamentacio e o volume de
colostro ingerido pelos bezerros podem explicar as diferengas
obtidas. FEITOSA et al. (2001) avaliaram bezerros oriundos
de diferentes fazendas, as quais provavelmente nio adotavam
o sistema de mamada controlada. Assim, as bezerras podem
ter ingerido maior volume de colostro do que o estabelecido
no delineamento experimental desta pesquisa.

Nio foi possivel observar diferencas entre os grupos de
bezerros que ingeriram colostro proveniente de vacas com e
sem infecgdo bacteriana, considerando as provas tradicional-
mente empregadas para avaliagdo da transferéncia de imu-
nidade passiva. Esse resultado é condizente com os achados
de SANTOS ez al. (2013), que nao verificaram FTIP em
bezerros com mastite assintomdtica ou sintomdtica. A vaca
recém-parida geralmente é ordenhada no pés-parto imediato,
sendo o pool do colostro oriundo dos quartos mamdrios for-
necido aos recém-nascidos. Portanto, a mistura do colostro
entre GM higidas e infectadas pode resultar em qualidade
imunolégica adequadamente suficiente para a transferéncia
dos fatores imunes necessarios aos neonatos. E vélido ressal-
tar que a maioria das vacas IB+ desta pesquisa apresentava
infec¢ao mamdria em apenas um dos quartos, sem manifes-
tagdo de quadro clinico de mastite.

FERDOWSI et al. (2009) encontraram menores con-
centracoes de proteina total em bezerros alimentados com
colostro, apresentando elevada CCS. Nesse caso, os referi-
dos autores avaliaram a CCS no poo/ de colostro oferecido
aos bezerros, e nio amostras individuais. Esta pesquisa nao
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CONCLUSOES

A mastite subclinica nio influencia na transferéncia de imu-
nidade passiva em bezerros recém-nascidos da raga holandesa,

avaliados por teste bioquimico, eletroforese e leucograma.
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