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RESUMO

Com o objetivo de verificar a utilidade da detec-
¢do de soroalbumina (BSA) ¢ imunoglobulinas (Ig) no leite
como diagnostico da mastite subclinica, avaliou-se a relacdo
entre a concentragdo dessas proteinas, o exame microbiol6-
gico e o teste “California Mastitis Test” (CMT). Amostras
de leite de 172 quartos mamarios previamente examinadas
pelo CMT foram colhidas e levadas imediatamente ao labo-
ratbrio para exames bacteriologicos. Uma aliquota de cada
amostra fo1 congelada a -20°C e posteriomente testada para
a presenga de BSA ¢ Ig, por meio da técnica de imunodifu-
sdo radial simples. Das amostras testadas, 111 apresentaram
rivers fisiologicos de BSA (< 0,2mg/ml) e de Ig (< 0,5
mg/ml), 22 apresentaram niveis elevados de ambas proteinas
¢ 39 apresentaram niveis elevados de Ig, mas niveis fis1016-
gicos de BSA. Concentragoes de BSA e Ig acima dos limi-
tes fisiologicos foram observadas mais fregilientemente em
amostras onde o CMT apresentou reagdo de maior severida-
de (+++) € naquelas onde toram i1soladas Streptococcus spp.

e Staphylococcus aureus. Entre as 88 amostras positivas no
exame bacteriologico, niveis de BSA e Ig acima do limite
fisiol6gico foram observados em 10 e 35, respectivamente.
Em amostras onde ndo se isolou bactérias (84 das 172 exa-
minadas), niveis fisiologicos de BSA e Ig foram observados
em 72 ¢ 58 delas, respectivamente. A detecgdo de BSA e Ig
nas amostras de leite forneceu informag¢des adicionais sobre
o grau de lesdo tecidual, mas nio pode ser considerada
como um indicador sensivel para detecgdo precoce da rea-
cdo inflamatéria.

Palavras-chave: mastite subclinica, imunoglobulinas,
soroalbumina, diagnéstico, bovino.

SUMMARY

This work aimed to evaluate the feasibility of

milk serum albumin (BSA) and immunoglobulin (Ig) detec-
tion for the diagnosis of subclinical mastitis. Bacteriological
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examinations and concentrations of BSA and Ig were deter-
mined in 172 milk samples. The samples were also exami-
ned 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 (< 0.2
mg/ml) and Ig (< 0.Smg/ml). Twenty-two samples had
higher levels of both proteins and 39 samples had higher
levels of Ig and physiological levels of BSA. Concentrations
of BSA and Ig above the physiological levels were more
frequently observed in quarters samples with severe (+++)
CMT reaction and udder infection caused by Streptococcus
spp and Staphylococcus aureus. In bacteniologically positive
quarters (88 out of 172), increased levels of BSA and [g
were found in 10 and 35 samples, respectively. In the bacte-
riologically negative quarters (84 out of 172), physiological
levels of BSA and Ig were found in 72 and 58 samples,
respectively. Although BSA and Ig measurements in milk
samples gave turther information about udder tissuc damage,

they can not be used as a sensitive parameter to detect carly
mflammatory reaction.

Key words: subclinical mastitis. immunog lobulin, bovine
serum albumin, diagnosts, bovine.

INTRODUCAOQO

A disponibilidade de métodos de diagndstico que
possam indicar a presenga 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 doengas que mais se beneficia-
riam de mctodos de diagnosticos com esta capacidade
(BRAMLEY, 1992).

Como conseqiiéncia da mastite ocorrem aumento
do ntmero de células somaticas ¢ de algumas substincias.
como  por exemplo, soroalbuminas ¢ imunoglobulinas
(GIESECKE & VILIOEN, 1974; BRAMLEY, 1992). As
albuminas ¢ imunoglobulinas estao presentes em quantidades
inhmas na secereqdo  lactea, < 02 e < 0.9mg/ml,
respectivamente (GUIDRY et al., 1983: POUTREL et al.,
1983). Quando presentes em niveis acima destes limites
fisiologicos, representam um indicador sensivel do aumento
de permeabilidade capilar, enquanto as imunoglobulinas
indicam também resposta especifica a MICTOTZanismos
(GIESECKE & VILIOEN, 1974: CAFFIN et al. 1983;
CAFFIN & POUTREL, 1988; PLRSSON ct al., 1992). A

detecgdo  dessas substancias pode ser de auxilio no

fragOes especificas anti-BSA ¢ anti-IgG

diagnoéstico precoce de infecgdes da glandula mamaria ou na
identificagdo de processos de regressdao de infecgdes. Este
trabalho descreve a padronizagao das técnicas para deteccio
de soroalbumina bovina (BSA) e imunoglobulinas (Ig) no
leite bovino e a aplicagdo destas técnicas em amostras de
leite  avaliadas previamente pelo CMT e  exames
bacteriolégicos.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de leite foram coletadas em 172 quartos
mamarios de vacas leiteras pertencentes ao Centro Nacional
de Pesquisa de Gado de Leite da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéaria, mantidas em sistema de producio
semi-intensivo. Elas eram em sua mailoria mesti¢as com
predominancia da raca Holandesa, variedade preto e branco.
O sistema de ordenha era 0 mecanico, ocorrendo duas vezes
ao dia. Os ammais ndo haviam recebido tratamento prévio
para mastite.

As amostras de leite foram avaliadas pelo CMT,
cxame bacteriologico ¢ dosagens de BSA e Ig. O exame
bacteriologico for feito de acordo com recomendacoes do
NATIONAL MASTITIS COUNCIL (1990) ¢ o teste do
CMT, de acordo com SCHALM & NOORLANDER (1957,

Para determinagdo dos niveis de BSA ¢ Ig, foram
preparados soros anti-BSA e anti-imunoglobulina G por
me1o da hiperimunizagdo de dois coelhos sadios para cada
proteina puriticada®, de acordo com o protocolo descrito por
GARVEY et al. (1977). Ap6s o esquema de imunizacgio, os
animais tforam sangrados, o soro hiperimune separado e
foram obtidas
atraves de precipitagOes sucessivas com sulfato de amoOnia,
sevuida de didlises (GARVEY et al., 1977).

O teste de imunodifusao radial simples for utiliza-
do para determinagdo dos niveis dessas duas proteinas de
acordo com o descrito por MANCINI et al. (196S5). Para a
padronizacdo do teste, as fragdes especiticas dos anti-soros,
previamente hofilizadas, foram diluidas em uma solucio
tampao borato para se obterem diferentes concentragdes dos
anticorpos. Agar Noble a 3% toi fundido em tampao borato
contendo 0,5% de polietileno ghicol 4000 ¢ misturado a
1gual quantidade da solu¢do contendo anti-soro. Volumes de
3,0 ml desta solugdo foram usados para preparar as placas
de 1munoditusao. Apds sohditicagdo, pocos de 3mm de
didmetro foram cortados no 4gar. Em seguida foi tomada
uma amostra de leite de uma novilha com reagdo negativa
no CMT e exame bacteriologico negativo, ao qual se adicio-
nou concentragdes crescentes de BSA ¢ [gG purificadas’
para quantitica¢do do tamanho do halo de precipitacio. As
seguintes concentragdes (mg/ml) foram testadas para BSA
¢ Ig: 7,0 ; 6,0; 5,0; 4,0; 3,5; 3,0; 2,0; 1,75; 1,5; 1,25; 1,0
0,875; 0,75; 0,625; 0,5; 0,375; 0,25; 0,125 ¢ 0,0625. Volu-
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mes de Spl de cada concentragdo ¢ do leite sem BSA ¢ g
foram testados. As placas toram incubadas a 4°C em camara
dmida, por 24 horas. Apoés este periodo, toi anotado o dia-
metro do halo de precipitagdo, com o auxilio de uma régua
apropriada”. As amostras de leite contendo as diferentes
concentragdes das proteinas foram congeladas a -20°C ¢ o
teste repetido apOs diferentes periodos de estocagem nestas
condigdes, sem haver alteracdo entre as leituras. Uma curva
padrio for construida para cada proteina, por meio da re-
gressdo da arca do halo de precipitacao em relacio A con-
centracdo dos padroes. A concentra¢do de Img/ml do anti-
soro hotilizado for utilizada para conducio dos testes.

Para rcalizagao dos testes, as amostras de leite,
estocadas a -20°C, foram descongeladas. Volumes de Sul de
cada amostra foi pipetado em duplicata nas placas de agar
contendo o anti-soro especitico ¢ preparadas de acordo com
0 descrito actma. ApoOs a incubacdo, os diametros dos halos
de precipitagdo foram mensurados e a quantiticacdo de BSA
¢ Ig fo1 tetta com o uso da equacdo, obtida com a curva de
regressdo dos padroes. Os niveis de € 02mg/ml ¢ < 0,5
mg/ml de BSA e g, respectivamente foram definidos como
fisiologicos com base nos trabalhos de CAFFIN et al.
(1983), POUTREL et al. (1983), VERHOEFF & SMIT
(1981) ¢ CAFFIN & POUTREL (1988).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados do CMT ¢ dos niveis acima do fisiolo-
gico de BSA ¢ Ig encontrados sdo mostrados na Tabela 1.
Concentragdes de BSA acima dos limites considerados
fistologicos foram observadas mais freqiientemente onde o
CMT apresentou reagdo de mator severidade (escore +++).
Houve mator concordancia entre 0§ escores negativos e
tragos com baixos nivers de BSA (dots casos positivos em

Tabela 1 - Namero de amostras de lede com niveis de soroalbumina
(BSA) ¢ mmunoglobulina  (Ie) acima  do  considerado
hisiologico sobre o total de amostras examinadas, de acordo

com escores do CMT
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ESCORES DO CMT BSA (% la(%)
Negativo 277227 WIT2(12.5)
Tragos £)/724(0,0) R/24(33,3)

+ L/19(58.2) 5/19(26,3)
++ O/13(0.0) 31428, 5)
t++ 19/43(44,0)) 35/43(81. 9
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96 amostras examinadas). Nos escores + ¢ ++ somente uma
amostra das 33 examinadas apresentou nivers clevados de
BSA. Estes resultados mostram que o aumento na concen-
tracido de BSA foi relacionado com a severidade da doenca.
De maneira semelhante, 4 maiora das aniostras com niveis
clevados de g apresentou escores +++ a0 CMT. O numero
de amostras com nivers elevados nos escores + ¢ ++ tor pe-
queno (9/733) ¢ para os escores negativos ¢ tracos, 17 das 96
amostras exanunadas foram positivas,

Diversos pesquisadores que estuddaram o apareci-
mento de BSA em relacao a mastite verthcaram também um
aumento na concentracao de BSA em relacao ao aumento
nos escores do CMT ou na contagem de c¢¢lulas somaticas
no lerte. Em alguns desses trabalhos, a variagao da concen-
tracdo de BSA tor correspondente a outros indiwcadores de
intlamacao, por exemplo, o mtbidor da tripsina ou a enzima
N-acettf-B-D-glucosamimdase (GIESECKE & VILJIOEN,
1974, ISHIKAWA et al.. 1982:; POUTREL et al.. 1983:
BAKKIIN & THORBURN, 1985; MATILLA ctal., 19806).

Aumento da concentragao relativa das g com o
aumento do escore do CMT for observado por ISHIKAW A
ct al. (1982). Outros autores vertficaram uni aumento no
nivel de Ig com um aumento na contagem day células soma-
ticas do leite (GUIDRY et al., 1983; PERSSON et al.,
1992). O nivel de lg na glandula mamarta em resposta «
infeccao pede permancceer elevado mesmo apos a elimmaicio
do agente mteccioso (LOGAN et al,, 1980). Este tato, pode
ter contribuido para o aparecimento de nivers elevados de g

SN AMOstras com escores negativos ou tragos no CMT,

O namero de amostras com nivers de BSA ¢ g
acima do hinute tisiologico tor mais freqiiente onde toram
isolados Streptococcus sp. e Staphvlococcus aureus (Tabela
2). Aumento destes nivers em relacao a presenca de bacté-
rias moculadas experimentalmente, ou apOs a mmfecgao natu-
ral foram também relatados por diversos autores (CAFFIN
et al., 1983; RAINARD & CAFFIN, 1983, CAFFIN &

Tabeln 2 - Nomero de amostras de deite que apresentam nivels de
soroatbunmina ¢ muanoglobulma acima do consnderado

fistologico sobre o total de wolamentos,

—_——_— [— —_—— —_—— —_— ———, . —am . - _— — — —r | — W e —— am

BACTERIA ISOLADA  SOROALBUMINA  IMUNOGLOBULINAS

— —— ——— o p— — e e PETE B R tm e e S - - e ——— —— == =TTt R ——— LT T S —_— —— - _ - - e ———

Corvaebacterium spp. 2/43 1 7/43
Staphyvlococceus aureus | /4 /4
Streptococcus spp. 1721 L1721
Micrococcus spp. 0/01,2
Staphvlococcus spp. (/) V16
TOTAL 10/68 314/86
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POUTREL, 1988). Quartos mamirios infectados
por bactérias consideradas patogEnos
primarios  de mastite (S . aureus, Strep-
tococcus agalactiae, S. dysgalactiae ¢ S. uberis)

T e — e L TRl ————

Tabela 4 - Numero de amostras de leite positivas ao exame bacteriologico e escores do CMT
em relagdo aos nives de soroalbumina ¢ 1munoglobulinas.

- : . SOROALBUMINAS IMUNOGLOBULINAS
sa0 relacionados a nivers elevados de BSA e
lg (VERHOEFF & SMIT. 1981; SHELDRAKE ESCORE  NIVEIS  NIVELS ACIMA DO  NIVEIS T NIVEIS ACIMA DO
et al., 1983; BAKKEN & THORBURN., 1985) DO CMT FISIOLOGICOS  FISIOLOGICO FISIOLOGICOS FISIOLOGICO
Quando a infec¢do se d4 por patdgenos NEG ATIVO S 0 27 4
considerados  secundarios  (Corynebacterium HRALOS 1: " ;‘2 2
bovis, Micrococcus spp ¢ outras cspécies de ++ 6 0 3 3
Staphylococcus ¢ Streptococcus) ou quartos T 13 10 3 20
mamarios bacteriologicamente negativos  os - -

TOT AL  TRBR.O%) 1O0(11,4%) 53(60,2%) 35(39.8%)

nivels de BSA sao comparativamente menores.

anm ——

Entre as 84 amostras onde os exames
bacteriologicos foram negativos, 72 ( 33, 7%) t1-
nham niveis fisiol6gicos para BSA ¢ 58 (69%)
para Ig (Tabela 3). Um total de 12 amostras aprescentaram
nivels elevados de BSA e 26, de [e. Nove das amostras com
niveis elevados de BSA (75%) e 15 com niveis elevados de
lg (57,7%) apresentavam cscores +++ ao CMT. Nas 88
amostras onde o exame bacteriologico foi positivo, 10
apresentaram nivets acima do limite fisiologico para BSA ¢
35> para Ig (Tabela 4). Todas as dez amostras com niveis
clevados de Ig apresentavam escores +++ a0 CMT. Estes
resultados mostram novamente maior concordéncia de niveis
clevados de Ig e BSA com escores +++ a0 CMT. Contudo.
considerando estes dois grupos de animais, verifica-se que
0s nivels de BSA e Ig obtidos entre cles, para cada
categoria do CMT, foram semelhantes, ndo tornecendo um
parametro para diferenciagdo entre os grupos.

Os resultados apresentados indicaram que a detec-
a0 destas duas proteinas por meio da téenica de imunodifu-
a0 radial pode ser usada como exames complementares ao
CMT e/ou exames bacteriologicos para melhor caracteriza-
Gao de quadros mastiticos, A quantificacio de BSA e lg no
le1te de vacas com mastite subclinica pode auxiliar na detec-
¢a0 de processos intlamatorios da glandula mamaria, forne-

Tabela 3 - Namero de amostras de Jejte negativas ao exame bacteriologico o
escores do OMT em relagdo aos niveis de soroalbuming ¢ imu-

noglobulinas.
S()R()ALBUMINAS IMUNOGLOBULINAS
ESCORE NIVELIS NEVEIS ACIM A DO NIVEELS NIVEIS ACIN A DO
DO CMT  FISIOLOGICOS  FISIOLOGICO VISTOLOGICOS FISIOL.OGIEO
NEGATIVO Yy - R1¢ 5
TRACOS Y {) 6 3
+ 5 i 3 >
+4+ K 0 7 |
+4+ 11 Y N N
TOTAL 72857%: P214.3% IRIOGY Y 2O(3N Y%,

T e T - - e . — —

_— ——

cendo 1informacao extra sobre o grau de lesao tecidual.
Contudo, para deteccdo precoce de processo inflamatério da
glandula mamaéria, a elevagao dos niveis de BSA e Ig, con-
stderados 1soladamente, nao se constituem indicadores sensi-
vels.
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