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RESUMO

Avaliou-se a influéncia da mastite subclinica bovina causada por Staphylococcus aureus sobre
as fragoes protéicas do leite pela comparacao entre quartos mamaérios doentes e sadios. O estudo
foi realizado em propriedade leiteira com rebanho experimental de vacas holandesas e o
diagnéstico da mastite subclinica foi previamenterealizado pelo “California Mastitis Test” (CMT).
Determinou-seasfracdes de proteina total, proteina verdadeira, caseina, soroproteinas, nitrogénio
ndo protéico e nitrogénio ndo caséico, além da contagem de células somaticas (CCS) do leite dos
quartos mamarios. Os animais selecionados foram distribuidos em dois grupos de acordo com o
estidgio de lactacdo e classificados em Grupo “1”, composto por animais em estdgio inicial de
lactagdo compreendido entre os dez dias e os dois meses apds o parto, e Grupo “2”, formado por
animais emestagio delactagdo compreendido entre o inicio do terceiro mésapds o partoaté onono
més de lactacdo. A CCS dos quartos infectados dos animais pertencentes a ambos os grupos foi
superior a encontrada para os quartos sadios (P < 0,0001). O contetido de soroproteinas e de
nitrogénio ndo caséico no leite de quartos mamarios com mastite subclinica por S. aureus foi
significativamente superior em animais acima dos 60 dias em lacta¢do, quando comparados com
quartos mamarios sem mastite.
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ABSTRACT

INFLUENCE OF BOVINE SUBCLINICAL MASTITIS UPON MILK PROTEIN FRACTIONS. The
influence of bovine subclinical mastitis caused by Staphylococcus aureus upon the milk protein
fractions was evaluated with the comparison among mammary quarters with subclinical mastits
and healthy mammary quarters. The trial was performed in a dairy herd with crossbred Holstein
cows and the diagnosis of subclinical mastitis was previously made by California Mastitis Test.
The milk fractions as total protein, true protein, casein, whey protein, nonprotein nitrogen,
noncasein nitrogen, as well as the somatic cell counts (SCC) from milk were determined. The
animals were distributed into two groups in conformity to lactational stage. Group “1” included
animals between 10 and 60 days in milk and the group “2” included animals between 61 days and
ninth month in milk. The infected quarters SCC in the cows from the two groups was higher than
healthy mammary quarters (P <0.0001). The whey proteins and the noncasein nitrogen in the milk
from mammary quarters with subclinical mastitis caused by S. aureus were significantly higher
in the cows above 60 days in milk.

KEY WORDS: Protein, Staphylococcus aureus, bovine mastitis, milk.

INTRODUCAO

A mastite causada pelo Staphylococcus aureus
caracteriza-seprincipalmente pelaformasubclinica
e manifesta-se por uma tipica elevacdo da contagem
de células somaticas (CCS) no leite. O isolamento
microbiolégico deste microrganismo associado com
a elevada CCS demonstra a participagdo deste

patégeno na etiologia infecciosa da doenca (Kivaria
et al., 2007).

A forma subclinica da enfermidade pode acarretar
alteragdes nos componentes do leite, dentre os quais as
suas fragdes protéicas. Apesar da porcentagem de prote-
ina total do leite praticamente ndo variar, pode haver
decréscimosignificativonaporcentagem decaseinatotal
eaumento das proteinas do soro ( Fonseca; Santos, 2000).
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Neste sentido, BANsaL et al. (2005) relataram que a
proteina total do leite consiste de diferentes fragoes
como, por exemplo, as originadas do sangue repre-
sentadas pela soroalbumina bovina e as
imunoglobulinas, que aumentam com a resposta in-
flamatéria. Além destas, ha aquelas sintetizadas na
glandula mamaria como a caseina, a lactalbumina e
as lactoglobulinas que diminuem devido a secrecao
alveolar prejudicada. Dessa maneira, o tipo e a mag-
nitude daresposta patolégica tem papel fundamental
nos valores de proteinas totais do leite.

Segundo Lescourret; CouLoN (1994), a ocorréncia
da mastite apresenta efeitos mais prejudiciais no
inicio dalactacdo, tanto pelaredugdomaisacentuada
da produgdo de leite como pelo impacto que pode
causar no restante do periodo lactacional. Além dis-
so, a enfermidade no periodo inicial da lactagdo pos-
sui uma maior importancia epidemiolégica, ja que os
animais infectados poderdo servir como fontes de
infec¢do para outros animais dorebanho durante um
intervalo de tempo superior.

Devido as possibilidades delaticinios instituirem
o pagamento do leite pela qualidade do produto e
deste pagamento ser feito deacordo com os valores de
constituintes lacteos como os sélidos totais ou deter-
minadas fragdes protéicas, procurou-se avaliar a in-
fluéncia da mastite subclinica bovina causada porS.
aureus sobre as fragdes protéicas do leite pela compa-
ragdo de quartos mamadrios doentes com quartos
mamarios sadios. A partir do conhecimento da pre-
sencaoundo dosefeitos negativos da doencasobreas
caracteristicas protéicas doleite, podemser desenvol-
vidas medidas para o controle da enfermidade e a
conseqiiente melhoria da qualidade do produto.

MATERIAL E METODOS

Estudaram-se 40 vacas lactantes em uma propri-
edade rural com rebanho experimental situada no
Municipio de Colina, Estado de Sao Paulo, cuja pro-
dugdo de leite era préxima a 400 L diarios. Os experi-
mentos conduzidos foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da EMBRAPA Pecuaria
Sudeste. Os animais eram do grupo genético 7/8 da
raca Holandesa com alimenta¢do baseada em con-
centrado (roldo de milho, milho, calcario, fosfato
bicélcico, uréia e sulfato de amonia) e pastagens de
Panicum maximum cultivar Tanzénia, suplementada
naépoca das secas por silagem de milho. Além disso,
durante o experimento, a quantidade de concentrado
era aumentada de 1 kg/cabeca/dia para 2 kg/ cabe-
¢a/dia. Os animais recebiam suplementa¢do mineral
“avontade” (férmula comercial). A ordenha dos ani-
maisfoirealizada deformamecanica,umavezaodia,
por meio de sistema “latdo ao pé”.

Asvacasemlactacdo foram submetidas as provas
do “California Mastitis Test” (CMT) para o diagnés-
tico damastite subclinica e selecionaram-se as fémeas
que apresentavam pares de quartos mamarios cujo
leite mostrava-sereagenteao CMT em um dos quartos
e ndo reagente no quarto oposto correspondente.

A confirmagdo de S. aureus como responsavel pela
etiologia infecciosa da mastite subclinica foirealizada
apo6s a colheita de duas amostras de leite contendo de
5a10mL, obtidasnoinicio daordenhaeoriginadasde
um mesmo quarto mamadrio. Estas amostras foram
semeadas (10 nL) sobre a superficie de 4gar sangue de
ovino contido em placas de Petri e a identificagdo
fundamentou-se nas caracteristicas de crescimento e
visualizagdo de esfregacos corados pelo método de
Gram. As colonias classificadas como cocos Gram-
positivos foram submetidas as provas da catalase,
coagulase lenta com plasma de coelho, verificagdo da
producao de acetoina e utilizagdo ou ndo da maltose e
datrealose. Asamostras positivasaestas provas foram
classificadas como S. aureus (HoLmBERG, 1973; HoLT et
al.,1994). Os quartos mamadrios ndo reagentesao CMT
foram confirmados como sadios apds a auséncia de
crescimento de microrganismos a partir das amostras
deleite. A interpretacao dosresultadosbacteriolégicos
seguiu o preconizado por HarmoN et al. (1990). Dessa
maneira, os casos de mastite subclinica trataram-se de
infecgdes ndo induzidas.

Concomitantemente, determinou-se a CCS pela
contagem direta de esfregagos de leite corados com o
corante Broadhurst-Paley em microscépio 6pticocom
objetiva de imersdo (INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION,
1991) e procedeu-se as determinagdes das fragdes
protéicas do leite de acordo com o método de Kjeldhal
(micro), preconizado por metodologia padronizada
pela INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION (1962). Assim,
apos a digestdo, destilagdo e titulacdo das amostras
determinaram-se os teores de nitrogénio total, nitro-
génio ndo protéico e nitrogénio ndo caséico. Para
calcular os porcentuais de proteina verdadeira,
caseina e soroproteinas, respectivamente, subtrai-
ram-se os valores encontrados para a fragdo do nitro-
génio nao protéico dos valores de nitrogénio total; os
valores da fragdo de nitrogénio ndo caséico do nitro-
génio total; e os valores da fracao do nitrogénio nao
protéico do nitrogénio nao caséico.

Osanimaisselecionados foram distribuidos em dois
grupos, de acordo com fases de lactacao. O Grupo “1”
foi composto por animais em estagio inicial de lactagdo
compreendido entre os dez dias e os dois meses apds o
partoeoGrupo“2” eraformado poranimaisemestagio
delactagdo compreendido entre o inicio do terceiro més
apos o parto até o nono més de lactacdo, adaptado de
CULLEN (1968) e Van Horn; WiLcox (1992).

Procedeu-se a transformacao logaritmica dos va-
lores encontrados para as células somaéticas do leite
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de quartos mamarios doentes e sadios (logaritmo base
10) (RysanNek etal., 2007) e os valores encontrados para
as fragdes protéicas e para a CCS foram analisados
peloteste “t” de diferencas entre médias populacionais
para dados ndo pareados (Sampalo, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

ATabelalapresentaosresultadosreferentesa CCS
no leite. O valor médio para a CCS (log) dos quartos
infectados em animais pertencentes ao Grupo “1” foi
igual a 5,57 (457 x 10° células/mL), superior ao valor
encontrado paraosquartossadios,iguala4,65 (45x10°
células/mL) (P < 0,0001). Nos quartos mamarios de
animaisclassificadosnoGrupo“2”,aCCSdosquartos
infectados também foi superior a CCS dos quartos
sadios, 5,64 (438 x 10° células/mL) e 4,60 (40 x 103
células/mL), respectivamente (P < 0,0001).

A CCS é uma avaliacdo amplamente utilizada
para aferir o grau de inflamagdo de uma glandula
mamaria infectada. HORTET et al. (1999) associaram a
elevagdo da CCS com a redugdo da producao de leite

em vacas primiparas e multiparas sem mastite clini-
ca.Segundo estes autores, aredugdo elevou-se com os
dias em lactacdo, especialmente em periodos superi-
ores a 100 dias.

Segundo MALLARD et al. (1998), os mecanismos de
defesadoanimal tém baixa capacidade derespostaas
infecgdes no periodo compreendido entre trés sema-
nas antes do parto e trés semanas pds-parto. De
acordo com os resultados encontrados para a CCS
neste trabalho, os efeitos da mastite subclinica por S.
aureus foram significativos tanto em quartos mamari-
os de animais que se encontravam em fase inicial de
lactagdo como em quartos de vacas acima dos dois
mesesem lactacdo. Existeuma grande diversidadena
etiologiainfecciosa da mastite e cada quarto mamario
pode responder a infeccdo de maneira diferente de
acordo com o agente etiol6gico responsavel pela do-
enca. Segundo ZAfFALON et al. (2005), a CCS como
método diagnoéstico apresentou sensibilidade e efici-
éncia superior no diagnéstico da mastite subclinica
por S. aureus quando comparado com Corynebacterium
spp., utilizando-se o diagnéstico microbiolégico como
padrao-ouro.

Tabela 1 - Contagens de células somaticas (CCS) em quartos mamarios com e sem mastite subclinica por Staphylococcus

aureus.
Quartos CCS
Grupo 1° Grupo 2°
n Médias DP® Valores minimos n Médias DP Valores minimos
(log) e maximos (log) e maximos
Infectados 20 5,570 0,486 4,649-6,456 54 5,642 0,370 4,761-6,536
Sadios 20 4,654 0,419 4,263-5,545 53 4,603 0,444 3,594-5,552

2Grupo 1, Quartos mamarios de animais entre 10 dias e 60 dias p6s-parto; Grupo 2, quartos mamarios de animais entre

o inicio do terceiro més até o nono més em lactacgéo.
PDesvio-padréo.

Tabela 2 - Fragdes protéicas do leite de quartos mamarios com e sem mastite subclinica por Staphylococcus aureus em

animais com até dois meses em lactacdo.

Fragdes protéicas

Quartos mamarios

Infectados Sadios
n Médias DPe Valores minimos n Médias DP Valores minimos
(%) e maximos (%) e maximos
PT? 18 2,64 0,4459 1,83-3,60 18 2,71 0,2902 1,96-3,13
pPv® 17 2,45 0,4582 1,66-3,48 18 2,51 0,3306 1,66-2,95
Caseinas 16 2,08 0,4526 1,35-2,96 18 2,16 0,5537 0,25-2,87
NNCe 16 0,60 0,1941 0,33-0,99 18 0,55 0,3308 0,22-1,71
NNPH 17 0,20 0,0537 0,12-0,32 18 0,20 0,0704 0,12-0,41
Proteinas do soro 15 0,40 0,1991 0,12-0,75 18 0,35 0,3105 0,04-1,41

aProteinas totais; ®? Proteina verdadeira; © Nitrogénio ndo caséico; ¢ Nitrogénio ndo protéico.

‘Desvio-padrao.
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Tabela 3 - Fraces protéicas do leite de quartos mamarios com e sem mastite subclinica por Staphylococcus aureus apds

o segundo més em lactagao.

Quartos mamarios

Infectados Sadios
Fragoes protéicas n  Médias DP* Valores minimos n  Médias DP Valores minimos
(%) e maximos (%) e maximos
PT? 42 3,24 0,5752 2,16-4,80 40 3,23 0,5659 2,17-4,65
PV® 41 3,05 0,5679 1,89-4,58 39 3,00 0,5582 1,91-4,47
Caseinas 40 2,27 0,4121 1,53-3,24 38 2,42 0,4095 1,78-3,49
NNC* 41 0,99 0,3407 0,44-1,62 39 0,80 0,2918 0,30-1,77
NNP! 42 0,21 0,0547 0,11-0,34 40 0,21 0,0562 0,12-0,31
Proteinas do soro 41 0,78 0,3273 0,22-1,42 38 0,57 0,2480 0,06-0,98

2Proteinas totais; ® Proteina verdadeira; © Nitrogénio néo caséico; d Nitrogénio nao protéico.

‘Desvio-padrio.

A CCSéconsiderada um indicativo da ocorréncia
de inflamagdo da glandula maméria em resposta a
invasao bacteriana e, dessa maneira, um método
indicativo para classificar um quarto mamario com
mastite subclinica (SanTos, 2006). Segundo SCHUKKEN
et al. (2003), a utilizacdo de um limite como o de
200.000 células/mL de leite pode ser indicada para
diferenciar entre quartos mamaérios infectados e nao
infectados.

Na Tabela 2 encontram-se os valores das fragdes
protéicas do leite de quartos mamadrios com mastite
subclinica por S. aureus e de quartos sem mastite, em
animais na fase inicial de lactagdo (Grupo “1”). Os
valores médios para proteinas totais, proteina verda-
deira e caseinas foram superiores em quartos sadios
quando comparados com os quartos mamarios com
mastite subclinica, enquanto os valores médios para
nitrogénio nédo caséico e proteinas do soro foram
superiores em quartos infectados quando compara-
dos com quartos mamarios ndo infectados. Os valores
paraonitrogénio ndo protéico foram os mesmos para
quartos infectados e sadios. A analises estatistica
destesvaloresndo demonstrou diferencasignificativa.

A Tabela 3 apresenta os valores das fragdes
protéicas do leite de quartos mamarios infectados e
nao infectados apds os 60 dias em lactagdo. O teor de
caseinas foi superior em quartos sadios e os teores de
proteinas totais e proteina verdadeira foram préxi-
mos, porém superiores em quartos infectados. Os
valores para nitrogénio ndo protéico novamente fo-
ramos mesmos para quartos sadios endo sadios. Para
as fragOes até entdo citadas nao se demonstrou dife-
renca significativa entre os valores apds a andlises
estatistica dos dados. Por sua vez, os valores médios
paranitrogéniondo caséico (P=0,0095) e proteinas do
soro (P=0,0019) foram superiores em quartos doentes
quando comparados aos valores encontrados em
quartos sadios.

DEePETERS; FERGUSON (1992) relataram que o termo
proteina verdadeira compreende aquelas proteinas
sintetizadas no interior da glandula mamaria e pro-
teinas pré-formadas do sangue, tendo-se como exem-
plo a soroalbumina.

Segundo Buenoet al. (2005), houveredugdo do teor
médio de proteina total em leite com CCS elevada.
NIELSEN et al. (2005), por outro lado, relataram que o
contetido de proteina doleite apés a ordenha comple-
ta dos animais foi superior (P < 0,01) em quartos
doentes (3,49 + 0,14) quando comparados com quar-
tosmamariossadios, possivelmente pelomenor efeito
de diluigdo devido areducao do volume produzido e
o conseqiiente aumento da concentracdo dos seus
componentes quimicos (MARTINS ef al., 2007).

UREcH et al. (1999) demonstraram acontecer na
mastite subclinica um aumento do contetdo de pro-
teina total do leite pelo aumento da lactoferrina, de
imunoglobulinas e da soroalbumina bovina, protei-
nas associadas com respostas inflamatoérias da glan-
dula mamaria. A mastite parece diminuir os teores de
lactose e caseina do leite, mas ha um aumento das
proteinas do soro, o que pode levar a resultados
conflitantes com relacdo aos valores de proteina total
do leite de animais doentes.

O teor mais elevado para as proteinas totais e a
proteina verdadeira no leite de quartos mamarios com
mastite subclinica, quando comparados com os quar-
tossadios (Grupo“2”), podem estar relacionados com
oaporte de proteinas dosorosangiiineo paraoleitedos
quartos doentes pelo aumento da permeabilidade ca-
pilar e conseqiiente passagem destas proteinas paraos
alvéolos. Em animais com mastite, o aumento da con-
centragdo de proteinas do sangue leva ao aumento da
proporcao de nitrogénio ndo caséico e a elevacdo dos
valores de soroproteinas no leite ocorre, provavelmen-
te, pela perda da integridade do epitélio mamario
devidoaagdodetoxinasbacterianas (PaarE etal., 1995).
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Os valores mais reduzidos para os teores de pro-
teinas totais e proteina verdadeira encontrados neste
trabalho, referentes aos animais em fase inicial de
lactagdo (Grupo “1”), poderiam estar relacionados
com o fato da ordenha dos animais serrealizada uma
vez ao dia, o que poderia diminuir os valores de
proteina pelos efeitos de menor diluigéo citados por
NiteLseNet al. (2005) e MARTINS et al. (2007). Além disso,
o suplemento com alimentos gordurosos também
poderia diminuir o contettddo de proteina do leite
(BaILEY et al., 1998). Porém, os dois grupos de animais
nao foram alimentados de maneira diferente durante
oestudo ea ordenha das vacas ap6s os dois meses de
lactagdo também foi realizada uma vez ao dia. En-
tretanto, este grupo de quartos mamarios (Grupo “2”)
apresentou leite oriundo de animais mais préximos
ao final da lactagdo, com uma menor producao de
leite, o que pode justificar os maiores teores de prote-
inas totais e proteina verdadeira no leite.

A caseina corresponde a, aproximadamente, 80%
das proteinas do leite, sintetizadas inteiramente no
interior da glandula mamaria e consideradas finan-
ceiramente entre as mais importantes devido a sua
relagdo com a produgdo de queijos (MACKLE et al.,
1999).

Apesar da relagdo entre mastite e nitrogénio nao
protéico nao estar clara, uma pequena relacao entre
CCSenitrogéniondo protéico poderiaacontecer, mas,
segundo DEPETERS; FErcusoN (1992), esta fragdo
protéica ndo pode ser considerada como um indica-
dor sensivel de protedlise da caseina em casos de
glandulasacometidas pelamastite. Oleite de glandu-
las mastiticas apresentaram uma quantidade inferior
de caseina e superior de proteinando caséicaquando
comparado ao leite de glandulas saudéveis

Segundo UrecHet al. (1999), a hidrélise da caseina
nado demonstrou seguir um mesmo padrdo em todos
0s quartos mamarios com mastite subclinica. A ativi-
dade proteolitica aumentada no leite originado de
tberes doentes parecelevaraumaredug¢dona propor-
¢do relativa de as-caseinas e b-caseina com uma
elevacdo simultanea da gcaseina, com evidéncias
que a hidrélise da caseina ja ocorre no interior do
tbere durante as ordenhas.

Apesar deS. aureus ser freqiientemente isolado em
casos de mastite, estudos “in vitro” mostraram que
poucosisoladosapresentamacapacidadedeinvadir
as células epiteliais mamdrias bovinas (ANAYA-LOPEZ
etal., 2006), muito emboraa diminui¢do dacaseinado
leite de tiberes com mastite ocorrer devido a degrada-
¢do desta fragdo pelas proteases bacterianas, dos
leucécitos e do sangue. Além disso, a reducdo da
caseina do leite também pode acontecer pelareducao
dasua sintese e secre¢io, devido aos danos causados
ao epitélio secretor por parte de toxinas bacterianas
(OL1vER; CaLVINHO, 1995). Dessa maneira, ndo neces-

sariamente precisa haver a invasao celular por parte
do microrganismo para o leite apresentar um contet-
do de caseina inferior.

CONCLUSOES

A mastite subclinica bovina por S. aureus influen-
ciouno contetidolacteo de soroproteinas e nitrogénio
ndo caséico de animais com o estdgio de lactacao
superior aos trés meses apds o parto. Estas fragdes
podem influenciar no contetido de proteina total e
verdadeira doleitelevandoaumaconcentragao supe-
rior destas sem que, necessariamente, o leite esteja
com uma melhor qualidade.
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