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VALOR DA HAPTOGLOBINA COMPARADO COM A CONTAGEM DE
CELULAS SOMATICAS DO LEITE NO DIAGNOSTICO DA MASTIT E
SUBCLINICA EM VACAS LEITEIRAS

MARCELO FERNANDO COLLA
Félix H. Diaz Gonzélez (Orientador — UFRGS)

RESUMO

A contagem de células somaticas (CCS) é o padn@odmuavaliacdo da integridade da
glandula mamaria e da qualidade do leite. A haptogh (Hp) € uma das principais
proteinas de fase aguda que se eleva em procedkonaitorios, infecciosos e de
estresse em ruminantes. Este estudo avaliou docetayre os niveis séricos de Hp e a
CCS, através de coletas de amostras de leite eesaegvacas leiteiras de rebanhos do
Noroeste do estado do Rio Grande do Sul. As ansofiram obtidas, entre fevereiro e
outubro de 2008 de 150 animais da raca Holandesadistingdo de idade e nimero de
lactacao, divididos em trés grupos de 50 animaiaraglos conforme o valor da CCS. O
grupo 1 (G1) incluiu vacas com CCS abaixo de 6@Dd¥)/mL; o grupo 2 (G2), vacas
com CCS superior a 600.000 cel/mL e, o grupo 3 (&8)as que apresentavam sinais
clinicos de mastite. Para cada amostra de leitejdterminada a CCS, a contagem
bacteriana total (CBT) e os niveis de proteinag@ear, lactose e soélidos totais. Coletou-
se 5 mL de sangue através de puncdo da veia cacgége avaliar contagem total e
diferencial de leucdcitos, fibrinogénio, hemataxriproteinas plasmaticas totais e
haptoglobina. A analise estatistica demonstrouretifga significativa entre os trés
grupos quanto a CCS, CBT e lactose. A proteinasapteu diferenca significativa entre
G1 para G2 e G3. Nos sdlidos totais, G1 e G2 aptasen diferenca significativa para
G3. A gordura ndo apresentou diferenca signifieatwmtre os grupos. Analises néo
paramétricas demonstraram forte correlagdo posiivee CCS e CBT (r=0,852,
P<0,005). Quanto as analises hematoldgicas, o deaic@ e as proteinas plasmaticas
totais ndo apresentaram diferenca significativareerds grupos. Fibrinogénio e
hematocrito se diferenciaram estatisticamente nogpog 1 e 3. Na andlise do
diferencial, os mondcitos do G1 e G3 apresentarferedca estatistica para G2. Além
disso, o fibrinogénio apresentou correlacéo levas significativa (r= 0,270, P<0,001),
em relagdo ao valor de CCS. Andlises ndo pararagtapresentaram correlacdo média
entre CCS e concentracao de Hp (r= 0,357, P<0,deipnstrando associacao entre as
variaveis. Quanto a concentracao de Hp, houveetiéer significativa do G1 (0,41 g/L)
e G2 (0,41 g/L) para G3 (0,70 g/L), ou seja, semvou a elevacao dos niveis séricos
de Hp em vacas com processo inflamatorio instaladtygtanto, a Hp ndo se mostrou
sensivel para deteccdo de mastite subclinica. &sgeque estudos adicionais possam
elucidar tais associagoes.

Palavras—chave.contagem de células somaticas, resposta de fada,agastite.



ABSTRACT

Somatic cell count (SCC) is the gold standard of both the mammalian gland and milk
guality evaluation. The haptoglobin (Hp) is one of the main acute phase proteins, which
increase in inflammation, infectious and stress processes of ruminants. This work
evaluated the relation between Hp serum level and SCC, through the analysis of milk
and blood samples from dairy cows from herds in the northwest Rio Grande do Ul
state. Samples were obtainned, between February and October 2008, from 150 Holstein
cows, without age or milking number discrimination and that were separate in three
different groups with 50 animals each, according SCC value. Group 1 (G1) included
cows with SCC below 600.000 cells/mL; group 2 (G2), cows with SCC above 600.000
cell/mL and group 3 (G3), cows with signs of clinical mastitis. For each milk sample, it
was determined SCC, total bacteria count (TBC), and the protein, fat, lactose, and total
solid contents. A 5 mL blood sample was collected by puncturing coccigeal vein to
evaluate total and differential leucocytes counts, fibrinogen, hematocrit, total serum
protein, and haptoglobin. Satistic analysis showed significant differences among the
three groups for SCC, TBC, and lactose. The protein average showed significant
difference among G1 to G2 and G3. Total solid contents from G1 and G2 were
significantly different to that from G3. Fat content had not significant differences
among groups. Not parametric analysis demonstrated strong positive association
between SCC and TBC (r= 0,852, P< 0,005). For the hematological analysis,
leucograma and total serum protein had no significant differences among groups. Both,
fibrinogen and hematocrit showed statistical differences in G1 and G3. Regarding the
differential analysis, the monocytes of G1 and G3 showed statistical differences to that
of G2. Moreover, although short, there was significant correlation (r= 0,270, P<0,001)
between fibrinogen and SCC. Not parametric analysis displayed mean correlation
between SCC and Hp concentration (r= 0,357, P<0,001), demonstrating association
between the variables. For the concentration of Hp, there was significant differences
between G1 (0,41 g/L) and G2 (0,41 g/L) to G3 (0,70 g/L) proving the Hp increase in
cows affected by clinical mastitis, nevertheless, the Hp was not a sensible marker to
subclinical mastitis. It is suggested that further studies may e€ucidate those
associations.

Key-words:somatic count cells, acute phase response, magtitis.
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1. INTRODUCAO

Com o desenvolvimento da pecuaria leiteira na cebiéroeste do Rio Grande
do Sul, as exigéncias quanto a manutencéao do ¢ertigiénico-sanitario do rebanho
bovino tém se tornado mais rigorosa. Entre os iwbgtde tal controle, inclui-se a
conservacdo das propriedades fisico-quimicas die lej consequentemente, da
qualidade do produto. Dentre as possiveis causalietacOes nas propriedades fisico-
quimicas do leite esta a mastite que se caractpelzainflamacdo do parénquima da
glandula mamaria (RADOSTITS& al., 2000). As mastites podem ser classificadas em
subclinica e clinica (subaguda, aguda e hiperagydp)anto a duracdo, em curto prazo,
clinicamente recorrente e subclinicamente perdiste3eja qual for a classificacdo e o
periodo de duracdo da doenca, as mastites est&oasnprincipais responsaveis pelas
perdas econdmicas na producao leiteira bovina (CBIRBA et al., 2006). O animal
acometido por mastite apresenta reducdo na prodiedeite devida as alteracOes
locais produzidas pela penetracdo de patdgenos qaglal do teto e que atingem
cisternas e alvéolos do Ubere. Durante a penetdggmicroorganismos, ha destruicao
de células secretoras, alteracdo da permeabildiagleapilares locais e extravasamento
de componentes (inclusive leucdcitos) sanguineos @anterior da glandula mamaria
(WATTIAUX, 1996). Além destas, ha alteracdes noseisd de macro (gordura,
proteina, lactose) e microconstituintes (minerals) leite devido a alteracdo da
permeabilidade dos capilares sanguineos e a redigamapacidade de sintese das
células secretoras (PEREIR#Ral, 1999).

A inflamacéo da glandula maméaria quase semprecardger infeccioso. Dentre
0S agentes etiologicos isolados de casos de mamiibelinica, destacam-se 0s
estafilococos coagulase positiva, comaSaphylococcus aureus e as bactérias do
géneroCorynebacterium spp (ZAFALONEet al., 2005). Segundo Detilleust al. (2006),
Escherichia coli é importante patégeno causador da mastite clirioay rapido



desenvolvimento de sinais clinicos apos inoculat&omastite clinica, os sinais mais
comumente observados no Ubere sdo secre¢bes e htamamormais, dor,
endurecimento, além de consisténcia e temperawmrgerstadas. No leite, ocorre o
aparecimento de grumos, alto niamero de leucocitieseoloracdo (RADOSTIT& al.,
2000). Gronluncet al., (2005) indicam que a diferenga entre mastite lfuiba e clinica

€ a evidéncia dos sinais clinicos, que séo faciienehservados através da inspecao e
palpacéo do Uubere nos casos de mastite clinica.

Para o diagnostico de mastite subclinica sdo ustetes como California
Mastite Teste (CMT) imediatamente antes da ordemhua,contagem de células
sométicas determinadas por contadores automat®BOKLUND et al., 2005) ou
meétodos de execucdo a campo como Somaticell ($hBlough). A contagem de
células somaticas é o melhor indicador do procegkonatério da glandula mamaria e
pode indicar intensidade da defesa celular do,lsigen que haja sinais clinicos no
Ubere. A contagem basal de células somaticas adafisdiretamente de um Ubere
saudavel exibe variacao entre 50.000 e 200.000aséhl e pode ser influenciada pela
idade do animal. Vacas com mastite subclinica podecretar valores acima de
1.000.000 de cel/mL, mas normalmente esses vafprasmn em torno de 200.000 e
500.000 cel/mL (URECHt al., 1999; COLDEBELLAE€t al., 2004). Vacas sadias
apresentam um numero reduzido de células, fregixente valores que néo
ultrapassam 50.000 cel/mL (MAGALHAES, 2006). Um daamamario apresenta
mastite subclinica quando a CCS for igual ou sop&ri300.000 cel/mL (PITKALAet
al. 2004). No entanto, Coldebelk al. (2004) verificaram perdas de producdo dos
componentes do leite a partir de 17.000 cel/mLepethidentemente da quantidade de
leite produzido. Os limites de aceitacdo de CC% @aindustria do leite variam de
acordo com cada pais e se situa entre 400.000 .@0b@el/mL. Na Comunidade
Européia e Nova Zelandia, por exemplo, 0s nivei<@&S sao inferiores a 400.000
cel/mL; no Canad4, alcancam 500.000 cel/mL e, retadés Unidos, 750.000 cel/mL
(BRITO & BRITO, 1998). No Brasil, a Instrucdo Nortiva n° 51 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) do ®#rdBRASIL, 2002) estabelece
CCS méxima de 600.000 cel/mL nos requisitos patetieo A.

Varias enfermidades em ruminantes, especialmenteind®) envolvem
modificacbes patognomonicas quantitativas ou magiohs dos glébulos vermelhos
e/ou brancos, determinantes na utilizacdo do exsanguineo como ferramenta de
diagnéstico (STOBER & GRUNDER, 1993). O leucograrasalia alteracdes
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quantitativas e/ou morfolégicas das séries leugoaig (STOBER & GRUNDER,
1993). Em ruminantes, casos de leucopenia apardeeforma precoce em infecgoes
bacterianas (mastite), apresentando também, linfageneutropenia nos primeiros dias
(JAIN, 1993).

Além das células sanguineas, o organismo liberat&outias que atuam para
manter a homeostasia. Em processos inflamatéri@sadaptacdo do metabolismo
hepatico para a resposta de fase aguda (PFA) jauetevacdo na producéo e secrecao
das proteinas de fase aguda no plasma, além do décuma variedade de papéis na
restauracdo da homeostasia (GRONLURI., 2005; ECKERSALLet al., 2006) apos
alteragcbes externas ou internas tais como infecq@@emacoes, traumas ou estresses.
Citocinas como IL-1, IL-6 e FN&-sé&o liberadas pelos leucdcitos na corrente sagguin
e estimulardo o figado a sintese e secrecdo de rMfeF8angue (KANEKO, 1997;
TIZARD, 1998; THOMAS, 2000).

Em bovinos, as duas PFA mais sensiveis sao a halpitog (Hp) e a amiléide-A
sérica (SAA). O fibrinogénio também € uma PFA pmda no figado, em processos
inflamatorios de inimeras causas, sua concentsgéma pode se elevar e permanecer
alta por varios dias ou semanas, como em caso®eleas cronicas (LOPES al.,
2008). Em bovinos, o fibrinogénio pode ser um iath@ de uma resposta inflamatoria
ativa (KRAMER, 2000), no entanto, em doencas contessivo depdsito de
fibrinogénio tecidual, sua concentracdo sanguimei @star diminuida (LOPES al.,
2008). A concentracao de Hp no soro sanguineo oiads se apresenta reduzida em
situacdes fisioldégicas normais. Por outro ladordp@do aumento em sua concentracao
durante a fase aguda da inflamacdo e rapido déom@sauando o processo
inflamatorio cessa (NIELSEM al., 2004).

Apesar de ainda enfrentar restricbes associadasciabpente com fatores
politicos, sociais e de manejo nutricional dos mbélba, o setor leiteiro galcho
certamente se beneficiara com o desenvolvimentéaticas aplicaveis no diagnostico
precoce de mastites. Neste sentido, ressalta-sgartncia de métodos capazes de
associar maior sensibilidade que bacteriologia momeariabilidade ou interferéncia de

fatores que contagem de células sométicas.



2. OBJETIVOS

Estabelecer associacdo da presenca de haptogjdbhsraatica como indicador

sensivel e precoce para vacas leiteiras afetadasgstite subclinica.

Estabelecer a relagéo entre a concentragdo deghaptea com a contagem de
células somaticas no leite.

Determinar o valor diagnostico da haptoglobina emstites subagudas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Mastite bovina

Com o intuito de manter a integridade da glandutendria e as propriedades
fisico-quimicas do leite, as exigéncias quanto aotrole higiénico-sanitario dos
rebanhos leiteiros tém se tornado crescentemerniterigarosa. Dentre as causas mais
comuns de alteracdes nas propriedades do leitengaese a mastite que se caracteriza
pela inflamacgéo do parénquima da glandula mamBADOSTITSet al., 2000).

A mastite clinica apresenta sintomatologia carésttea de processos
inflamatérios como dor, endurecimento, aumentoamanho, consisténcia e secrecao
da glandula maméaria e consequentemente pode hagenwblvimento de reacdes
sistémicas (LADEIRA, 2003). Os sinais mais evidsrde mastite clinica no leite séo
descoloragdo da amostra, coadgulos, grumos, puangue (RADOSTITSt al., 2000).

A mastite provoca alteragcdes na composicao do peite aumento da permeabilidade
dos vasos sanguineos na glandula mamaria, petashilis na capacidade de sintese do
tecido secretor e por acao direta dos patdgenacsnepimas sobre os componentes ja
secretados no interior da glandula (MACHAIBCal., 2000). O que diferencia a mastite
subclinica da clinica € a presenca dos sinaiscoBncaracteristicos de inflamacéo na
glandula mamaria. Nos casos em que ndo ha sinaigod, a anormalidade mais
frequente do leite é a elevacdo do numero de sélidalefesa (neutrofilos, macrofagos,
linfécitos e poucas células do tecido epitelialAQROSTITS et al., 2000), A mastite
subclinica é branda e de dificil diagndstico chnpelo fato do animal ndo apresentar
sinais caracteristicos da enfermidade, ou sejaca ge apresenta sadia, 0 Ubere nao
apresenta nenhum sinal de inflamacdo e aparentementleite estd normal

(WATTIAUX, 1996). Nesses casos, o leite é a unaranf de diagnosticar as alteracdes
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de mastite subclinica através das analises de Q£ Scipmetria de fluxo e do
California Magtitis Test (CMT) realizado no momento da ordenha (GRONLU#®I.,
2005).

O CMT serve como ferramenta de auxilio para estipwproximadamente, a
quantidade de CCS no leite, determinando indiretéena integridade da glandula
mamaria e a qualidade do alimento (DURR, 2005; GGM€Eal., 2006). O teste €
realizado com o auxilio de uma raquete que possatrg compartimentos, onde o leite
de cada um dos quatro quartos da vaca € instiladbachente e posteriormente
misturado ao reagente (DURR, 2002). A interpretad@dCMT exige experiéncia do
operador para que reacdes discretas nao passdeitpaem alteragdes (BRIT@ al,
1997; DELLA LIBERA et al. 2001; ZAFALON et al., 2005). As amostras séo
consideradas positivas quando as misturas legagente apresentam a formacéao de gel
viscoso e codgulos acompanhados por coloracadaji@ibuindo-se um escore de um
a cinco para a amostra, em resposta ao grau degs@inflamatoria. O escore minimo
indica a auséncia de coagulos e o maximo, indicanadmagulacdo bem visivel de
praticamente todo o leite do compartimento (DURB)2 ZAFALON et al., 2005).

Ha correlacdo positiva entre CMT e a quantidade cdkilas sométicas
(BARBOSA et al., 2002), especialmente em amostras com CCS majoiee$00.000
cel/mL (DELLA LIBERA et al., 2001). Amostras de leite que apresentaram CGfaaci
de 500.000 cel/mL, foram também positivas para oTCMste que ainda se mostra
sensivel e de baixo custo para o diagndstico déitmmasibclinica em analises feitas a
campo, quando comparadas com o tedigeside (RIBEIRO JUNIORet al., 2008).
Entretanto, Zafaloret al. (2005) observaram maior especificidade e eficiémma
diagndstico de mastite subclinica causadaSoaureus e Corynebacterium spp quando
utilizado o teste de CCS em comparacao ao CMTizanitlo um limiar de 200.000
cel/mL entre quartos sadios e doentes.

3.2 Contagem de células somaticas (CCS)

As células somaticas sdo todas as células presentdsite, incluindo as
originarias da corrente sanguinea como os leueitas células de descamacao do
epitélio glandular secretor (DURR, 2002, MULLER,02). Portanto, a CCS inclui
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células de defesa do organismo que migram do sapgie o interior da glandula
mamaria, com o objetivo de combater os agentesadatss da mastite (MACHAD&
al., 2000). Desta maneira, o numero de CCS no leiteodstra o grau de infeccéo
presente na glandula mamaria.

No Brasil, os limites de CCS variam de acordo cadacregidao do pais. A
Instrugcdo Normativa nimero 51 (IN51) do MAPA estabe que em propriedades
rurais e/ou em tanques comunitarios, o nivel de G&fpode ultrapassar um milhdo de
células/mL para as regides Sul, Sudeste e CentsteGaé julho de 2008 e para as
regides Norte e Nordeste, até julho de 2010. Apsas datas, os indices devem
diminuir a patamares inferiores a 750 mil cel/mls magides Sul, Sudeste e Centro-
Oeste entre julho de 2008 a julho de 2011 e, iféas Norte e Nordeste, de julho de
2010 a julho de 2012. A partir de entdo, os nieesitaveis de CCS devem atingir
escore maximo de 400 mil cel/mL para as respectagifes (BRASIL, 2002).

A CCS é determinada através de citometria de flgue, com o auxilio de
produtos quimicos como o brometo de etidio, mar@Né nas células somaticas do
leite, as quais por tornarem-se fluorescentes,eemitmflash de luz, que passara por
uma série de filtros épticos que as contardo (Soorac300, Bentley Instruments,
EUA). Alguns fatores externos favorecem a elevad@CCS no leite. Periodos mais
guentes como outono e verdo sdo associados comesdCS, enquanto que nos
meses mais frios, os valores sdo mais brandos (EU&MI., 2005; MAGALHAESet
al., 2006; BORGES & ZANELA, 2008). Por outro lado, Ganet al. (2008)
constataram aumento no escore de CCS associadawuoento da ordem de lactacéo,
além de decréscimos na producdo leiteira conforteeagdo da CCS a partir de
100.000 cel/mL. Aumentos de CCS superiores a 200cde0mL sdo associados com
diminuicao nos teores de proteina, lactose e stotais (BUENGet al., 2005).

Segundo Tozzettét al. (2008), rebanhos sadios apresentam indices celulare
inferiores a 100.000 cel/mL, mas valores CCS sopesia 500.000 cel/mL indicam
infeccdes subclinicas atuantes e perdas de, peloan&0%, tanto na producédo quanto
na qualidade do leite. Cuidados de higiene duramtelenha associados a um programa
adequado de controle de mastites e de manutencaordémhadeira auxiliam na

diminuicdo de CCS.
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3.3 Contagem bacteriana total (CBT)

As bactérias utilizam os componentes do leite calimento e causam prejuizos
para produtores, indistrias e consumidores (DURRSR A presenca excessiva tem
efeitos negativos sobre a qualidade do leite, eslp@ente no sabor, vida de prateleira e
seguranca alimentar do produto disponibilizado aosemidor (GUIMARAES et
al.,2006). A determinacdo da contaminacao bacteriada per realizada pela contagem
bacteriana total (CBT), através de metodologiaraatizada denominada de citometria
de fluxo que expressa a quantidade de bactériamatades formadoras de colbénia por
mililitro (UFC/mL).

A contaminacdo do leite dentro da propria glandukmaria, a higiene dos
utensilios e dos equipamentos de ordenha, a qdalida agua para limpeza dos
equipamentos e lavagem dos tetos, sdo fatores eu@entdnam o nivel inicial de
contaminacédo no leite (PALE& al., 2005). No Brasil, os limites recomendados de
CBT variam de acordo com As regides do pais. Cardos Normativa Numero 51 do
MAPA, para propriedades rurais e tanques comuogdarinivel de CBT estipulado é de
um milhdo de UFC/mL para as regides Sul, Sudesierdro-Oeste até primeiro de
julho de 2008, e até primeiro de julho de 2010 @eraegides Norte e Nordeste. No
entanto, apos essas datas os indices devem diraimatamares inferiores a 750 mil
UFC/mL nas regifes Sul, Sudeste e Centro-Oeste enimeiro de julho de 2008 e
primeiro de julho de 2011 e, nas regides Norte mldkie, de primeiro de julho de 2010
a primeiro de julho de 2012. A partir de entdonb&is aceitaveis de CBT devem ter
escore maximo de 300 mil UFC/mL para leites de waoj e 100 mil UFC/mL para
leites individuais nas respectivas regides (BRA20Q2).

De acordo com Santos & Fonseca (2007), uma vacawastite clinica causada
por bactériastreptococcus sp. pode liberar no leite até 10.000.000 UFC/nhkyando
de forma substancial os valores de CBT no tancgfdador. Perdas econdmicas podem
ser atribuidas a niveis elevados de CBT. Buenhal. (2008) observaram uma
diminuicdo nos teores de lactose e pequenas diegaps valores de gordura, proteinas
e solidos totais, conforme o aumento da contamindsg@cteriana em tanques de
refrigeracdo. Entretanto, Guerregbal. (2005) constataram que a adoc¢ao de cuidados

quanto aos utensilios e equipamentos, higiene ddenbadores, cuidados com o
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ambiente e manejo adequado dos animais pode dmsiguificativamente a contagem
bacteriana total da propriedade.

3.4 Lactose

A lactose é um dissacarideo formado a partir de mwiacula de glicose e outra
de galactose e é considerado o principal carboidnatontrado no leite (SILVA, 1997;
NORO & GONZALEZ, 2001; STABENFELDT & DAVIDSON, 2004 Conforme
Silva (1997), Noro & Gonzéalez (2001) e Gonzalez &rpos (2003), a lactose é o
componente que sofre menor variagdo em sua coacéntmo leite bovino (4,6 a
5,2%). Gonzalez (2001), Wattiaux & Armentano e (BORigoutet al. (2002) citam
que a lactose é a principal responsavel pela osguacao do leite. A glicose pode ser
um fator limitante para a maxima secrecdo de lgites é a principal precursora
molecular da lactose nas células epiteliais dadgli@hnmamaria, em animais lactantes
(GONZALEZ, 2001; ZHAO & KEATING, 2007). A sintese epnanece
temporariamente inativa até imediatamente antegadi, iSSO porque a progesterona
inibe a formag&o de uma proteina denomirfiatiectalbumina, proteina do soro do leite
(GONZALEZ & CAMPOS, 2003).

O processo de formacdo da glicose inicia pela fietagdo dos carboidratos
provenientes da dieta, no ramen, que conseqlentenm@nduzem &cidos graxos
volateis, especialmente o propionato que, juntaenenitn aminoacidos glicogénicos
serdo sintetizados no figado atraves da gliconeasgén (WATTIAUX &
ARMENTANO, 2000). Parte dessa glicose formada pafigoilizada para as células da
glandula mamaéaria para a formacéo de lactose. Del@a@mm DeFrairet al. (2004), o
aumento ruminal de propionato € usado como meimal@mizar precursores para a
gliconeogénese hepéatica. Segundo Fontaneli & Genz@001), o acido propidnico
também é utilizado para a biossintese da galadjogejuntamente com a glicose daréo
origem a lactose na glandula mamaria. Xiao & Ca00%) indicam que cerca de 85%
da glicose no corpo € direcionada para a glandaadna para a sintese de lactose.
Isso significa que em vacas que produzem 40 ldeokeite por dia, a glandula mamaria
necessita de, aproximadamente, trés quilos de sglicdiariamente (ZHAO &
KEATING, 2005).
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Nos casos de mastite, a porcentagem de lactoseedstdda devido a queda em
sua sintese pela destruigdo do tecido secretoiddduda maméaria associada a perda de
lactose para corrente sangilinea pelo aumento daegbilidade da membrana que
separa o leite do sangue. Além disso, ha utilizagéolactose pelos patdgenos
intramamarios (PRADA e SILVAt al., 2000). Segundo Shareral. (2003), a lactose
pode acelerar o crescimento bacteriano no leitarmd@ais com mastite causada por
Saphylococcus aureus, relacionando o metabolismo dos carboidratos ieuéncia da
doenca. Com o objetivo de identificar estratégeprvencao para a doenca, os autores
observaram a implicacdo de enzimas especificamgmpermease) com potencial fator
de viruléncia em mastites. Machaeoal. (2000) constataram altera¢cdes significativas
nos constituintes do leite com CCS elevada, onclenaentracdo de lactose apresentou
diminuicdo em leites de tanques de refrigeracdo C@8 igual ou superior a 500.000
cel/mL. Resultados similares foram observados pemnBet al. (2008). Ogolaet al.
(2007) descrevem indices normais de lactose emteanate leite de quartos mamarios
apresentando CCS inferior a 250.000 cel/mL e €882000 cel/mL e 500.000 cel/mL,
por outro lado valores entre 500.000 e 750.000ntetiu superiores, demonstram uma
gueda significativa nos niveis de lactose. Simitarta, em estudo realizado por Gomes
et al. (2006), houve decréscimo nos teores de lactosenensteas que apresentaram

escore positivo ao CMT.

3.5 Gordura

As camadas de células do epitélio mamario possu@lente organizacao e
habilidade para converter os nutrientes proversedéecirculagdo em componentes do
leite (BAUMAN et al., 2006). Segundo Stabenfeldt & Davidson (2004) &oN&
Gonzalez (2001), a gordura € a fonte de energia mmgortante, abundante e variavel
de todos os componentes encontrados no leite. @umntracdo e composicao sofrem
maior influéncia pela nutricdo e condicdes ambisrda que as demais fragOes do leite.

A gordura do leite € composta por varios lipidiogjuindo monoglicerideos,
diglicerideos, triglicerideos, acidos graxos liyrefosfolipideos e esterdides
(STABENFELDT & DAVIDSON, 2004). No entanto, os tlicerideos sé@o os principais
componentes da gordura do leite, onde 50% saod¥sacearbonada curta e o restante
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dos é&cidos graxos de cadeia carbonada longa (TELREROMERO, 2006).
Stabenfeldt & Davidson (2004) referem que a gordiaréeite bovino é uma mistura de
triglicerideos com acidos graxos de cadeia curaa€dos graxos, o glicerol e outros
intermediarios sdo sintetizados no citosol e adbese de triglicerideos ocorre no
reticulo endoplasmatico das células epiteliais memaPara a sintese, os metabdlitos
circulantes no sangue s&o responsaveis pelo aporetéria prima (DURR, 2002). Os
acidos aceético e butirico sdo os principais prerassda gordura na glandula mamaria e
s&o absorvidos pela mucosa das papilas ruminalNTARGIELI & GONZALEZ, 2001).
Entre os fatores que influenciam na quantidadeodéuga do leite, destacam-se
genética do animal, tipo de dieta, nivel de produsdzonalidade, periodo de lactagéo e
gestacdo (DURR, 2002). Assim, o leite bovino con@en3,5 a 4,5% de gordura,
conforme fatores intrinsecos e extrinsecos (NORGGNZALEZ, 2001; DURR, 2002;
STABENFELDT & DAVIDSON, 2004; TELLEZ & ROMERO, 2005 Alguns fatores
nutricionais (Tabela 1) como o aumento de concdatr@a dieta, a quantidade e o
tamanho da fibra e a adicdo de tamponantes e coosposodforos, podem aumentar o
teor de gordura no leite (GONZALEZ & CAMPOS, 200Bpr outro lado, Perfild kit
al. (2007) citam problemas que envolvem a inter-relagére a fermentacdo bacteriana
no ramen e a sintese de acidos graxos na glanduteria como causa de depressao da
gordura no leite.

Tabela 1. Principais fatores que afetam o contel@dgordura no leite.

Fatores que aumentam o teor deFatores que diminuem o teor de

gordura gordura

Baixa producao de leite Alta proporcéo de conceoBana dieta

Estagio avancado na lactacéao Baixo teor de FDNvafdk21% da
MS)

Alto teor de fibra na dieta (FDN> 35%) Alto teor darboidratos ndo estruturais
na dieta

Fornecimento de gordura protegida Alto teor de g@dnsaturada na dieta

Inclusdo de tamponantes na dieta Utilizacao defomad

Perda de peso excessiva no inicio édimentos muito moidos ou de rapida
lactagéo degradacgéao

Fonte: Adaptado de Peres (2001).
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Além dos efeitos nutricionais, o nivel de CCS tamlpbde influenciar no teor
de gordura do leite. Pereigh al. (1999) relataram diferenca significativa no teor de
gordura no leite de animais com mastite (3,69%©ne mastite (3,34%). O aumento na
concentracdo de gordura pode ser ocasionado peldaqde producdo do leite em
decorréncia da enfermidade. De acordo com Zafelat. (2007) apud Bansadt al.
(2005), h& contradicdo no teor de gordura do kiteanimais com mastite. Enquanto
danos no epitélio glandular e a reducédo da acaditiga das enzimas leucocitarias
indicam uma diminuicdo na sintese de gordura, dajna producao de leite explica a

elevacéo do teor de gordura.

3.6 Proteina

As alteracbes no teor de proteinas no leite sdmssignificativas do que as
alteracOes de gordura em decorréncia da dieta lmgranmfluenciem a producéo total,
tém pequena variagdo no leite (DURR, 2002). Asebnas presentes no leite sdo
denominadas de alfa, beta, gama e kappa casett@albamina, beta-lactoglobulina,
soroalbumina sanguinea, proteinas plasmaticasoanidos livres e imunoglobulinas,
que sao provenientes dos peptideos. A kappa caSeingrincipal proteina, constitui
cerca de 80% do leite e se diferencia das demateipas pela quantidade de
aminoacidos (valina, leucina, é&cido aspartico, stira e prolina) (TELLEZ &
ROMERO, 2006).

De acordo com Fontaneli & Gonzalez (2001), as aslepiteliais secretoras da
glandula mamaria sintetizam proteinas a partirdm@acidos e peptideos presentes na
corrente sanguinea que serdo transaminados czadti para sintese de glicose. Os
valores normais de proteina no leite bovino varemre 3,2 e 3,5%, dependendo da
raca. Segundo Noro & Gonzalez (2001), a caseinma proteina complexada com
fosfolipideos que se encontra no leite em formmiela e tem a funcéo de servir como
fonte de nutrientes como aminoacidos, célcio eafosfde alta digestibilidade. Em
casos de mastite, a estrutura da micela de cadesesatabiliza e ocorre hidrélise parcial
da caseina, com diminuicao de producéo e qualidadeite.

Em animais com mastite, 0 aporte de proteinas pisns para a glandula

mamaria se eleva para combater a infeccdo. Quaneitecd processado na industria,
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essas proteinas sdo perdidas, enquanto a casednaegmente interessa para a
producao industrial diminui (PEREIRA al., 1999). Alguns fatores podem alterar a
quantidade de proteina no leite. De acordo com [@002), o fator que causa maior
variacdo € a quantidade de energia da dieta. Qusmdamenta o teor de concentrado
em dietas deficientes em proteinas, aumenta odee@roteina no leite. O mesmo néo
ocorre em dietas com niveis adequados de proteinagjando se eleva o fornecimento
das proteinas nas dietas acima dos niveis reconhenda

Doencas como a mastite podem influenciar na quadidie proteina do leite.
Vanlandinghanet al. (1940) estudaram a relagéo entre mastites e a&sago cloro,
lactose e caseina no leite e comprovaram que enpgu@m mastite, a quantidade de
caseina estava diminuida, quando comparada conogsaudaveis. Em 1999, Uregth
al. investigaram as mudancas na concentracdo dofmesique constituem o leite
durante a ordenha e entre ordenhas. Além das maslauge ocorrem na caseina e na
atividade da plasmina no Ubere, ha hidrélise datepras no leite e aumento na

proporcao de beta caseina produzida na hidrolise/agas com mastite subclinica.

3.7 Solidos totaigo leite

O leite € uma combinacdo de agua (88%) e diverkoseatos solidos que
representam aproximadamente 12% de solidos t®aisESet al., 2005). Para Noro &
Gonzalez (2001), esses valores podem variar del#i2@para solidos e 86 a 88% para
a agua. Os solidos totais do leite englobam todasomponentes do leite com excec¢ao
da agua, ou seja, lipidios, carboidratos, proteisas minerais e vitaminas (BRIT&
al., 2003), os quais sao divididos em dois grupos,ligisios e os sélidos néo
gordurosos (VENTURINEt al, 2007). De acordo com Britet al. (2003), os sélidos
totais do leite s@o compostos por concentracte$ @ 5,2% de lactose, 3 a 4% de
proteina, 3,5 a 5,3% de gordura, além de sais migheomo calcio e fosforo, vitaminas
do complexo B, vitamina A, D, E e K. Noro & GonzAlR001) afirmam que os niveis
de solidos totais, nas condi¢des brasileiras, vada 4,6 a 5,2% para a lactose, 3,2 a
3,5% para proteinas, 3,5 a 4,5% para a gordura, 0,8% para minerais. Esses valores
sdo semelhantes aos indices americanos (JACOBS@®2).1A IN51 do MAPA
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(BRASIL, 2002) estabelece para leite tipo A um mimide 3% de gordura, extrato seco
desengordurado de 8,4% e proteina total 2,9%.

Gomeset al. (2006) avaliaram a composicdo quimica do leite iame a
presenca de diferentes escoresGhtifornia Mastitis Test (CMT) e demonstraram
gueda no escore de sdlidos totais com média de& 1,B1,35%. No entanto, esses
valores sdo atribuidos a baixa concentragdo deugonto leite dos animais (1,29 a
2,42%) em decorréncia da dieta e a reatividade Md.Me acordo com Palex al.
(2005), uberes com mastite diminuem a concentragdoutrientes do leite como a
proteina, lactose e gordura, além dos principampomentes minerais e das enzimas
também sofrerem variacdes.

Em outro estudo, Campes al. (2006) avaliaram a composi¢ao do leite com a
quantidade de CCS em diferentes periodos da penfeese da lactacdo e constataram
queda nos indices de sdlidos totais (11,47%) emafunios baixos valores de lactose
(4,56%) e ndo ao escore de CCS. Por outro lado®Beateat. (2005) observaram queda
significativa nos teores de solidos totais (atdlaug diminuicdo nos teores de proteina e
lactose) conforme o aumento no indice de CCS. SlegRubez (2004), o Brasil tem
possibilidade de entrar na era do pagamento de peit solidos totais e se tornar um
grande exportador a exemplo de paises como Novdmdial e Australia que possuem
indices de sdlidos totais em torno de 15%, comré&nido rendimento industrial de
produtos lacteos.

Praticas de manejo como limpeza do local de orddmbeene do ordenhador,
utilizagdo de &gua potavel, uso de solucdo deamfetnos tetos antes e depois da
ordenha, secagem do teto com papel toalha, higieseutensilios e equipamentos,
manutencdo dos equipamentos e temperatura adegl@slarefrigeradores (4°C)
auxiliam no controle da mastite e diminuem as perizs componentes do leite, bem
como mantém os solidos totais em niveis adequa@d$RR, 2005; CANI &
FRANGILO, 2008). Wattiaux (1996) relaciona aindaatamento adequado de todos 0s
casos clinicos, descarte de vacas cronicamentetadses, boa nutricdo, manejo na sala
de ordenha e alimentacdo das vacas apo0s a ordemtgafdo-as a manter a estacao
para fechamento total do canal do teto) como medits.

Por outro lado, Oliveira & Timm (2006), em estudonmc amostras de leite
instavel a caseina na prova do etanol a 70%, n@mg&aram diferenca significativa nos
teores de sodlidos totais devido ao mecanismo deeonsacdo no aumento da gordura

frente & queda dos niveis de lactose.
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3.8 Aspectos hematologicos dos bovinos

O sangue é composto por uma porcao celular e pot@o liquida. A porcao
celular é constituida por eritrocitos, leucoécitoplaquetas e a fragcdo liquida, plasma
sanguineo e solutos. Estes sao formados por pastplasmaticas, moléculas organicas
pequenas e compostos inorganicos (GONZALEZ & SIL\2806). Em condicdes
normais, dentre os eritroides, somente os erib6c#io encontrados no sangue de
bovinos. Os eritrécitos tém a funcao de transpartggénio, didéxido de carbono e ions
de hidrogénio para os diferentes érgéos e tecidagghnismo (JAIN, 1993; HARVEY
1997).

3.9 Hemograma

Vérias técnicas podem ser utilizadas para deternaisavalores hematolégicos
para 0 hemograma, tanto manuais, quanto por sistamtamatizados. O hemograma
fornece principalmente hematécrito, contagem leitdéda total e diferencial,
morfologia eritrocitaria e concentracdo plaquetdlASSEN & WEISER, 2007). O
hematocrito (Ht) ou volume globular € a porcentagém sangue total (células)
composta por eritrocitos (HARVEY, 1997). Jain (199%Raneko (1997) e Radostits
(2000) afirmam que os valores de referéncia paspacie bovina no volume globular
variam de 24 a 46%, com média de 35%.

O leucograma determina alteracbes quantitativasodofagicas das células
leucocitarias e é composto pela contagem totatdedtito e contagem diferencial de
células (LOPESt al., 2008). Neutrdfilos, linfocitos, mondcitos, eoditas e basdfilos
maduros e imaturos constituem os leucocitos enadosr no sangue de bovinos. Cada
tipo celular exerce papel importante no sistemaeafesa do organismo (JAIN, 1993;
LASSEN & WEISER, 2007), ja que possuem capacidaengyrar para os locais de
inflamac&o e espago perivascular, no intuito derdies fagocitar células indesejaveis
(RINGLER, 1997). O exame diferencial dos leucdcitosrealizado no esfregaco
sanguineo corado panopticamente, onde se contatahdé 100 células e se determina

os referidos valores através de objetiva de imeesdaleo (STOBER & GRUNDER,
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1993). Segundo Jain (1993) e Radostits (2000)yabsres normais para as células
sanguineas equivalem a mondécitos (25 — 840/uLfpditos (2500 - 7500/uL),
eosinofilos (0 — 2400/uL), neutréfilos (600 - 4000) e basofilos (0 - 200/uL). Para
bovinos, utiliza-se a proporcdo de 0,5 neutréfif@ga cada linfocito e a resposta
neutrofilica € a mais fraca do que em qualqueraoespécie doméstica comum (JAIN,
1993; KRAMER, 2000; LOPES& al. 2008).

A leucopenia € uma queda no numero de leucécitodiees inferiores a 5.000
cel/mn? de sangue (STOBER & GRUNDER, 1993, TAYLOR, 2000¢ geralmente é
ocasionada por neutropenia e linfopenia. Normaleemt neutropenia ocorre em
infecgBes bacterianas, enquanto a linfopenia é aweisim em infecgdes virais (JAIN,
1993). De acordo com Andresen (1970), leucopenialgente esta associada a
doencas do sistema digestorio e reprodutivo ecgdies da glandula mamaria, com
valores inferiores a 5.000 gel/. Segundo Stdber & Grinder (1993), a leucocitose é
uma consequéncia de infec¢des viricas ou bacteragadas, tanto localizadas quanto
generalizadas. Estresses podem ocorrer em aniradiessou doentes e ocasionar
leucocitose fisioldgica ou patoldgica (JAIN,1993F)aylor (2000) observou que no
hemograma de animais com mastite clinica houveumeato nos indices leucocitarios
e de neutréfilos, com um aumento de 31% e 41,5%eotiyamente, em comparacao

com animais sadios.

3.10 Fibrinogénio

O fibrinogénio € uma proteina plasmatica importardeinflamacéo e por ser
precursor da fibrina tem fundamental importanciacoagulacédo. Constitui de 3 a 6%
do teor de proteina plasmatica total e € sintetizemt hepatdcitos. Como o fibrinogénio
€ removido do plasma pelo processo de coagulag@ns@ encontra fibrinogénio no
plasma. Inflamacdo aguda ou dano tecidual podearles niveis plasmaticos de
fibrinogénio, principalmente em bovinos, sendo este componente significante do
hemograma na espécie (COLVILLE, 2006; THRALL & WER, 2007). A
concentracdo plasmatica de fibrinogénio pode swrminada por dois métodos, um
avalia a conversao do fibrinogénio em fibrina naspnca de trombina. O outro. mais

utilizado na rotina, usa precipitacdo pelo calandeo se determina a concentracao
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protéica plasmatica por meio de refratometria emtuibo de microhematdcrito. Um
outro tubo é suspenso em banho-maria a 56°C poo amnutos e depois, centrifugado
para sedimentar o fibrinogénio (THOMAS, 2000). Aedenca entre as duas leituras de
proteina plasmatica € a concentracéo de fibrinogémi mg/dL (LASSEN, 2007).

A resposta inflamatoria para danos teciduais é uecamismo fundamental
contra processos que agridem a estrutura fisiaddédencional do organismo
(KANEKO, 1997). De acordo com Radostits (2000 sposta de fase aguda € mediada
pelas citocinas, em reacdo do animal a patdgenasares, danos teciduais, reacdes
imunoldgicas e processos inflamatérios, os quaiseatardo a sintese de certas
proteinas pelo figado. Segundo Lopeal. (2008), a resposta do fibrinogénio se inicia
junto com a dos leucdcitos. Em pacientes com deeteaarater inflamatorio, o figado
€ estimulado a produzir proteinas, dentre elagbigénio (globulina), amiléide sérica-
A, proteina - C reativa e haptoglobina, além derasut(RINGLER, 1997).
Especificamente em bovinos, as duas proteinasseéeafguda principais sao amildide-A
sérica e a haptoglobina (KANEKO, 1997, KRAMER, 2D00

O fibrinogénio é descrito por Lopes al. (2008) como uma proteina de fase
aguda, que em processos inflamatérios, se eleva 8nt 4 dias e se mantém elevada
por dias ou mesmo semanas, dependendo da cromaldaenfermidade. A resposta do
organismo através da elevacdo dos indices de dipgimo perante a presenca de
condicOes desfavoraveis a glandula mamaéaria foiraade por Tabrizet al. (2008) em
vacas com mastite subclinica e clinica comparadas\vacas sadias. Kaneko (1997),
Kramer (2000), Radostits (2000) e Jain (1993) dmraim valores entre 200 — 700
mg/dL normais para a espécie bovina.

3.11 Células de defesa do organismo

3.11.1 Basofilos

Os basdfilos sdo produzidos na medula 6ssea. S@msllgs sao ricos em
substancias vasoativas (histamina, heparina eoséna) que, quando estimulados

antigenicamente, sintetizam fator ativador plaqietéFAP), substancia de reacdo a
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anafilaxia (SRA) e tromboxano,ATxA,) (LOPESet al., 2008). Morfologicamente, 0s
baséfilos apresentam uma membrana citoplasmatiwareceptores com alta afinidade
para IgE. Essas células atuam em reacOes de hipinitidade do tipo | (imediata) e
liberam seu conteudo granular para o meio extrirepara a eliminacdo de parasitos
(RINGLER, 1997; TIZARD, 1998

Basofilos contém enzimas hidroliticas e antibaaters que fagocitam material
estranho e células (PRESTES., 2002). Geralmente, ndo sdo encontrados em tecidos
extravasculares; no entanto, sob influéncia dofditos, alcancam os tecidos e
provocam processo inflamatério mediado pela senvdo@ histamina presente em seus
granulos (TIZARD, 1998). Pode haver elevacdo ddygéo e dos niveis dessas células
nos animais com mastite. Os valores de referénaia p contagem diferencial de
basofilos presentes na corrente sanguinea de lowa@o 0 — 200 célulad/
(KRAMER, 2000; RADOSTITS, 2000; WEISER & THRALL, P6; THRALL &
WEISER, 2007).

3.11.2 Eosindfilos

Em grande parte, os eosindfilos sdo produzidos eduta 0ssea, mas outros
orgaos como baco, timo e linfonodos cervicais tamipédem produzi-los, ainda que
em menores quantidades (LOP&S., 2008). Em bovinos, os eosindéfilos apresentam
0 nucleo segmentado e granulos arredondados owesv@ uniformes (RINGLER,
1997; WEISER & THRALL, 2006); no entanto, sua croimma ndo se apresenta tao
condensada (THRALL & WEISER, 2007).

Os eosindfilos apresentam dois tipos de granulosuarestrutura, 0s primarios
e os cristaldides (TIZARD, 1998). Os primarios éntenzimas como a peroxidase,
nos granulos cristaloides, a proteina principaidaagViBP) € a predominante. Esta
proteina € toxica para helmintos e protozoarioN@IES, 1997; TIZARD, 1998).
Além dessas, ha ainda a proteina catibnica dos@ides (ECP), peroxidase dos
eosindfilos (EPO) e a neurotoxina derivada dos raélas (TIZARD, 1998). Os
eosinofilos também tém histaminases, quinasessuHabfatase e a lisofosfolipase,

enzimas de carater antiinflamatoério (RINGLER, 1997)
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Embora a fung¢éo dos eosindfilos ndo esteja clarsmeéeantificada, para Weiser
& Thrall (2006), essas células apresentam proteji@sse ligam nas membranas de
larvas de parasitas, danificando-as, além de atuaeemodulacdo de reacOes alérgicas
e que envolvam imunocomplexos. Para Radostits j2@0fuantidade de eosinoéfilos no
sangue bovino (0 — 2400/uL) equivale aos valorssrides por Jain (1993), Thrall &
Weiser (2007) e Weiser & Thrall (2006), assumindovalores mais elevados dentre as

espécies de animais domeésticos.

3.11.3 Linfécitos

Os linfocitos sdo as Unicas células que podem hsmam de uma maneira
especifica os antigenos (TIZARD, 1998). Desta mmaneietermina a base no
desencadeamento e execucdo da resposta imune (L@RES2008). Os linfocitos
apresentam o0 nudcleo grande e arredondado, citoplasvasso (RINGLER, 1997;
TIZARD, 1998) que ocasionalmente pode apresentanujps azurofilicos (JAIN,
1993). Linfocitos podem apresentar diferentes farnea tamanho, os pequenos
apresentam um diametro entre 7 eu®, com ndcleo ligeiramente recortado,
arredondado ou oval. Os médios a grandes se destamapossuir diametro entre 9 e
11 um, com citoplasma mais profuso e podem apreserdaulps roxo-rosados. Além
disso, pode-se diferenciar os linfécitos pelas ioglwbulinas e marcadores de
superficie (JAIN, 1993; TIZARD, 1998; WEISER & THRA, 2006; THRALL &
WEISER, 2007). Linfocitos grandes sao frequentemesicontrados em bovinos
(JAIN, 1993); entretanto, podem ser de dificil iifgracdo, uma vez que apresentam
anéis nucleolares facilmente confundidos com cegllifddides neoplasicas (THRALL
& WEISER, 2007).

Os linfocitos sanguineos apresentam subpopula¢gd#dSER & THRALL,
2006) que podem ser divididas em trés grupos cekld.infocitos B, Linfocitos T e
células NK f(atural killers) (TIZARD, 1998). Os linfécitos B sado produzidos
principalmente na medula 6ssea (STEFFENS l1ll, 200@s podem ter producdo em
menor escala no timo, linfonodos, baco, placas @geiPe tonsilas (JAIN, 1993). A
maturacao dos linfécitos B ocorre na propria medissea. Excecao ocorre nas aves,
nas quais a maturagdo se da na Bursa de FabridNES, €al., 1997; TIZARD,
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1998) o que gerou sua denominacéo de linfocitosdBdependentes ou linfécitos B. As
células B reconhecem os antigenos virais atravéscgptores inseridos na membrana e
denominados de BCRS (cell receptors) e que saanoléculas de imunoglobulinas da
classe IgD e IgM (KREUTZ, 2007). Os linfocitos Bos@sponsaveis pela imunidade
humoral e reconhecem o antigeno através das imumndglas presentes em sua
superficie (WEISER & THRALL, 2007).

Ja as células T, sdo produzidas na medula dsseacentrario das células B,
tém sua maturacédo no Timo, o que denomina estalép®lulas como linfocitos timo-
dependentes ou linfocito T (PASTORETal., 1998; TIZARD, 1998; DAY, 2000).

Os linfocitos T podem ser divididos em trés outgrsipos, linfécitos Th
(helper), linfocitos Tc (citotoxicos) e linfocitos Ts (sigssores) (JAIN, 1993;
RINGLER, 1997; TIZARD, 1998; KREUTZ, 2007). Linfdos reconhecem antigenos
virais através de receptores de membrana denonsindeloTCRs T cell receptors)
(KREUTZ, 2007). As células T sdo responsaveis petplacdo imune, imunidade
celular e humoral, atividade citotoxica e respastaitocinas, (JAIN, 1993; WEISER &
THRALL, 2006; LOPESt al. 2008).

A guantidade de linfécitos encontrados no leitdoenos varia entre 1 e 2% da
populacao celular (POLITI®t al., 1991). No entanto, Ishikawa & Shimizu (1983)
constataram decréscimo na quantidade de linféBitas sangue e no leite de animais
com mastite. Para Bittat al. (2004), o perfil fenotipico do sangue pode deteamm
grau de imunidade. Além dos linfocitos B e T, oamigmo apresenta um terceiro tipo
celular, denominado de naturkllers (NK). Estas células se caracterizam por nao
apresentarem receptores TCR ou BCR (JOMES, 1997; TIZARD, 1998). Para Jain
(1993), as células NK apresentam diferencas quarmngem, fendtipo, morfologia e
célula alvo especifica; no entanto, apresentanptes (receptores Fc) para IgG que
as ligam ao anticorpo. Por possuirem um caratetogico, podem ser ativadas por
linfocinas como IL — 2. Em vacas, os valores nosnt linfécitos se encontram entre
2.500 a 7.500 célulasiL (JAIN, 1993; KRAMER, 2000; RADOSTITS, 2000;
WEISER & THRALL, 2006).
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3.11.4 Monbcitos

Mondcitos e neutroéfilos sdo células originadasrérpde uma célula progenitora
bipotencial, a UFC-GM que se origina de célulasdoo pluripotenciais (PPSC). A
transformacao ocorre através da hematopoiese nalanéssea e por acao de citocinas
(BIENZLE, 2000). De acordo com Jain (1993) e Tiz§t®98), os mondcitos tém
formas variaveis, mais comumente a forma de umAdeigom uma cromatina difusa,
citoplasma cinza-azulada que pode apresentar @ éa@u pequenos granulos rosados.
Para Weiser & Thrall (2006), os monécitos podemftema ovalada, reniforme e
segmentada, cromatina menos densa, maior diameit@péasma mais acinzentado que
0s neutrofilos.

Na superficie de membrana, os mondcitos de bovapoesentam receptores
para IgG (facilita a opsonizacdo) e C3 (proteim@s ndo apresentam receptores de
membrana para IgM (inducéo de aglutinacdo e n&dg@lo de antigenos) como em
outras espécies (TIZARD, 1998; BIENZLE, 2000). Osndcitos migram para 0S
tecidos onde se desenvolvem até se transformaremmantéfagos, além disso,
apresentam antigeno processado aos linfocitos ficgfu imunorreguladora) e sao
responsaveis pela destruicdo fisiologica de hermdoien reciclagem metabdlica de
ferro, além de alguns casos de hemdlise patol@yitISER & THRALL, 2006). Ha
variacbes quanto a quantidade normal de monécéa@®mente sanguinea dos bovinos,
para Weiser & Thrall (2006) os valores estdo editreB00 célulagiL, mas Jain (1993),
Kramer (2000) e Radostits (2000) consideram normsaisiveis compreendidos entre
25 a 840 célulagiL.

Nickerson & Heald (1982), avaliando a presenca €érilas sanguinea no
parénquima secretor da glandula mamaria em vadastadas conSaphylococcus
aureus, constataram um aumento no numero de mondcitosgnastos mamarios
infectados em comparacdo com os sadios. Além dasservaram uma prevaléncia
maior de células 10 dias apds a infeccdo. Prin-Matlet al. (2002) observaram um
decréscimo no numero absoluto de mondcitos entee ¥ horas apos a infusao
intramamaria de lipopolisacarideo com intuito devprar mastite, porém os valores

estiveram altos 316 horas apos a infuséo.
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3.11.5 Neutréfilos

Na medula éssea, a partir de uma célula troncappliencial, ocorre a formacéao
de células progenitoras confinadas denominadas riéatle Formadora de Colbnia
Granulocitica — Monocitica (UFC-GM). Subsequentdmenessas células séao
diferenciadas em células unipotenciais (UFC-G e SMITH, 2000), as quais se
diferenciam e maturam até a formacao dos neutsofil@PESet al., 2008). De acordo
com Pastorett al. (1998) e Smith (2000), neutréfilos e macréfagos edanaiores
fagocitos em bovinos e atuam como a primeira lideadefesa contra infeccdes,
especialmente as causadas por bactérias. Alémra@adéo de neutroéfilos, as células
unipotenciais sao capazes de aumentar indiretarosnééeitos das células mediadoras
de imunidade e imunidade humoral, através do awndantegulagéo de citocinas como
a IL-2 (STABEL, 1991). Para Sordillg al. (1991), células com maior afinidade a IL-2
apresentam tendéncia maior na sua atividade atdimta do que as ceélulas que
possuem menor exposicao a determinada citocinae€dnm autor demonstrou aumento
na eliminacdo d&aphylococcus aureus em decorréncia da ativacéo dos linfécitos pela
IL-2.

Morfologicamente, os neutréfilos apresentam nuadtesgular e alongado no
formato de um gréo de feijdo, os quais, a medi@aaguadurecem, assumem a forma de
uma ferradura, com extremidades redondas, carstctaride neutrofilos bastonetes
(WEISER & THRALL, 2006). Em bovinos, o citoplasma apresenta rosa escuro, mas
em neutrofilos téxicos, o citoplasma possui colaca@zulada e pode apresentar
pequenos granulos cinza-azulados e angulares Gmied de Dohle), além de
vacuolos e tamanho aumentado (THRALL & WEISER, 2000s neutrofilos
apresentam dois tipos de granulos citoplasmatiossazurofilicos (primarios) que
apresentam mieloperoxidases e sdo maiores e masggue 0s granulos especificos
(secundarios) (RINGLER, 1997; TIZARD, 1998). Em méfilos maduros, a relacéo
normal de granulos primarios para os secundarites1é2 (JAIN, 1993).

Os neutrofilos atuam em processos inflamatorios quomiotaxia positiva ao
tecido lesado e fagocitose de microorganismos ermae estranhos (LOPES& al.
2008). Além disso, podem causar danos nos tecidésr eacdo citotoxica como
atividades parasiticidas e neoplasicas (RINGLER,/1$MITH, 2000). A migracdo de

neutréfilos para os locais onde se encontram asepsos inflamatérios é o passo inicial
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da resposta inflamatéria (VAN OOSTVELD& al., 2002). Mehrzadcet al. (2004)
observaram um aumento na quantidade de neutrédide 6 a 12 horas apos a
inoculacdo intramamaria com cepas klecoli, ocasionando um quadro de mastite
clinica e conseqguentemente elevado nimero de sé&oiaaticas.

Fox & MacDonald (1988) ndo constataram aumentoumg&o fagocitica dos
neutrofilos em tetos infectados cdgnaures, em comparacdo com os neutrofilos de
tetos de animais sadios; no entanto, neutréfilos soas fungdes prejudicadas podem
contribuir para o desenvolvimento de infec¢des ice@ncausadas pelo mesmo agente.
Em bovinos com o propdsito voltado para a produli#teite, a presenca acentuada de
neutréfilos no Ubere é caracteristica de animais estite subclinica ou com a forma
clinica da doenca (BOUTE# al., 2004).

De acordo com Pydrala (2003), um processo infaneaidiciado por uma
resposta a patdégenos causadores de mastite pravocaaumento da infusdo
intramamaria de neutrofilos provenientes do sangoe) conseqliente aumento no
escore de células somaticas. A faixa etaria pasfgoreler por uma variacdo de células
neutrofilicas. Estudo realizado por Costaal., (2000) em zebuinos constatou nos
animais com até trés meses de idade a maior m@@lis/mnni), com declinio desses
valores, dos 6 aos 12 meses de idade (241§/rfato também comprovado por Peixoto
et al., (2002), em animais da raca Holandés. De acordoJeam(1993), Kramer (2000)

e Lopeset al., (2008), nas primeiras semanas de vida os neusO§iim as células
predominantes nos bovinos. Apds estas semanafsaadulta, os linfocitos passam a
ser as células predominantes, em uma relacao deeQtgfilo para cada linfécito. Tal
relacdo pode ser alterada em decorréncia de unmiaui@@o dos linfocitos (linfopenia)
por infeccbes sistémicas agudas, infeccdo bactersamvera, inflamacdo cronica e
neoplasias, ou ainda aumento dos neutréfilos (ofig) por infeccbes locais ou
sistémicas por agentes bacterianos, virais, fusgiparasitas ou tumores (SMITH,
2000; LOPESt al., 2008).

Lehtolainenet al. (2003) estudaram o efeito de infusdes intramamatas
endotoxinas dée. coli em vacas no inicio e no final de lactacdo e ctarstan uma
neutrofilia associada com linfopenia nas vacasrgaoioi de lactacdo até 32 horas apds a
inoculacdo. Neutropenia transitoria foi observada8d a 168 horas apds a inoculagao
de M. bovis, no entanto a linfopenia circulatéria permaneceu8d horas apos a
infeccdo até o final do estudo (KAU&, al., 2007). Os valores de referéncia para 0s

neutrofilos segmentados em bovinos estdo compréemfitre 600 a 4.000 célulak/
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e entre 0 e 120 célulat/ para neutrofilos bastonetes (JAIN, 1993; KRAMER(O;
RADOSTITS, 2000; WEISER & THRALL, 2006).

3.12 Haptoglobina (Hp)

A primeira resposta do organismo para estressedlogico € inata, resposta
nao especifica que precede a resposta imune aspegifresposta de fase aguda (RFA)
€ uma importante reagdo sistémica do organismoghkreal de dano tecidual, trauma,
ou desordem imunolégica (GRUY& al., 2005; GANHEIMet al., 2007). Durante a
RFA, ocorre liberacdo de citocinas que sdo medesdda variacdo de proteinas de fase
aguda (SUBIELAet al., 2001). As citocinas sdo polipeptidios que atuaoalmente
para complementar a resposta dos leucdcitos ouimngimna resposta febril (KANEKO,
1997). Quando ocorre um dano tecidual, o organisteovém para reparar esse dano.

Sob influéncia das citocinas IL-1, IL-6 e FNJas células hepaticas aumentam
a sintese e a secrecao de proteinas (TIZARD, 19B&jYS et al., 2005). A resposta
acontece logo apés a lesdo, declinando dentro deowrdois dias. Proteinas cuja
concentracdo se eleva rapidamente nesses casderg@ininadas de proteinas de fase
aguda (PFA) (RADOSTITS, 2000). O figado é estimaladproduzir um ndamero de
proteinas que podem ser detectadas em niveis rfeiades em pacientes com
processos inflamatorios instalados (RINGLE, 1998)proteinas de fase aguda podem
ser divididas em dois grupos: negativas e positikasiegativas sado as que diminuem a
concentracdo quando ocorre a resposta de fase;angiemnto que as positivas tém seu
nivel elevado quando ha resposta de fase agudas Betlem ser divididas em trés
grupos adicionais: (a) com aumento de cerca de HPgom aumento de duas a trés
vezes sua concentracdo normal e (c) as cuja coac&ntaumenta rapidamente em até
1000 vezes (SUBIELAt al., 2001).

Para Kanekat al. (1997), em ruminantes a haptoglobina (Hp) é a pratee
fase aguda mais importante. De acordo com Jain3f198aptoglobina é uma
glicoproteina sintetizada no figado, com quatroe@slde polipeptidios e com meia-
vida no plasma de dois a quatro dias. Estruturakmen haptoglobina € formada por
duas subunidades alfa combinadas com duas subesitfeths que se estabiliza ao se

juntar com a hemoglobina (SUBIEL£t al., 2001). A concentracdo de haptoglobina
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aumenta em bovinos com doencas inflamatérias corastites, metrites, piometra,
reticulite traumatica e infeccbes bacterianas (JA®93; THOMAS, 2000).

De acordo com Nakagavehal. (1997), ha diferenca marcante entre humanos e
ruminantes quanto a quantidade de haptoglobinalasma. Em humanos os niveis
estdo entre 83 e 267 mg/dL (JAIN, 1993), mas emmnamtes, a haptoglobina ndo pode
ser detectada no plasma de animais sadios (SUBKELsA., 2001; NIELSENet al.
2004). No entanto Nielseat al. (2004) sugerem que Hp e amiléide A sérica (SAA) na
sdo marcadores especificos de processos inflamstdecorrentes da mastite, ou seja,
ocorre aumento plasmatico dessas proteinas emstaspouma infeccdo severa ou
frente a uma condi¢cdo inflamatoria de diferenteigems. Pedersemt al. (2003)
observaram a resposta inflamatéria em bovinos castite causada p&treptococcus
uberis, onde os sinais clinicos estavam presentes cerdahtras apos a inoculagcéo do
agente e embora os niveis de haptoglobina séricaanthentaram em nenhum dos
animais estudados, houve um aumento da haptoglaoinéeite 10 horas apés a
inoculacgéo.

Contrariando Pedersehal. (2003), Nielseret al. (2004) encontraram diferenca
significativa na concentracdo de Hp no plasma daegue no leite de vacas sadias,
com mastite clinica e com processo inflamatoriaceertamario. A Hp foi maior em
animais com mastite clinica. Além disso, uma vacm @ndometrite e outra com
flegmao interdigital também apresentaram valoresaglos de Hp para espécie. Para
inflamacdes mais brandas como casos de mastitéirdioaca comparacdo com vacas
fisiologicamente sadias apresentou uma diferergfisiativa entre as concentragdes
de haptoglobina no leite (GRONLUNREt al., 2005). Ja Eckersakt al. (2001)
encontraram aumento significativo da haptoglobioglasma de animais com mastite
clinica branda (presenca de grumos no leite) e agicom mastite clinica moderada
(presenca de grumos no leite e sinais de inflamagao glandula maméria),
demonstrando diferenga entre animais sadios e andoantes; contudo, sem diferenca
significativa entre os dois grupos de animais coastite.

Em estudo realizado por Horadagoetaal. (1999), determinou-se diferenca
entre inflamag&o aguda e cronica, em virtude daolgégbina que em 76% dos casos
agudos e 24 % dos casos cronicos mostrou conceesratevadas. Para demonstrar a
sensibilidade das proteinas de fase aguda fremtiabilidade de lipopolisacarideos,
que juntamente com bactérias sado potentes induteeprocessos inflamatoérios,

Jacobsermt al. (2004) observaram um significante aumento na curagio de Hp que
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confirmou a sensibilidade da resposta de fase agleléovinos, com injecbes
intravasculares de 10 ng/kg de lipopolisacarideo.

Entretanto, outros fatores podem alterar os nigei$lp no sangue. Em vacas
primiparas, comparadas com vacas multiparas, damas intensos no aparelho
reprodutor (Gtero, vagina e vulva) podem provocarauresposta fisiolégica mais
acentuada elevando a concentragdo sanguinea déUHpBLET et al., 2006).

Contudo, amostras coletadas inadequadamente pamseiomar a diminuicdo da
concentracdo de Hp em processos inflamatérios sacairo no diagnostico. Ametaj
(2005) afirma que a haptoglobina se liga a hemagdoliberada no plasma pelas
células vermelhas do sangue em condi¢cbes hemslitibasta maneira, a coleta
adequada do material a ser analisado € impreseinddara a precisdo do
diagndstico.Além disso, animais sob tratamento emtibidticos podem ter alterados
seus niveis de Hp no sangue. Drillieh al. (2007) observaram diminuicdo na
concentracdo sérica de Hp, em vacas tratadas patdtemcom antibidtico e
antiinflamatério, embora ndo possam afirmar queadascimo seja uma conseqiéncia

do tratamento.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Selec¢éo dos animass identificacdo dos grupos

Foram selecionadas vacas de rebanhos localizaddsnoeste do estado do Rio
Grande do Sul que fazem parte do sistema de cerdeotebanho leiteiro prestado pelo
Servico de Analise de Rebanhos Leiteiros (SARLEJdaversidade de Passo Fundo
(UPF). No periodo de fevereiro a outubro de 2008rh coletadas 150 amostras de
leite e de sangue de vacas da raga Holandesafedenties rebanhos, sem distingéo de
idade, niumero ou fase da lactagéo.

O critério de escolha das amostras foi o valor @& o havendo distingao
entre pequenas, meédias e grandes propriedadesienriveis de producéo dos animais.
As amostras foram separadas em trés grupos (Tapet@anforme os valores de CCS
estabelecidos pela Instrucdo Normativa 51 (IN51) Mioistério da Agricultura e
Pecuaria (BRASIL, 2002) que determina como acelitéwe valor inferior a 600.000
cel/mL. Animais acima destes valores correspondemastite subclinica ou clinica,
dependendo dos sinais clinicos. Adicionalmente ctwisiderada a contagem total de
bactérias (CTB), conforme a IN51 do MAPA (Tabela 2)

No grupo 1 (G1), foram incluidas as amostras cenadths de animais sadios,
com CCS abaixo de 600.000 cel/mL e CTB < 10 UFC/nd_grupo dois (G2), aquelas
com CCS superior a 600.000 cel/mL e CTB > 1.000 AdHC mas com auséncia de
sinais clinicos, consideradas amostras de aniraisngastite subclinica e no grupo trés
(G3), amostras de animais com sinais clinicos dstitealgrumos no leite em pelo

menos um dos tetos no momento da ordenha), indepndos valores de CCS e CTB.
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Tabela 2. Grupos estabelecidos para o experimendealdo com a CCS e CBT, e a
presenca de sinais clinicos de mastite.

CTB
- CCSs
Grupo Condicao (10° células/mL) UF((%/?SnL)
1 Vacas sadias < 600 <10
G2 Vacas com mastite > 600 > 1.000
subclinic
a3 Vacas com mastite
clinicd

a .. .. D . . C L. .
Sem sinais clinicos. Comprovada por exame clinicé.Valores maximos determinados pela IN51

(Brasil, 2002) para leite tipo A Valores maximos determinados pela IN 51 (Bra§iQZ) para todo tipo
de leite. UFC: unidades formadoras de colbnias.

4.2 Amostras de leite

As amostras de leite de cada animal foram obtidasrdenha da manha, apés
inspecado geral para descartar animais com procestamatorios visiveis decorrentes
de outras enfermidades (G1 e G2), salvo mastitécali(G3). Imediatamente antes da
ordenha dos animais selecionados, foram desprepadusmeiros jatos e entdo, feita a
coleta das amostras de leite de todos os tetobele,las quais foram homogeneizadas
e armazenadas em recipientes proprios para c@etaite para analise de CCS foi
armazenado em recipientes com capacidade para Soméndo bronopol (8 mg de 2-
bromo-2-nitropropano-1,3-diol e 0,30 mg de natanaficomo agente conservante. As
amostras para determinacdo da CBT foram armazermadasutro frasco de 50 mL
contendo trés gotas de Azidiol como agente bastético para evitar crescimento de
bactérias até 0 momento da andlise. Imediatam@di® & coleta, as amostras de leite
foram armazenadas em caixas térmicas onde a temmaefai mantida inferior a 7°C e
levadas ao SARLE para analise laboratorial.

No laboratério, as amostras com bronopol foramditils em duas aliquotas,
uma para analise pela técnica do infravermelho gererminacédo de proteina, lactose,
gordura e sdélidos totais (Bentley 2000, Bentleytrimaents, EUA) e outra para a
contagem de células sométicas, mediante citonadriduxo (Somacount 300, Bentley
Instruments, EUA). Nessa analise, com o0 uso do étorde etidio, o equipamento
marca o DNA nas células sométicas do leite, deixasdfluorescentes. Essas células

emitirdo flash de luz que ira passar por uma série de filtrogcoptque contardo as
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células. As amostras com azidiol foram utilizadasapa contagem total bacteriana
mediante citometria de fluxo (Bactocount IBC, Bentinstruments, EUA).

4.3 Amostras de sangue

Imediatamente apO0s a coleta das amostras de feitan obtidos 5 mL de
sangue atraves de puncédo da veia coccigea, coxilim @e tubosvacutainer contendo
anticoagulante etilenodiaminotetracético (EDTA). Asiostras de sangue foram
acondicionadas em caixas térmicas até o momentanddse no Laboratorio de
Analises Clinicas da Universidade de Passo Fundw.ldWoratorio, as amostras
coaguladas foram descartadas e as demais foramgkaginadas para a montagem de
laminas para determinacdo da contagem difereneidkutcdcitos. Apds a secagem, as
laminas foram coradas com corante de Romanowsk{jea rapido). Posteriormente,
as laminas foram analisadas em microscopico Ogiitn objetivas de 40 e 100x. A
contagem total de leucécitos foi obtida atravésnuetodo manual utilizando uma
aliquota de 20 pL de sangue para as diluicbestermmsnente analisada em camara de
Neubauer.

Nas amostras de sangue foram determinados o heit@tas proteinas totais e
o fibrinogénio. Para determinacdo do hematocritiopfeenchido 2/3 de um capilar com
sangue, vedado e posteriormente centrifugado ernrifoga de microhematocrito
(Microhemato, Fanem, Mod. 2410) por 5 minutos &bQQ.rpm. ApoOs a leitura da
porcentagem de eritrécitos, foram determinadasreieipas plasmaticas totais (PPT)
através da refratometria. Esse procedimento fdizesto em duplicata, onde um dos
capilares era incubado em banho-maria a 56°C p&8 tinutos. Apds nova
centrifugacéo, foi realizada a leitura das PPTa jp@sim, obter o valor de fibrinogénio.

Outra aliquota de sangue foi centrifugada a 2000 pgor 5 minutos para
separacdo do plasma. Posteriormente, as amosta® facondicionadas em tubos

eppendorf e congeladas a -20°C até a posterior analiseptediabina.
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4.4 Determinacao da haptoglobina no plasma

Foram determinados os valores de haptoglobina plisan mediantekit
reagente que utiliza o método espectrofotométrieo adividade peroxidase da
hemoglobina (Phase Haptoglobin, Tridelta, Irflandagando leitor de ELISA (Rosys
Anthos 2010). Para a determinacédo dos valoresmnfoealizadas curvas de calibracao
conforme indica o fabricante. Para cada uma dastaasocanalisadas foram adicionadas
100 puL do reagente 1 (diluente de hemoglobina) em seg#DuL do reagente 2
(substrato de cromogénio), imediatamente aposimallteagente as amostras foram
incubadas por um periodo de 5 minutos em temperatmbiente e ao término dos 5
minutos as amostras foram lidas, automaticamentelegor de ELISA a 630 nm de

absorbéancia, determinando desta forma os nivdigpl®globina de cada amostra.

4 5 Andlise estatistica

Na analise estatistica, foram avaliados os resdtahtre os trés grupos de
animais, para determinar diferencas dos valore<C@8&, CBT, lactose, proteina,
gordura e sodlidos totais no leite, bem como de agmrh total e diferencial de
leucdcitos, fibrinogénio, hematdcrito e proteinasais no sangue. A ferramenta
estatistica utilizada foi o programa SPSS Biéf Guide (2004), utilizando Analise de
Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de comparagdéltiplas de Tukey. Teste de
correlacéo de Pearson foi utilizado para observalagéo entre os valores de CCS com

outros parametros (CBT, fibrinogénio e haptoglopina



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Propriedades do leite

A contagem de células somaticas € influenciada périos fatores,
especialmente pela presenca de infeccdes da gééamdamaria, ainda assim € um
indicador confiavel da higiene e integridade dorad®ULLER, 2002). Nas amostras
analisadas (n= 150) foram constatadas diferengasistgas significativas quanto a
CCS entre os trés grupos (p< 0,005), como era @$peuma vez que a composi¢cdo de
cada grupo foi estabelecida conforme os diferamitess de células somaticas.

A CCS é um indicador adequado da existéncia deinfeecdo intra-mamaria,
de forma que quanto maior o valor de CCS, maiompéohabilidade que a vaca esteja
com mastite (COENTRAQt al., 2008). Os valores encontrados para 0s trés grupos
(Tabela 3) demonstram que a média de CCS das amastrG1 (130 x f&élulas/mL)
estaria dentro dos parametros estabelecidos pe#d o MAPA (BRASIL, 2002) para
o leite tipo A; portanto, leite com excelente gdatle fisico-quimica, enquanto que as
médias das amostras do G2 (1.073 %c#lulas/mL ) e do G3 (4.350 x A&lulas/mL),
encontram-se fora das condi¢des minimas estabatec@teém de serem associadas com
perdas de producdo da ordem de 20 e 40, respeetnar{fPHILPOT & NICKERSON,
1991).
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Tabela 3: Média e desvio padrao da contagem déas&omaticas (CCS) e contagem
bacteriana total (CBT) obtidas das amostras de |d# vacas da raca
Holandesa no noroeste do Rio Grande do Sul.

GrUpos N CCS (x16 células/mL) CBT (x10° UFC/mL)
P Média DP Média DP
G1 50 130,42 58,93 90,42 62,55
G2 50 1.073,64 322,10 1.077,48  1073,60
G3 50 4.3499 1.621,72 5.782,72  2686,13

Letras diferentes indicam médias que diferem esitn® teste de Tukey a 5%. DP= desvio padrdo. CCS=
contagem de células somaticas. UFC= unidades fanaadie colbnia.

O G2 apresentou nivel de CCS caracteristico deaasioom mastite subclinica,
com concentracao elevada, sem a presenca dedin&ss, com alteracdes apenas nos
componentes do leite e que pode evoluir para qudalmastite clinica (BARBOSAt
a., 2002; GRONLUNDet al. 2005; TOZZETTlIet al., 2008). No G3, observaram-se
valores significativamente elevados (p< 0,005) eemmaracdo aos demais grupos,
concomitantemente com a presenca dos sinais dioloservados no leite no momento
da coleta da amostra, confirmando a presenca éecéd na glandula mamaria. Os
valores de CCS neste grupo séo semelhantes aostrawlos por Whiset al. (2007) e
Petzl et al. (2008) para vacas com mastite. Assim como a CCEBa tambéem
apresentou diferenca significativa entre os trépas estudados (Tabela 3), de maneira
gue o0s grupos com menor CCS também apresentaramor rimetice de UFC/mL, (
Figura 1) demonstrando a condi¢do sanitaria adegdesses animais.

Figura 1: Média de CCS e CBT no leite de vacasaga Holandesa sadias (G1), com
mastite subclinica (G2) e com mastite clinica (G3).
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Desta forma, o G1 foi 0 que teve menor contaminagd@teriana; enquanto G2 e
G3 apresentaram indices de contaminacdo acima alosees considerados aceitaveis
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pela IN 51 (BRASIL, 2002). Nao foram determinados agentes bacterianos
especificos, uma vez que a andlise teve caratetitpiavo e ndo qualitativo.

Existe relacao direta entre 0 nimero de bactérgeseptes nos tetos e as taxas de
infec¢des intra-mamarias. Santos & Fonseca (20f0ihamn que as mastites podem
contribuir de forma significativa para a elevac@GBT do leite, dependendo do tipo
de microrganismo causador da infeccdo, do estagseveridade da mastite e da
porcentagem de animais infectados no rebanho. Nsssgdo e com base nos
resultados obtidos, constatou-se que algumas @xds2 e do G3 estavam com 0sS
Uberes infectados e, portanto, sua qualidade hégiéanitaria se encontra abaixo do
recomendado. A presenca de altos niveis de bactgaitmgénicas dentro da glandula
mamaria desenvolve uma série de eventos que albeaaromposicao fisico-quimica do
leite. O aumento das bactérias dentro do Ubereaaasimento acentuado na CCS e a
composicao do leite sofrera alteracdes (BUE&I@I., 2008). Além da producédo total
do leite sofrer decréscimo secundario as lesfesélakas secretoras ocasionadas pelas
bactérias (WATTIAUX, 1996), podendo ocorrer altéreg marcantes em alguns dos
nutrientes do leite (DURR, 2005). Guimar&eal. (2006) observaram efeitos negativos
das bactérias sobre a qualidade, o sabor e a ®igeatkleira de leite com elevada CBT.

Analises ndo paramétricas revelaram forte correlag@re CCS e CBT (r=
0,852, P< 0,01) e demonstraram que ha uma assodiagar entre as duas variaveis,
ou seja, conforme aumenta a quantidade de CBTitep é&menta o valor CCS.

Contrariando tais resultados, Linmet al. (2006) ndo encontraram variacao
bacteriana significativa em diferentes intervales ACS e destacaram nao haver
necessariamente relagéo entre CCS e CBT no leite.

Além disso, quanto aos constituintes do leite, kadiferenca significativa entre
0s trés grupos nos percentuais de lactose (TabhelAsdamostras com CCS mais
elevadas (G3), apresentaram valor inferior de $&c{&igura 2). Os resultados indicam
G1 com média superior (4,52%) do que G2 (4,26%B€338%). Entretanto, nenhum
dos trés grupos teve as médias dentro dos valgdes 3.2%, considerados referenciais
para a raca Holandesa (NORO & GONZALEZ, 2001). dlesintido, apenas os animais

do G1 apresentaram teor de lactose mais proximealoses de referéncia.
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Tabela 4: Média e desvio-padréao de lactose, gorguodeina e solidos totais no leite de
vacas da raca Holandesa sadias (G1), com mastidirsoa (G2) e com
mastite clinica (G3).

Lactose Gordura Proteina Solidos totais
Grupo N (%) (%) (%) (%)
Média DP Média DP Média DP Média DP

G1 50 452 026 364 089 304 033 1211 0,9
G» 50 428 031 363 08 33T 034 1210 101
G3 50 385 056 318 1,44 348 053 1130 1,75

Letras diferentes indicam médias que diferem esitne teste de Tukey a 5%. DP= desvio padrao.

Alguns autores acreditam que para ocorrer perdggoducdo de leite a CCS
nao precisa alcancar valores muito elevados. Kif84) demonstrou uma perda na
producéio na ordem de 0,68 kg/dia a partir de 100° xélulas/mL, similarmente ao que
foi observado por Reneau (1986) que identificou wmeda na producdo de leite da
ordem de 0,59 kg/dia para vacas multiparas. Coentidw esses autores, Gdl al.
(1990) acreditam que as perdas comecam ja com18d cél/mL e alcancam de 2,74 a
3,86 kg/dia para valores CCS 100 x 16 células/mL. Nossos resultados s&o
semelhantes aos propostos por Prada & Silva (2@80guais afirmam que, a medida
gue se acentua o quadro clinico de mastite, o @& dactose se reduz devido a menor
sintese de seus componentes pela destruicdo ddo tesgcretor, aumento de
permeabilidade da membrana e utilizacdo da laghosepatdogenos intra-mamarios.
Esses fatores podem estar associados com os bailwes de lactose encontrados,

uma vez que a diferenca entre a CCS nos trés gfapsignificante.

Figura 2: Média de gordura, proteina e lactoseeite de vacas da raca Holandesa
sadias (G1), com mastite subclinica (G2) e comiteagitnica (G3).
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Machadoet al. (2000), Ogoleet al. (2007) e Buenat al. (2008) constataram um
decréscimo significativo nos valores de lactoseaemstras de leite com CCS superior
a 500.000 cél/mL, confirmando a tese de que anirnam mastite subclinica ja
apresentam quedas relevantes em seus componentes.

Com relacdo a gordura do leite, percebeu-se que htiwve diferencas
significativas entre as médias dos trés gruposdlaad) compostos por animais sadios,
com mastite subclinica e mastite clinica. Emboramaéslias do G1 (3,63%) e G2
(3,63%) se encontraram dentro dos valores de refier@ropostos por Brito & Brito
(1998), a média do G3 (3,18%) esta abaixo dos eslainimo de referéncia (Figura 2).
Dois fatores principais podem explicar as concefa de gordura em niveis normais
no G1 e G2. O primeiro consiste na alimentacao walia fornecida aos animais, com
suplementacdo de concentrado apos as ordenhasmgas a vontade, mantendo uma
dieta adequada para animais de criagdo semi-imgengilém disso, a medida que
aumenta a contaminagao bacteriana, aumentam os tmduais e diminui a produgéo
total de leite. Se a proporcao de perda na prodacdmpanha a proporcéo de gordura
produzida, entdo a concentracdo de gordura se raatgetro dos limites normais.

Dados da literatura (PEREIR# al., 1999; ZAFALON et al., 2007) indicam
uma tendéncia de queda na concentracdo de gordofarme os indices de CCS se
elevam. A média encontrada para G3 esta de acantboos dados encontrados por
Zafalon et al. (2007) que mencionaram diminuicdo na concentragéogardura
simultanea com ambos, danos no epitélio secretevwacdo da CCS. Entretanto, os
resultados obtidos no G3 sao diferentes dos remdtancontrados por Cunktal.
(2008) que constataram aumento na porcentagemrdargeem amostras de leite com
CCS superior a 3.000.000 cél/mL (3,61%), em cong@aracom animais com CCS
inferior a 100.000 cél/mL (3,46%). Esses autorgmaim que a elevacdo nos indices de
gordura foi ocasionada pela reducdo na producéateite consequente a danos nas
células secretoras.

O valor médio de proteinas do leite do G1 (3,0480}¥ignificativamente menor
(p< 0,005) que nos demais grupos analisados (B2%38¢ G3: 3,45%) (Figura 2). Isso
pode ser justificado pelo aumento de proteina decty da presenca de células
somaticas, como descrito por Gét al. (1990). Pereira et al. (1999) encontraram
diferencas significativas nas concentracfes dejpras em amostras de leite com e sem
mastite. O mesmo autor atribuiu essa elevacdo aar mporte de proteina plasmatica

para a glandula maméaria, com o objetivo de comhlmf@mocesso inflamatoério. Urech
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(1998) encontrou resultados semelhantes para aipaotio leite de vacas com mastite
subclinica, em decorréncia do fornecimento de pragedo sangue para a glandula
mamaria. Descreve ainda uma queda na propor¢ca@s#dna em consequéncia dos
danos causados por patdogenos ao tecido secretgltaddula. Munroet al. (1984)
atribuem a queda na producao de caseina duramte d@asnastite a reducdo na sintese e
ao aumento da degradacdo em virtude da elevacaatiddade das proteinases
bacterianas e dos leucaocitos.

Cunhaet al. (2008) mostraram que animais com CCS superior080300
cel/mL apresentaram, além do aumento no percedéugbrdura, um aumento de 6,2%
na porcentagem de proteinas no leite (3,26%) enpamgdo com animais com CCS
inferior a 100.000 cél/mL (3,07%). Em contraparti@arket al. (2007) encontraram
um decréscimo nos niveis de proteina no leite ¢aas com CCS acima de 351 x°10
cél/mL, atribuida ao aumento da permeabilidade pitél® mamario associada ao
inicio da inflamacéo.

Os valores referentes aos solidos totais ndo nmastrediferenca entre os grupos
G1(12,11%) e G2 ( 12,10%), com médias dentro dawes de referéncia de 12 a 14%,
conforme Noro & Gonzalez (2001). Os resultados & (G1,30%) mostram uma
concentracdo meédia significativamente inferior (P£005) aos demais grupos. O
reduzido nivel de sdlidos totais nesse grupo paedscorrente de varias causas.
Gomeset al. (2006) atribuiram queda de solidos totais devid@iaa concentracdo de
gordura no leite em vacas com mastite, enquantcCqugpo<st al. (2006) relacionam a
diminuicdo de sdlidos totais a producao de lactBsse argumento também é utilizado
por Buenoet al. (2005) que citam que a queda na concentracdo ldsdotais é
consequéncia da diminuicdo nos niveis de proteithactese do leite. No presente
estudo, pode-se atribuir a queda dos niveis déosolotais no G3 (vacas com mastite) a
reducao tanto da lactose, quanto da gordura dg [@bvavelmente como conseqiéncia
de danos teciduais causados por patbgenos na Handmaria.

5.2 Perfil protéico das amostras

As médias das proteinas plasmaticas totais (PPJ)apéesentaram diferenca

estatistica significativa (Tabela 5) entre os méspos analisados. Os resultados se
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encontram dentro dos valores de referéncia (50 g/I85relatados por Kaneko et al.
1997).

Tabela 5: Média e desvio-padrdo dos niveis de im®dt@lasmética total (PPT)
fibrinogénio e haptoglobina (Hp) de vacas da ragdahtlesa conforme a

CCS.
PPT Fibrinogénio Haptoglobina
Grupo (g/L) (g/L) (g/L)
Média DP Média DP Média DP
Gl 83,7 6,9 5,16 2,35 0,4% 0,25
G2 82,6 6,6 5,48 2,43 0,4% 0,45
G3 85,9 7.7 6,50 2,72 0,76 0,61

Letras diferentes indicam médias que diferem esitne teste de Tukey a 5%. DP= desvio padréo.

Com relagdo ao fibrinogénio (Tabela 5), foi vesafia diferenca estatistica
significativa entre as médias dos grupos. Em bavyindibrinogénio pode ser utilizado
como indicador de uma resposta inflamatéria ativ@RESet al., 2008). Considerado
uma proteina de fase aguda, o fibrinogénio € #&at no figado, sua concentracao
aumenta em casos de processos inflamatérios detesrde causas diversas e pode
permanecer elevado por alguns dias (THOMAS, 2080)édia de fibrinogénio no G3
foi significativamente maior quando comparada co@lo(p< 0,005), o que se justifica
pela presenca da mastite clinica. Entretanto, aBasiée fibrinogénio dos trés grupos
estiveram dentro dos niveis referenciais para losv(B a 7 g/L) preconizados por Jain
(1993) e Kanekaet al. (1997). Tabriziet al. (2008) constataram uma elevagdo nos
niveis de fibrinogénio no plasma de vacas com meastibclinica e clinica, quando
comparadas com animais sadios, o que demonstraaspasta do organismo aos danos
causados pelas bactérias no ubere.

Algumas proteinas bacterianas se ligam ao fibriniogglasmatico e convertem
o fibrinogénio em fibrina. Por outro lado, a coagd livre ativa a trombina plasmatica
e também converte o fibrinogénio em fibrina (GOME®)8). Por esse motivo, o valor
de fibrinogénio em vacas com mastite clinica poelenanecer dentro dos valores de
referéncia. O fibrinogénio ndo apresentou senddille para a deteccdo de mastite
subclinica, mas houve elevacdo dos valores em @niooen mastite clinica. Além
disso, o fibrinogénio apresentou uma correlacae, lperém significativa (r= 0,270, P<
0,001) com a CCS.
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O principal objetivo desse estudo foi verificar ss@ciacdo da haptoglobina
como marcador para deteccdo da mastite subclimozseas com CCS caracteristico da
enfermidade nessa forma de apresentacdo. Segurd@@®), a haptoglobina é uma
proteina de fase aguda presente no sangue dosoboyue, em animais sadios tem
niveis inferiores a 0,05 g/L. Gronluetal. (2005) citam que a producéo de proteinas de
fase aguda ocorre em consequéncia de uma resguosta, ajuando o animal apresenta
inflamacdes, infec¢des, traumas ou estresses. @ papresposta de fase aguda € o
isolamento e neutralizacédo de patdgenos causademrasnos teciduais, com o intuito de
manter a integridade tecidual e o funcionamentoligico normal (KUSHNER, 1982)

e a minimizacdo das perdas na producdo da glamdamadria em consequéncia das
lesBes no epitélio glandular. Apés uma injuriadeal, ocorre a migracao de células de
defesa para o Ubere ou tecido lesado atraidas peldatos bacterianos, estimulando a
liberacdo de citocinas (IL-1, IL-6 e FNi)-que atuam diretamente no tecido hepético,
onde estimulam a secrecdo de proteinas de fasa &glEARD, 1998; GRUYSt al.,
2005). Ohtsukat al. (2001) observaram um aumento nos niveis de citecinds dias
antes do aumento na concentracdo de Hp em anioraisnastite clinica.

Os resultados obtidos em relacdo a Hp mostraramoggespo G3 (0,7 g/L)
apresentou média significativamente superior (5)0¢n relacdo aos demais grupos
(Figura 3).

Figura 3: Média Haptoglobina no plasma de vacasada Holandesa sadias (G1), com

mastite subclinica (G2) e com mastite clinica (G3).
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Este resultado € semelhante ao encontrado por datketral. (2001), os quais
observaram uma média de Hp de 0,47 g/L em aninwens roastite moderada e CCS
média de 6400 x£0mL e Hp de 0,74 g/L em vacas com mastite cli(@@S de 8.700
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x10® /mL). Esses autores relataram que vacas coniwaleQCS média de 560 xL0nL
apresentaram valores de Hp apenas detectaveis {0002 g/L). Outros autores
também encontraram valores elevados de Hp no serwadas com mastite em
comparacdao com animais sadios (CHO, 2002; NIEL®EM., 2004). Suojaleet al.
(2008) observaram elevacgéo dos niveis de Hp 24lapas a inducgéo intra-maméria de
infecgcdo com bactérias do génétocoli, com pico atingido entre 60 a 68 horas apos a
inoculacéo e declinio por volta do 6° dia.

Contrariando os resultados encontrados por ouBrederseret al., (2003) ndo
encontraram aumento na concentracao de Hp em anama mastite induzida 4 horas
apos a inoculacdo do agente. Esses achados cantedtdo de que a resposta de fase
aguda inicia algumas horas apoés a lesdo. Nao sareada diferenca significativa entre
0s grupos 1 (vacas sadias) e 2 (vacas com mastitdirsca). As médias de Hp nesses
grupos se situaram acima do valor de referéncia pawinos sadios. Kovaet al.
(2007) nao observou diferenca significativa engsecancentragdes de Hp no soro de
animais com mastite subclinica e vacas sadias. diarsee Hp elevada no grupo de
vacas sadias com CCS abaixo de 600.000 cel/mL pedatribuida a presenca de
outras enfermidades ndo detectadas a inspecdo, genatipalmente doencas no
aparelho reprodutivo. De acordo com Humlaeal. (2006), danos no Gtero, vagina e
vulva podem ser mais severos durante o primeirtopam comparacdo com vacas
multiparas, o que demonstra uma resposta menosanpara vacas a partir da segunda
lactacdo. Os autores observaram aumento de Hp eas \ymimiparas entre 15 e 16
semanas apos o parto.

Além desses achados, a presenca de infec¢cdesastesirbclinicas pode ter
contribuido para o aumento da média de Hp nas \dir&kl. A presenca desse tipo de
lesédo no trato reprodutivo pode dificultar a dicdio de uma resposta de fase aguda
fisiol6gica ocasionada pelo parto para uma respiesfase aguda desencadeada por um
processo inflamatério. Os valores de Hp signifiGatiente elevados em animais com
mastite (G3) podem indicar severidade da doencafomoe comprovado por
Horadagodeaet al. (1999), Eckersalkt al. (2001) e Chg2002), mas nao foi possivel
aplica-los seguramente para diferenciar animaisiégais daqueles com mastite
subclinica, dentro das condi¢fes deste trabalho.

Andlises ndo paramétricas revelaram que ha umalagéio significativa entre
CCS e Hp (r= 0,357, P< 0,001). Esses dados denaomsjue ha uma associacao entre a

CCS e Hp, o que permite afirmar que o nivel de @O&e ser determinante para o
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aumento na concentracdo de Hp no sangue, especialmes animais que apresentam
elevada CCS.

5.3 Perfil hematoldgico das amostras

N&o foram observadas diferencas significativaseeatr médias de leucécitos
totais das vacas analisadas. No entanto, na adalidéerencial das células se percebeu
que apenas as meédias de mondcitos (Tabela 6) afaesa diferenca estatistica
significativa (p< 0,005) entre os grupos. As vagdasGrupo 2 apresentaram média de
monaocitos superior que as do G1 e G3. Todas asasédtavam dentro dos parametros
de referéncia para a espécie no que se relacioranécitos (25 — 840/uL) (KRAMER,
2000).

Tabela 6: Média e desvio-padréao dos niveis do himritd, leucdcitos totais, mondcitos
e basofilos de vacas da raca Holandesa confornt&sa C
Hematocrito Leucécitos Mondcitos Basofilos
Grupo N (%) (fuL) (/uL) (/uL)
Média DP Média DP Média DP Média DP

Gl 50 30,6 325 89333 4627,3 24634 2217 2342 2216
G2 50 29,8° 3,38 902398 55575 5318 6157 463,7 780,1
G3 50 28,2 303 76313 52152 271% 2361 3500 6718

Letras diferentes indicam médias que diferem esitne teste de Tukey a 5%. DP= desvio padrdo

A elevacao dos niveis de mondcitos pode ser caysadafeccdes crbnicas ou
inflamacdes, leucemias e doengas granulomatosassie monocitopenia, por outro
lado, podem ser causados por infec¢bes agudamagoes (JAIN, 1993). De acordo
com Nickerson & Heald (1982), a elevacao no nanderanondcitos na circulagéo pode
ser indicativo de uma sequéncia de eventos, ond@didr producdo de células em
decorréncia do inicio de um processo inflamatdpiederseret al. (2004) observaram
um decréscimo nos niveis sanguineos de mondcitasuedfilos 5 horas apos a
inoculagéo intra-mamaria @& uberis, o qual voltou ao normal 4 horas apoés a analise.

Embora os basofilos ndo tenham apresentado dierest@tistica significativa

entre 0s grupos, constatou-se elevacdo nas méniasomparacdo aos valores de
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referéncia para bovinos (Tabela 6). Na analise etadtdcrito, pode—se observar um
valor significativamente menor (p< 0,05) no G3 emmparagdo com 0s grupos G1 e
G2 (Tabela 6). Todos os grupos tiveram a médi&raeios valores de referéncia para
bovinos (24 a 46%), de acordo com Radostits (2000).



6. CONCLUSOES

A condi¢cdo sanitaria da glandula mamaéria foi deigaumte para a redugdo das
concentragces de componentes do leite, sobretigleatcas com maior indice de CCS.
Essas alteragcbes causam perdas significativas iaspecte para o produtor e a
induUstria leiteira. As vacas com mastite clinicastremam marcante diminuicdo dos
componentes do leite, especialmente lactose, sulgegue as lesbes causadas no tecido
secretor influenciaram negativamente a qualidaderdduto final.

Houve forte associacéo entre a quantidade de mctép valor da CCS no leite,

0 que sugere que ha aumento proporcional entreassvariaveis.

O leucograma néo foi sensivel para a deteccaoagtitensubclinica. Apenas os
monaocitos estavam alterados, 0 que é esperadadaio de processos inflamatorios.

Houve correlacdo significativa entre os niveisfidenogénio e a CCS, porém
sem apresentar sensibilidade para identificar uoralicdo caracteristica de mastite
subclinica.

Os resultados sugerem que, assim como o fibrinegértHp néo foi marcador
sensivel para deteccdo de mastite subclinica, quasanédias das vacas desse grupo
forem semelhantes as dos animais sadios. No entanBCS e a Hp apresentaram
correlacdo significativa, possivelmente devido avafla concentracdo de Hp em
animais com sinais clinicos de mastite.

No presente estudo ndo pode ser comprovado o \dikgndstico da
haptoglobina nos casos de mastite subclinica, donée constatou valor na avaliacao

da severidade de casos de mastite clinica.
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ANEXOS

CCS

Tukey HSD
Subset for alpha = .05

V1 N 1 2 3
1 50 130,42
2 50 1073,64
3 50 4349,90
Sig. 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are déesplay
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 50,000.

CBT

Tukey HSD

Subset for alpha = .05
V1 N 1 2 3
1 50 90,44
2 50 1077,48
3 50 5782,72
Sig. 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are déesplay
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 50,000.

Correlations

CCs CBT
CCSs Pearson Correlation 1 ,852*4
Sig. (2-tailed) ,000
N 150 150
CBT Pearson Correlation ,852*4 1
Sig. (2-tailed) ,000
N 150 150

**_Correlation is significant at the 0.01 level
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Hematdcrito

Tukey HSD

Subset for alpha = .05
Vi N 1 2
3 50 28,28
2 50 29,80 29,80
1 50 30,60
Sig. ,052 432

Means for groups in homogeneous subsets are deplay
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 50,000

PPT
Tukey HSD
Subset for
alpha =
.05
V1 N 1
2 50 8,262
1 50 8,372
3 50 8,598
Sig. ,051

Means for groups in homogeneous subsets are déesplay
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 50,000.

Fibrinogénio

Tukey HSD

Subset for alpha = .05
Vi N 1 2
1 50 516,00
2 50 548,00 548,00
3 50 650,00
Sig. ,800 ,108

Means for groups in homogeneous subsets are déesplay
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 50,000.
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Correlations

CCs Fibri
CCs Pearson Correlation 1 ,270*
Sig. (2-tailed) ,001
N 150 150
Fibri Pearson Correlation ,270* 1
Sig. (2-tailed) ,001
N 150 150

**_Correlation is significant at the 0.01 level

Leucograma
Tukey HSD
Subset for
alpha =
.05
V1 N 1
3 50 7631,92
1 50 8933,45
2 50 9023,90
Sig. ,369

Means for groups in homogeneous subsets are déesplay
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 50,000.

Linfocitos Totais

Tukey HSD

Subset for

alpha =
.05

V1 N 1
3 50 7368,36
2 50 8834,38
1 50| 10558,84
Sig. ,100

Means for groups in homogeneous subsets are déesplay
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 50,000.
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Segmentados

Tukey HSD

Subset for

alpha =
.05

Val N 1
3 50 2988,20
2 50 3570,90
1 50 3702,12
Sig. ,008

Means for groups in homogeneous subsets are déesplay
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 50,000.

Eosindfilos

Tukey HSD

Subset for

alpha =
V1 N .05
1

3 50 518,75
1 50 534,55
2 50 788,52
Sig. 410

Means for groups in homogeneous subsets are déesplay
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 46,588.
b The group sizes are unequal. The harmonic mktre group sizes is used. Type | error levelsnarte

guaranteed.

Basofilos
Tukey HSD

Subset for
alpha =
Vi N 05
1

1 50 234,25
3 50 350,00
2 50 463,71
Sig. ,837

Means for groups in homogeneous subsets are déesplay
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,362.
b The group sizes are unequal. The harmonic mktre @roup sizes is used. Type | error levelsnarte
guaranteed.



Means for groups in homogeneous subsets are déesplay
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 50,000.

Linfécitos

Tukey HSD

Subset for

alpha =
.05

V1 N 1
3 50 3742,72
2 50 4250,10
1 50 4832,82
Sig. ,315

Mondcitos
Tukey HSD
V1 N Subset for alpha = .05
1 2

1 50 246,44

3 50 271,78

2 50 531,44
Sig. ,960 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are déesplay
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 37,946.
b The group sizes are unequal. The harmonic mktre @roup sizes is used. Type | error levelsnarte

guaranteed.

CCS
Tukey HSIZ?’b

Subset for alpha = .05

Vi N 1 2 3
1 32 129,69
2 40 1056,60
3 34 4663,44
Sig. 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 35,021.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean

of the group sizes is used. Type | error levels are
not guaranteed.
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Hp
Tukey HSD
Subset for alpha = .05
Vi N 1 2
40 ,41880
1 32 41941
3 34 , 73738
Sig. 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 35,021.
b The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type | error levels are not
guaranteed.

Correlations

CCs Hp
CCS  Pearson Correlation 1 ,357*4
Sig. (2-tailed) ,000
N 106 106
Hp Pearson Correlation , 3574 1
Sig. (2-tailed) ,000
N 106 106

**_Correlation is significant at the 0.01 level
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