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ESTUDO DA ACAO IMUNO-ESTIMULANTE DO LEVAMISOLE NO
CONTROLE DA MASTITE BOVINA(!)

WILSON DE OLIVEIRA VIANNA®, DELCACIO JOAQUIM DA SILVA®, WANDER RAMOS RIBEIRO®,
JOAO BATISTA PEREIRA DE CARVALHO®, LUIZ BENITO GAMBINI®, PEDRO BIONDI® ¢ EVALDO
FISCHER FERRAZ®

RESUMO: Procurou-se verificar os efeitos de imunizagoes contra a mastite bovina e suas ’
consequéncias na produgio leiteira, qualitativa ¢ quantitativamente. Foram utilizadas 28
vacas do tipo "Mantiqueira", entre a 3* ¢ 10" lactacdo, do rebanho da Estacdo Experimental
de Zootecnia de Pindamonhangaba-SP, produtoras de leite do tipo "B", durante uma
lactagio. Foram organizados 4 tratamentos com animais negativos ao "California Mastitis
Test" (CMT), a partir do 21° dia apés o parto. Os tratamentos foram A: controle (sem
aplicactes de levamisole e vacina); B: aplicagdes de levamisole, C: aplicacdes de vacina e D:
aplicagdes de levamisole + vacina. As vacas receberam as aplicagoes dos produtos no 21°, 35°,
49° e 180° dia. Foram analisadas amostras de leite e sangue usando-se as seguintes provas:
CMT (California Mastitis Test), redutase, pH, leucometria, dosagens de imunoglobulinas,
proteinas totais, albumina, isolamento e identificacio de microorganismos. Nio houve
diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos.

Termos para indexacdo: vacina, levamisole, imunoglobulinas, imunizagio, soro, mastite,
leite.

Use of Levamisole in the control of bovine mastitis

SUMMARY: This research was held to verify the immunization effects against bovine mastitis
and its consequence on the milk production. It was used 28 Mantiqueira type cows, from the
Estagdo Experimental de Zootecnia de Pindamonhangaba-SP, during one lactation period. The
cows were submited to "California Mastitis Test" (CMT) at the 2% day post parturition and were
distributed in 4 treatmens: A: control (no levamisole and vaccine application); b: Levamisole
application; C: vaccine application (pool pyogenic bacterial ceI?a) and D: vaccine + Levamisole

application. The cows received these treatments at the 2 1™ 350 49" and 180 days. Blood and
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131



B.Indistr. anim:, Nova Odessa, SP, §1(2):131-7, jul./dez. 1994

ESTUDO DA AGAO IMUNO-ESTIMULANTE...

milk samples were submited to the following tests: CMT, pH, white blood cells counting, dosage
of immunoglobulins, total protein, albumin and isolation and identification of microoganisms. The
statistical analysis showed no significant differences between treatmens for all the variables

measured.

Index terms: vaccines, Levamisole, immunoglobulins, immunization, serum, mastitis, milk.

INTRODUCAOQ

Em todo o mundo a mastite continua ser uma das
mais custosas doengas tanto para a pecudria como para a
indistria leiteira.

Segundo BLOSSER (1979} as perdas anuais nos
U.S.A. chegaram a US$ 1,3 x 10°; sendo que 69% deste
prejuizo veio da reducgfo da produgao como resultado da
mastite sub-clinica, correspondendo a um prejuizo de US$
81,32 por vaca leiteira.

As perdas globais com as mastites, incluinde-se

despesas de tratamentos, servigos veterindrios, animais
perdidos por descarte precoce, bem como o leite ndo
aproveitado, podem chegar a 70% da produggo (BLOOD
et al. 1983).

WILSON (1961), na Inglaterra, concluiu que as
perdas pelas mastites sub-clinicas devidas ao
Staphylococus aureus chegavam a 3 vezes mais que
aquelas oriundas das mastites clinicas, enquanto
FERREIRO et al. (1979) estimaram redugtes médias de
43% na produgdo de vacas mesticas zebuinas.

Segundo DODD (1983), ndo € possivel controlar as
infecgbes mamadrias para todos os tipos de organismos
patogénicos com uma simples técnica de controle, ja que
varios fatores entram em jogo, tais como: manejo sanitdrio,
controle correto de ordenhadeiras mecdnicas, medidas
higiénicas ¢ terapéuticas, sendo, na pratica, dificil de
adequar todos estes fatores.

Numerosos trabalhos estrangeiros confirmam os
beneficios das imunizages (vacinagbes) como grande
auxiliar no controle da mastite bovina, pelo aumento dos
mecanismos imunologicos de defesa orgénica, tanto
humerais como celulares (SMITH, 1983; TARGOWSKI,
1983). Sdo escassos, em nosso meio, estudos nesse
sentido. TARGOWSKI (1983) estabelece em discusséo
detalhada, os futuros imunolégicos, tanto humorais como
celulares que poderiam prevenir as infecgdes
intramamarias afirmando que a resisténcia tissular poderia
ser aumenada pelas imunizagles adequadas. Insiste,
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também, que tal resisténcia tissular ndo poderia ser
substituida por agentes terapéuticos como os antibidticos
e anti-inflamatorios e nem mesmo pelas mais rigorosas
medidas de higiene.

Os trabalhos pioneiros de RENOUX & RENQUX
(1973, 1974), evidenciaram a agdo imunomoduladora do
levamisole, droga usada como anti-helmintica, que
demonstrou efeito imuno-estimulante inespecifico,
quando usada em conjunto com a vacinacdo contra a
Brucella abortus em ratos, conseguindo um alto grau de
proteciio ao desafio.

Estd bem estabelecida a agdio farmacolégica do
levamisole que atuaria pelo seu radical imidazélico,
provocando um aumento nas quimiotaxia e fagocitose,
tanto de leucdcitos como dos macrdfagos, intensificando
a reagdo dos linfocitos. Além disso, na 4rea de Medicina
Humana, estd bem demonstrada a agdo anti-artritica e
anti-cancerigena deste firmaco (BELLANTI, 1981).

Na 4rea médico-veterindria SIQUEIRA (1987),
constatou os efeitos benéficos do levamisole no tratamento
de dermatomicoses em bovinos,

Por seu valor nutricional, o leite representa grande
fator de economia popular, em nosso meio, mormente
quanto a alimentagdo infantil em todas as escalas sociais.
Assim sendo, nossas observagGes, no presente estudo,
visaram fornecem subsidios que permitam, a curto prazo
¢ em nossas condigdes de campo, diminuir os prejuizos
provocados pelas mastites quanto a quebra da produgdo
como conseqiiéncia das lesGes e alteragdes no tecido
glandular (atrofias, fibrosamentos, etc.), bem como
diminuir os gastos com tratamentos comprovadamente
inlteis, ¢ muitas vezes ndo justificados, a base de
antibidticos ¢ anti-inflamatérios diversos, que chegam
mesmo a dificultar as reagGes celulares locais, conforme
comunicado recente por NICKERSON et al. (1986).

Procurou-se, assim, avaliar o efeito das inoculagdes
de imundgenos no aumento das imunoglobulinas do leite
e do soro sangiiineo de vacas leiteiras, € o conseqiiente
conirole da masfite, sem a utilizacio de antibioticos e
anti-inflamatérios.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na Estagio Experimental de
Zootecnia de Pindamonhangaba, do Instituto de
Zootecnia, Estado de Sdo Paulo, no periodo de dezembro
de 1989 a dezembro de 1990.

Foram utilizadas 28 vacas leiteiras do tipo
Mantiqueira, num esquema de blocos ao acaso, com 4
tratamentos ¢ 7 repeti¢Ges: tratamento A: controle (sem
aplica¢bes de levamisole e vacina); B: aplicacdes de
levamisole (cloridrato de levamisole - 2, 3, 5, 6
tetrahidro-6-fenil imidazol (2-1-6) monchidro-cloreto de
tiazol); C: aplicagBes de vacina (vacina anti-piogénica) e
D: aplicages de vacina + levamisole.

Os tratamentos foram distribuidos segundo a

seqiiéncia de parigBes préviamente sorteada (quadrol),
usando vacas entre a 3% e 107 lactagdes.

Quadro 1. Sequéncia de parigdes.

Blocos Tratamentos
A B C D

I 1 (7y* 3*(5) 2 (7) 4 (7)
I 7(3) 6" (3) 8'(3) 55
m 10" (4) 12°(3) o' (4) 11*(6)
v 16* (4) 13* (4) 15 (6) 14° (6)
v 17 (5) 19°(5) 18°(7) 20° (7)
VI 23" (6) 22" (6) 24 (8) 21*(9)
Vil 26° (6) 28 (9 25*(6) 27 (9

{*) Os niimeros entre parénteses referem-se 4 ordem de lactagdo.

Os animais experimentais permaneceram sob as
mesmas condigdes de manejo e alimentacdo, em regime
semi-estabulado, com controle zootécnico completo,
sendo ordenhadas mecanicamente duas vezes ao dia, sem
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Todos os bovinos tiveram assisténcia técnica
veterindria permanente, recebendo vermifugo a base de
Parbendazol, para ndo interferir nos efeitos dos
tratamentos.

Amostragem: diariamente, no inicio de cada

ordenha, era procedida a prova de mastite clinica com

caneco de fundo preto. Semanalmente era efetuada a prova
CMT; ap6s a prova, eram coletadas, em vidros
esterelizados e com as precaugdes higi€énicas, amostras dos
leites de cada quarto, em duplicata, para anilises
bioquimicas e microbioldgicas. Tais amostras eram
colocadas em caixas de isopor, imediatamente refrigeradas
¢ encaminhadas aos laboratorios dentro de 24 horas.

O leite conjunto do estdbulo era submetido,
periodicamente, ao teste de redutase do azul do metileno,
para determinar suas condiges higiéncias e grau de

contaminagio.

Apods a ordenha os animais experimentais eram
submetidos a minucioso exame clinico, quando se
procuravam sinais de inflamagdo nas glindulas ¢ ginglios
Tetro-mamarios, por palpagfio e inspegfio, alteraces nos
meatos galactéforos externos, na forma e consisténcia do
ubere, bem como apresenga de fibrosamentos, fistulas, etc.

S6 foram incluidos, nos tratamentos, animais
negativos ao teste de CMT aos 21 dias apos o parto € com
uberes clinicamente sadios. '

Foram coletadas, no transcorrer do experimento, o
nimero de amostras, com 0§ exames respectivos
mostrados no quadro 2,

O estudo acompanhou uma lactagdo inteira, que foi
dividida em ti€s periodos, para efeito de coleta de dados,
sendo que a unidade experimental considerada foi o ubere.,
Foi coletado e analisado individualmente o leite de cada
quarto mamario, Tirando-se a média para se ter dados da

a presenga do bezerro. unidade experimental, o tibere.

Quadro 2. Amostras coletadas e exames laboratoriais.

Tratamentos Sangue Amostras ﬂ;te Exames de Campo pH Exames de Laborat6rio

Colostro CMT Redutasse Biog. Hemo Micro

A 40 40 160 160 160 160 150 40 25
B 40 40 160 160 160 160 150 40 25
C 40 40 160 160 160 160 150 40 30
D 40 40 160 160 160 160 150 40 60
Totais 160 160 640 640 640 640 600 160 140
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As coletas de amostras para analises laboratoriais
bem como as aplicagfes dos produtos dos tratamentos B,
C e D, seguiram o seguinte esquema:

1) Dia do parto - Coleta de sangue e colostro;

2) 21 dias pds-parto, apés CMT negativo - coleta de
sangue ¢ leite. Aplicagdo dos produtos.

3) 35 dias pds-parto - coleta de sangue ¢ leile.
Aplicagfo dos produtos.

4) 49 dias pos-parto - coleta de sangue e
leite. Aplicagdo dos produtos.

5) 182 dias pos-parto - coleta de sangue ¢ leite.
Aplicagfo dos produtos.

6) 301 dias pos-parto - Coleta de sangue ¢ leite.

Analises laboratoriais:

1) Dosagens de imunoglobulinas, tanto do soro
sanguineo como do leite dos animais dos 4 tratamentos
experimentais, seguiram a técnica recomendada por
McEWAN etal. (1970). Nas dosagens das diversas fragdes
antigénicas utilizou-se a técnica da precipitagio fracionada
pelo sulfato de aménio.

As leituras turbidimétricas foram efetuadas em
espectro-fotometro digital marca Micronal, modelo
B34211.

2) Hematologia: foram utilizadas analises
complementares hematoldgicas nos animais
experimentais, com determinagdo das contagens de
leucdcitos, (Aparelho Cell-crit mod. 920-A15 ROYCQO).

3) Exames microbiolégicos: As amostras de leite,
com resultados de CMT positivas, foram submetidas a
lacto-cultura, para determinagdo de sua flora patologica,
nos laboratorios do Instituto Bioldgico - S3o Paulo, para
onde eram encaminhadas sob refrigeragio, procedendo-se
4 bacterioscopia prévia, pela coloragdo do Gram, etc.,
seguindo técnicas padronizadas (BAKER, 1970).

4) Analises bioquimicas: foram realizadas no soro
sanguineo ¢ leite para dosagens de proteinas totais e

¥ Informagdo Pessoal.
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albumina em todos os animais experimentais. MEDWAY
et al. 1973).

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Producgédo Leiteira

O quadro 3 mostra os dados de produgdo leiteira,
segundo os tratamentos, nos diversos periodos em que foi
dividida a lactacdo estudada,

Quadro 3. Produgio leiteira durante o experimento em fungio dos
tratamentos e periedos de lactagio.

Pen’&doa de lactagio

Tratamentos Meédias

18 z 3?
ke
A 3.208,6 6.343.0 8.116,3 5.889,30
B 4.261,0 7.057.8 8.072,7 6.463,83
C 3.318,2 6,221,1 7.319,6 5.619,63
D 3.354,8 6.900,1 8.316,8 6.190,56
Médias 3.535,65 6.630,50 7.956,35 6.040,83
Tral: F=ns

s(média)=+250,8 kg

Observa-se que nfo houve diferencas significativas
entre os tratamentos, com um coeficiente de variagiio de
29,1%.

2. Exames clinicos, provas de redutase, leitu-
ras de pH, exames microbioldgicos e california
mastitis test.

Nenhum animal experimental apresentou mastite
clinica duranie o periodo observado. Os testes de redutase
do azul de metileno dos leites de quartos individuais
apresentaram sempre tempo de descoramento acima de 5
horas, satisfazendo, portanio, o padrio parao leite tlpo A"
(MINISTERIO DA AGRICULTURA, SIPA, 1984)". As
leituras de pH desses mesmos leites, realizadas com pH
metro de bolso Corning modelo PS-15, indicaram sempre
faixa de normalidade fisiologica (pH entre 6,5 a 6,7)
durante todo o perfodo do experimento’

Os exames microbiologicos, repetidos em todos os
casos de reagles positivas ao CMT, ndo detectaram
ocorréncia de organismos patogénicos, 0 que vem
confirmar os achados de CUNHA et al. (19883, 1988b),
que, analisando exaustivamente 140 amostras de leite de
granja tipo "B", encontrou animais com uberes sadios
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fortemente positivos a0 CMT (grau 3) € que podiam ser
diferenciados das reagdes com mastite pela qualificagio
dos tipos celulares predominantes, distinguindo, de forma
evidente, a glandula sadia da enferma.

Analisando as reagdes dos testes de CMT nos
diversos tratamentos, pelos quadrados minimos,
concluiu-se que a intensidade das mesmas sofreu aumento
linear em relacdo aos periodos da lactagdo, conforme
demonstra a equagdo de regressdo Y =0,1223 +0,1057X,
onde X=més e Y= CMT.

Tais achados concordam com os comunicados de
DOHOO e MEEK (1982) e CUNHA et al. (1988a), entre
outros. Entretanto nfo foram significativas as diferencas
enconiradas entre os diversos tratamenfos.

3. Leocometria

No quadro 4 sdo mostradas as contagens de
leucocitos durante o periodo experimental. Ndo foram
significativas as diferengas entre os tratamentos,
verificando assim que as inoculades de vacina e levamisole
ndo provocaram resposta imunitaria evidente nos animais.

Quadro 4. Porcentagens de proteinas totais, albumina, globulinas e
constagens de leucécitos no sangue.

Tratamentos  Proteinas Albumina  Globulinas  Leucéeitos
totais -
g%
A 9,2 4.4 4,7 9.204
B 9,1 4.4 4,6 7.793
C 8,1 4,0 4,3 8.511
D 9.3 4.8 4.5 7.668
F 13,3% 1.5, 1.s. n.s.
s(média) 0,2 0,2 0,3 920
SN, 4,4% 10,2% 12.1% 24.,2%

4. Proteinas totais, albumina e globulinas séri-
cas e lacticas.

Nos quadros 4 ¢ 5 sdo apresentadas as médias das
dosagens de proteinas totais, albumina e globulinas no
sangue ¢ leite. '

Quadro 5. Porcentagens de proteinas totais, albumina e globulinas

no leite.
Tratamentos Proteina totais Albumina Globulinas
— g%

A 9.9 3.0 6,9

B 9.8 2.6 T2

C 87 24 6.2

D 10,0 3,1 6.9 -
F ns. LS. ns.
s(média) 0,7 0,3 0,6

C.V. 16,1% 23,8% 20,1%
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Nio foram significativas as diferengas entre os
tramentos para as dosagens de albumina no sangue e
proteinas totais e albumina no leite. Os coeficientes de
variagdo foram 10,2%, 16,1% e 23,8% para albumina
(sangue), proteina e albumina (leite) respectivamente.

As dosagens de proteinas totais do sangue foram
significativamente diferentes do tratamento "C" para os
demais, apresentando aquele o menor teor. O coeficiente

de variagfo foi igual a 4,4%.

A curva apresentada na figura 1 mostra 0 aumento
da lencometria em relagdio aos sucessivos periodos da
lactagio.

n2/
B8.982

Y: 7,448215+0,3382146 %

8.8031
85624+
84454
8,265

80874

zsosq

7.7 T

T T T T
29

Periodos

Figura 1. Contagem de leucécitos em funcio dos periodos de lactagio.

As curvas apresentadas nas figuras 2 ¢ 3 indicam
aumento nas dosagens de globulinas séricas e lacticas
durante os periodos de lactagéo.

v=5,753661 - 2,562268% + 0,6964607X2

29
Periodos

39

Figura 2. Dosagens de globulinas séricas em fungdo dos periodos de
lactagiio.
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Y=7,703034 -1,92857X + 0,5217853X

20
Periodos

39

Figura 3. Dosagens das proteinas séricas em fungdo dos periodos de
; lactagdo.

Considerando-se os resultados dos exames clinicos

e sanitdrios que evidenciaram auséncia de mastite ou
infecgdes, o aumento, com o avango da lactagdo. na
- leucometria ¢ nas imunoglobulinas representa a reacdo
fisiolégica normal e imunologica refletindo-se nas reagdes
do CMT, que em lugar de serem consideradas patolégicas

poderiam ser interpretadas como benéficas ao organismo,

3

devido & infiltragdo do Ubere sadio por elementos
figurados do sangue e suas secregdes, cujo papel nos
mecanismos de defesa estd bem estabelecido, conforme
citagdes de TARGOWSKI (1983) e NICKERSON et al.
(1986).

As curvas apresentadas nas figuras 4 ¢ 5 indicam que
as dosagens de proteinas séricas e licticas tem tendéncia a
aumentar nos sucessivos periodos da lactagdo, devido,
principalmente a idade dos animais.

Y=8,815966 - 0,752949X + 0,2627685X2

29
Periodos

Figura 4. Dosagens da proteinas séricas em fun¢io dos peridos de
lactagiio.
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¥=9,318244 - 1,613856X + 0,5746428%2

28
Periodos

Figura 5. Dosagens das proteinas licticas em fungio dos perfodos de
lactacido. :

A curva apresentada na figura 6 mostra que as
dosagens de albumina sérica decresceram nos sucessivos
periodos da lactagdo. Isto, de acordo com BACIL A (1980),
esta ligado a sintetizagdo continua da lactose pelos
alvéolos mamdrios, a partir dos precursores sanguineos,

3,719+ Y=3,223035 + 1,60B754X - 0,3798245% 2
5ﬂvQQ T T L | 1 T
10 29 39
Periodos

Figura 6. Dosagem da albumina sérica em funcio dos periodos de
lactacio.
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A curva apresentada na figura 7 indica um
crescimento linear das dosagens de albumina lactica
durante os periodos da lactagfo.

9%
3,838

3,552+ ¥=1,350893 + 0,579X
3,267+
2,981+
2,696+

2,440

2,125+

"83‘9 L3 L] I Ll L L]
28 39
Periodos

Figura 7. Dosagens da albumina lictica em fungdo dos periodos de
lactagio. i

CONCLUSOES

1. A produgdo leiteira nio foi afetada pelos
tratamentos.

2. Os testes de CMT e Leucometria sofreram
aumento linear em relagfo aos periodos da lactagdo, porém
0s exames microbiologicos nio evidenciaram presenca da
mastite nas glandulas mamérias.

3. As dosagens de imunoglobulinas durante os
perpiodos de lactagdo foram crescentes.
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