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RESUMO

VALENTE, Jessica Damiana Marinho, Universidade Federal da Paraiba, fevereiro de 2014.
ESTUDO COMPARATIVO ENTRE OS METODOS CALIFORNIA MASTITIS TEST,
CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS E CULTIVO MICROBIOLOGICO PARA
O DIAGNOSTICO DA MASTITE CAPRINA. Orientador: Celso José Bruno de Oliveira.
Coorientador: Candice Maria C. Gomes de Leon.

A mastite representa um fator limitante para a producéo de leite e um problema em
rebanhos no mundo. Vérios métodos laboratoriais tém sido recomendados a fim de
diagnosticar a incidéncia de mastite nos rebanhos leiteiros, portanto, foi realizado um estudo
comparativo entre os métodos de diagndstico California Mastitis Test (CMT), contagem de
células somaticas (CCS) pelos métodos eletronico e microscopico e isolamento bacteriano,
para a espécie caprina. Um total de 306 amostras de leite de metades mamarias, coletadas em
trés momentos da fase lactacional (inicio, meio e fim), de 51 cabras lactentes foram
submetidas ao CMT), a CCS automatica (Somacount 300 Bentley Instruments®), a CCS
microscopica e ao cultivo bacteriolégico em &gar sangue. Apenas 4 (7,84%) animais
apresentaram sinais clinicos visiveis de mastite clinica e 114 (37,25%) das metades mamarias
apresentaram crescimento em &gar sangue. CMT e CCS apresentaram uma maior
especificidade que sensibilidade e, portanto, maior VPN que VPP. Os valores de k (kappa) do
cultivo microbiolégico apresentaram uma concordancia insignificante com o CMT e
concordancia media com CCS. Foi observada uma associacdo (p<0,05) entre os testes
avaliados com o padrdo ouro. Sugeriu-se contagens de CCS superiores a 1,0x10° células/mL
de leite como critério para a realizacéo de exames microbiolégicos. O CMT e a CCS sdo mais

eficientes em detectar glandulas mamarias negativas do que positivas para mastite.

PALAVRAS-CHAVE: mamite, caprinos, testes.



ABSTRACT

VALENTE, Jessica Damiana Marinho, Federal University of Paraiba, February 2014.
COMPARATIVE STUDY BETWEEN THE METHODS CALIFORNIA
MASTITIS TEST, SOMATIC CELL COUNT AND MICROBIOLOGICAL
GROWING FOR DIAGNOSIS OF MASTITIS IN GOATS. Advisor: Celso José
Bruno de Oliveira. Coadvisor: Candice Maria C. Gomes de Leon.

Mastitis is a limiting factor in milk production and a problem in livestock worldwide. Many
laboratory methods have been recommended in order to diagnose the incidence of mastitis in
dairy herds, therefore, was conducted a comparative study of the diagnostic methods
California Mastitis Test (CMT), somatic cell count (SCC) by electronic and microscopic
methods and bacterial isolation, for the goats. A total of 306 milk samples from mammary
quarters, collected in three moments of lactation stage (beginning, middle and end) of 51
infants goats were submitted to the California Mastitis Test (CMT), automatic somatic cell
count (SCC), microscopic SCC and bacterial culture on blood agar. Only 4 (7.84%) animals
showed visible clinical signs of clinical mastitis and 114 (37.25%) of half mammary gland
showed a growth on blood agar. CMT and SCC have greater specificity than sensitivity, thus
higher NPV than PPV. The values of k (kappa) of microbiological culture showed an
insignificant correlation with CMT and an average agreement with SSC. An association (p
<0.05) between tests evaluated with the gold standard was observed. SCC scores was
suggested above 1,0x10° cells / mL as a criterion for carrying out microbiological tests. The
CMT and SCC are more efficient in detecting negative mammary glands than positive

mammary glands for mastitis.

KEY WORDS: mastitis, goats, tests.
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1. INTRODUCAO

Os caprinos estdo distribuidos mundialmente, face a grande capacidade de adaptacédo
as diversas condi¢des climaticas, geogréficas e de manejo. Sendo assim, a caprinocultura é
uma atividade explorada em todos os continentes, com expressdao econdmica em alguns
paises, sobretudo nos Ultimos anos, quando vem apresentando crescimento em relacdo a
quantidade e a qualidade dos rebanhos. A populacdo de pequenos ruminantes é vista como
uma fonte sustentavel com excelente possibilidade de rentabilidade econ6mica e estabilidade
demografica, 0 que a torna de especial importancia para as regides aridas e semi-aridas, nas
quais as racas nativas sdo exploradas em regimes extensivos ou semi-extensivos (SANZ
SAMPELAYO et al., 2007).

Segundo Alves e Pinheiro (2003) apud Oliveira (2005), ¢ amplamente conhecido no
meio cientifico o valor nutricional do leite de cabra e sua importancia na alimentacdo das
populacdes, notadamente, das criancas e pessoas idosas. Recomendado pelos médicos e
nutricionistas para ser consumido por criangas alérgicas ao leite de vaca por possuir pequena
quantidade e estrutura diferente da proteina o-caseina, responsavel pela alergia ao leite de
vaca, ou ainda, como substituto do leite materno na falta deste.

Atualmente, a China é o pais com o maior rebanho caprino mundial, seguido de india,
Bangladesh e Paquistdo. Em 2010, o continente asiatico foi responsavel por 58,7% da
producdo mundial de leite de cabra, o que representou mais de nove milhdes de toneladas.
Nas Americas, esse valor ndo passou de 362 mil toneladas, sendo o Brasil responsavel por
apenas 0,9% da producdo mundial (FAO, 2012).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2012), o
efetivo do Brasil soma mais de 8,64 milhGes de cabecas de caprinos, representando um
decréscimo de cerca de 7,9% em relacdo ao efetivo de 2011. Destes, a regido Nordeste lidera
a producdo de caprinos com aproximadamente 7,84 milhdes de cabecas (90,68%), seguida
pelo Sul com 0,33 milhdes (3,86%), sudeste com 0,22 milhdes (2,55%), Norte com 0,14
milhdes (1,72%) e Centro-Oeste com 0,1 milhdes (1,18%). A Bahia € o estado brasileiro e
nordestino detentor do maior plantel caprino, seguido por Pernambuco, Piaui e Ceard. A
Paraiba ocupa o 5° lugar, com um efetivo de 473.184 de cabecas.

Os rebanhos de caprinos naturalizados e sem raca definida (SRD) constituem o maior
grupo populacional no Nordeste do Brasil, porém de baixa producdo de leite. Um melhor
desempenho destas cabras na producdo de leite depende do uso adequado de algumas técnicas

de manejo e alimentacdo, bem como da melhoria genética dos rebanhos (FIGUEIREDO,
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1988). Porém, a caprinocultura leiteira na regido Nordeste vem se desenvolvendo em modelos
alternativos que estimulam a geracdo de renda, a criacdo e o fortalecimento de microempresas
rurais, ligadas a programas de crédito, dentro de uma visdo macro do agronegocio (LIMA,
2000).

No Estado da Paraiba, existe o “Programa Leite da Paraiba”, apoiado pelo programa
do Governo Federal, “Fome Zero” atende a 223 municipios paraibanos, onde s3o beneficiadas
120 mil familias. O programa compra o leite dos pequenos produtores com producéo diaria de
10 a 50 litros/dia, onde cada produtor pode entregar na mini-usina até 20 litros de leite por
dia. O programa € executado pela Fundacdo de A¢do Comunitaria (FAC) sob a coordenacédo
da Secretaria de Estado do Desenvolvimento. Além de beneficiar as familias carentes, esse
programa também beneficia diretamente 0os pequenos produtores de leite do semi-arido
paraibano que tem a garantia da compra de sua producdo por um preco justo, o que contribui
também para a geracdo do emprego e renda no Estado visando & melhoria da qualidade de
vida da populagio (GOVERNO DA PARAIBA, 2008).

Os sistemas de criagdo predominantes sdo caracterizados por baixos indices
zootécnicos, em consequéncia da precaria nutricdo, dos problemas sanitarios, do manejo
ineficiente e do baixo potencial genético dos animais (QUADROS, 2008). Nesse sentido, a
mastite representa um fator limitante para a producédo de leite e um problema em rebanhos no
mundo (SILVA et al., 1996). A mastite € um processo inflamatério da glandula mamaria
usualmente causado por bactérias, sendo a doenca de maior impacto econémico na pecuéaria
leiteira mundial. Além disso, é a principal causa de descarte de animais, e a prevencao e o
tratamento desta enfermidade sdo responsaveis pela maior porcentagem do uso de
antimicrobianos em rebanhos leiteiros (RUEGG; REINEMANN, 2002; MAKOVEC;
RUEGG, 2003).

Véarios métodos laboratoriais tém sido recomendados, no sentido de diagnosticar a
incidéncia de mastite, principalmente subclinica, nos rebanhos leiteiros. Dentre elas, pode-se
citar a coadura do leite (caneca telada ou de fundo preto), Califérnia Mastite Teste (CMT),
Wisconsin Mastitis Teste (WMT) e a Contagem de Células Somaticas (CCS) (TORRES,
1985; CARDOZO et al., 1996). Vale ressaltar que estes métodos foram criados e patronizados
para a avaliacdo de qualidade de leite bovino, sendo utilizados também para o leite caprino.

Entretanto, a deteccdo definitiva da mastite é baseada no isolamento de patégenos por
meio da coleta asséptica das amostras de leite (McDOUGALL et al., 2001). No entanto, o

exame bacteriologico apresenta limitagdes devido a exigéncia de exames laboratoriais, tempo

11



requerido para a cultura e custos. Adicionalmente a isso, 0s testes bacterioldgicos nem sempre
sdo confiaveis (McDOUGALL et al., 2001; PYORALA, 2003), sendo reportado que 0
isolamento bacteriano pode nédo ser identificado em mais de 20% das amostras (MAKOVEC,;
RUEGG, 2003; TAPONEN et al., 2009).

Assim, a contagem de células somaticas (CCS), sendo uma expressdo direta da
severidade do processo inflamatorio, € o pardmetro usualmente utilizado para avaliar a satde
do ubere em relagdo a qualidade e higiene do leite e monitoramento em programas de controle
de mastites (HARMON, 1994).

A expressdo “células somaticas” € aplicada para designar leucécitos e células epiteliais
provenientes da esfoliagdo dos acinos galactéforos do Ubere, cisterna mamaéria e cisterna do
teto e sdo eliminadas no leite durante o curso normal da lactacdo (GALIERO; MORENA,
2000). Do total de células somaéticas, 75 a 98% correspondem a células de defesa e 2 a 25%,
de células epiteliais (RIBAS, 1994).

Outro método amplamente difundido como auxiliar no diagnostico da mastite
subclinica em bovinos é o California Mastitis Test (CMT), desenvolvido por Schalm &
Noorlander em 1957. Esse método mede indiretamente a concentracéo de leucocitos no leite.
Entre suas vantagens citam-se a rapidez, facil manejo e exatiddo, podendo ser utilizado a
campo ou no laboratorio (SILVA et al., 1996).

A falta de padrdes que sejam mundialmente aceitos para diagnosticar o problema
dificulta o tratamento para a mastite caprina. E se tratando de CCS, o leite caprino apresenta
uma contagem fisiologica elevada em comparacdo ao bovino. Segundo Zeng (1996), ndo é
rara a ocorréncia de cabras com contagens superiores a 1.000.000 CS/mL e, essas altas
contagens acentuam-se ao final da lactacdo, mesmo com auséncia de infec¢fes intramamarias.
Outra particularidade do leite caprino sdo as particulas citoplasmaticas oriundas do processo
de secrecdo lactea que, nessa espécie, é classificada como apdcrina. Assim, na liberacdo do
leite pela glandula mamaria de cabras, uma porcdo das células secretoras é desprendida.
(ANDRADE et al., 2001).

Vaérios estudos tém indicado e confirmado diferencas fisiologicas e microbioldgicas
entre a glandula mamaria caprina e a bovina, demonstrando que devem ser realizadas
adaptacOes para os caprinos, determinando escores que melhor reflitam o verdadeiro estado
sanitario da glandula mamaria nesta espécie (SILVA et al.,2001). Portanto, ainda ha a

necessidade de estudos para a padronizacdo das técnicas para o leite caprino.
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O objetivo desse trabalho é realizar um estudo comparativo entre os métodos de
diagndstico California Mastitis Test, contagem de células soméaticas (CCS) pelos métodos
eletrdnico e microscopico e isolamento bacteriano, para a espécie caprina. Especificamente,
comparar resultados da CCS automatica, calibrado para leite bovino, com a CCS
microscopica; correlacionar os dois métodos de CCS com os resultados obtidos no CMT e no

isolamento bacteriano; sugerir limites de CCS para a espécie caprina.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. AMOSTRAGEM

Foi realizado em seis propriedades rurais produtoras de leite caprino localizadas na
regido do Cariri Oriental da Paraiba, sendo estas selecionadas atraves de sorteio utilizando-se
informacGes disponibilizadas pelas associacfes de produtores. Foram avaliadas 51 cabras
lactentes mesticas das ragas Saanen e Anglo Nubiana.

O periodo amostral compreendeu os meses de janeiro a setembro de 2014, com
amostras de leite de cada teto coletadas em trés momentos da fase lactacional (inicio, meio e
fim) com intervalo de 50 dias entre as mesmas, totalizando 306 amostras de leite. Todas as
propriedades utilizavam ordenha manual e realizada uma vezes ao dia.

Antes da ordenha matinal, foi realizada a assepsia dos tetos com alcool 70%, os trés
primeiros jatos de leite descartados e seguiu-se para o California Mastitis Test, e para este
foram atribuidos os escores 0, 1+, 2+ e 3+, respectivamente para a auséncia de reacdo,
presenca de grumos sem gelificacdo, imediata formacdo de gel e ocorréncia de gelificacdo e
aderéncia. Em seguida, procedeu-se a coleta de 100 mL de leite em frascos estéreis, com
armazenamento em caixas isotérmicas e transporte ao Laboratorio de Anélise de Produtos de
Origem Animal (LAPOA), localizado no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal da Paraiba (CCA/UFPB) para a realizacdo da contagem de células somaticas (CCS) e

cultivo microbioldgico.

2.2. ISOLAMENTO BACTERIANO

Para isolamento primario dos microrganismos, o leite foi semeado em agar sangue de
carneiro a 5% desfibrinado e incubadas a 37 °C em aerobiose, realizando observacgdes de
crescimento apds 24, 48 e 72 horas. Com base nas caracteristicas morfologicas, tintoriais, e
ainda presenca de atividade hemolitica, as coldnias foram identificadas e isoladas em Tryptic
Soy Agar (TSA) e submetidas a verificacdo microscopica em esfregacos corados pelo método
de Gram, teste da catalase e coagulase em tubo para identificacdo do género de acordo com
Quinn (1994).
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2.3. CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS (CCS)

A CCS foi realizada por dois métodos: contagem eletrdnica e contagem microscépica.

A contagem microscopica foi realizada por microscopia direta segundo a metodologia
descrita por Prescott e Breed (1910), tendo como suporte o guia proposto pela National
Conference on Interstate Milk Shipments (2005). Um volume de 10 pL foi distribuida em
uma érea de 1 cm?® em lamina de vidro previamente limpa e desengordurada. Apés a secagem,
para a fixacdo do esfregago, as laminas foram mantidas por 5 min em solucdo de Carnoy
(composto por cloroférmio, acido acético glacial e alcool etilico absoluto), 1 min em alcool
etilico 30% e 1 min em &gua destilada e secadas em temperatura ambiente. Em seguida, para a
coloracgdo do esfregaco, as laminas foram mantidas em corante Pironina Y (Pironina Y, verde
metil e &gua destilada) durante 6 min, retirado o excesso do corante e secagem em
temperatura ambiente. A seguir, as laminas foram mantidas por 1 min em butanol, 1 min em
xileno e 1 min em agua destilada e secagem em temperatura ambiente.

A contagem foi realizada em microscopico optico (E200, Nikon) utilizando aumento
de 1.000x. A interpretacdo dos tipos celulares foi realizada de acordo com guia atualizado por
Fitts e Murphy (2004), com contagem de células diferenciais em polimorfonucleares,
mononucleares e células descamativas. Procedeu-se a contagem de 60 campos microscopicos.
Apos a contagem foi feita a média de células por campo e o ndimero de células foi
determinado com o auxilio da seguinte equacao: N=FM x Xx100, onde: “N” ¢ o nimero total
de células somaticas em cada esfregaco; “FM” o fator microscopico; “x” a média de células
por campo e 100 o fator de conversao de pL para mL.

A contagem eletronica foi realizada pelo método de citometria de fluxo, em contador
eletronico em 1000 células/mL através do equipamento Somacount 300 da Bentley
Instruments® USA, calibrado para leite bovino. Essa analise foi efetuada na Universidade
Federal Rural de Pernanbuco — UFRPE, no Laboratério do Programa de Gerenciamento de

Rebanhos Leiteiros do Nordeste (PROGENE), vinculado ao departamento de Zootecnia.

2.4. ANALISE DOS DADOS

Para o isolamento bacteriano, a amostra de leite foi considerada positiva quando houve
o0 crescimento de trés ou mais coldnias ndo hemoliticas, ou apenas uma colénia hemolitica.

Os resultados do CMT foram transformados conforme o proposto por Silva et al.
(2004), onde reacdes com valores >2+ eram consideradas positivas. Ainda, Mota (2008) e

Almeida (2009) relatam que em decorréncia do maior namero de células somaticas no leite de
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fémeas caprinas, e estudos anteriores, ha uma maior confiabilidade do CMT quanto a sua
sensibilidade a partir do nivel de 2+. Ja os valores de CCS foram logaritmicamente (logio)
transformados e determinados os seus valores médios, mediana, desvio padrdo, valores
méximos e minimos com o uso de planilha eletronica (Microsoft Excel®).

Os valores de CCS foram dicotomizados considerando o percentil 75 do banco de
dados, utilizando 5,97 log.CS/mL e 6,05 log.CS/mL como limite para CCS microscopica e
eletrOnica, respectivamente.

Caracteristicas diagnésticas do CMT, CCS microscopica e CCS eletrdnica para
identificar infecgBes intramamérias foram determinadas por meio da sensibilidade,
especificidade, valor preditivo do teste positivo e valor preditivo do teste negativo, através das

seguintes formulas:

A - 2
S = A+CX100 E = D+CX100

4 - 2
VPP = TR 100 VPN = g X 100

Onde, A = verdadeiros positivos, B = falsos positivos, C = falsos negativos e D =
verdadeiros negativos.

Adicionalmente, foi determinado o indice kappa que ¢ uma medida de concordancia
usada em escalas nominais que nos fornece uma ideia do quanto as observacdes se afastam
daquelas esperadas, fruto do acaso, indicando-nos assim o qudo legitimas as interpretacGes
sdo. Foi utilizada a escala de valores de acordo com Abraira (2001) como pode ser

visualizado na tabela a seguir.

Tabela 1. Escala de valores de interpretacdo do indice Kappa de acordo com Abraira (2001).

Kappa (k) Grau de concordancia
<0,00 Sem concordéancia

0,00-0,20 Insignificante

0,21-0,40 Média

0,41-0,60 Moderada

0,61-0,80 Substancial

0,81-1,00 Concordancia perfeita

Para avaliar possiveis associacdes entre a presenca do isolamento bacteriano e as
variaveis independentes (CMT e CCS) realizou-se um teste de qui-quadrado, adotando o nivel

de 5% de significAncia. Para comparacdo entre as medias de CCS utilizou-se o teste ndo
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paramétrico de Mann-Whitney (P <0,05) Os dados foram analisados utilizando o programa
estatistico SAS — Statistic Analysis System (SAS versado 9.1, 2003).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os 51 animais submetidos a exames de palpacdo e inspe¢édo, apenas 4 (7,84%)
animais apresentaram sinais clinicos visiveis de mastite clinica, sendo portanto 92,16%
animais negativos ao exame visual. Valores similares s&o reportados na literatura,
demostrando que a mastite do tipo subclinica é a que mais predomina nos rebanhos de
pequenos ruminantes, cuja prevaléncia estimada esta entre 30 - 50%, podendo ser ainda
maior. Em contrapartida, a mastite com evidéncias clinicas apresenta-se em niveis abaixo de
5%, podendo alcangar maiores taxas em determinadas situagdes (CREMOUX, MENARD,
1996; CONTRERAS et al., 1999; CONTRERAS et al. 2007).

Pesquisas em rebanhos de caprinos leiteiros indicam que a frequéncia aceitavel de
mastite varia de 13 a 20% (PUGH, 2002). Neste estudo das 306 amostras, 114 (37,25%)
apresentaram crescimento em agar sangue sendo consideradas positivas, indicando que a
infeccdo encontra-se acima dos limites aceitaveis. Destes, 73 (64,04%) eram pertencentes ao
género Staphylococcus spp., sendo 53 (46,49%) coagulase negativos e 20 (17,54%) coagulase
positivos. Verificou-se ainda a presenca de microrganismos do género Bacillus, gram
negativos e nao identificaveis (devido a contaminacdo), representando 35, 96% da
amostragem positiva ao exame microbioldgico.

Os principais microrganismos isolados de casos de mastite em caprinos e ovinos no
Brasil sdo os Staphylococcus spp. (MOTA et al, 2000; COUTINHO et al., 2006;
DOMINGUES et al., 2006; LANGONI et al., 2006; ALMEIDA, 2009; BOLSANELLO et al.,
2009), corroborando com os resultados encontrados supracitados neste estudo.

Uma das principais caracteristicas da mastite diz respeito a diversidade de agentes com
potencial patogénico. Dentre estes, destacam-se 0s Staphylococcus coagulase negativo (SCN),
gue para outras espécies animais sdo considerados patdgenos menores. Segundo Taponen e
Pyorala (2009), o isolamento de SCN geralmente esta associado a auséncia de sinais clinicos
evidentes, atestando o conferido nos resultados obtidos. O fato de os SCN serem transmitidos

de forma latente durante e ap0s a ordenha torna-se uma preocupacdo ainda maior para
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profissionais da area e pesquisadores, uma vez que essa caracteristica dificulta a prevencgdo e
controle da infec¢do no rebanho (HARMON & LANGLOIS, 1989).

Além disso, apesar de serem reportados como patdégenos de menor patogenicidade,
estudos recentes (LYRA et al., 2013) afirmam o surgimento da resisténcia antimicrobiana e
producdo de enterotoxinas em SCN isolados de leite caprino, representando um risco em
potencial para a cadeia produtiva, bem como a satde publica.

Em relacdo ao diagndstico indireto de mastite, observou-se 84 amostras foram
positivas e 221 negativas no teste CMT, sendo 45 amostras também positivas no exame
bacterioldgico constituindo resultados verdadeiros positivos. Ja, 69 amostras positivas no
bacteriolégico foram negativas no CMT, constituindo-se em resultados falsos negativos e,
portanto, fonte de infeccdo em potencial. Este resultado pode ser decorrente de infeccdo
latente ou que ndo houve ainda estimulo ao aumento do numero de células somaticas
(NDEGWA et al.,, 2000). Da mesma forma, os corplsculos citoplasmaticos, por nao
apresentarem nucleo, ndo reagem ao CMT e, consequentemente, ndo interferem nos
resultados deste teste (PETTERSEN, 1981).

Na contagem de células somaticas microscopica foi observado que 76 amostras
apresentaram contagem igual ou maior que o percentil 75 (9,28 x 10° cs/mL) e destas 29
(38,16%) amostras foram negativas ao exame bacterioldgico, constituindo-se em falsos
positivos. De maneira semelhante, para a contagem eletrénica foi observado que 79 amostras
foram positivas (percentil 75 = 1,13 x 10° cs/mL) e destas 30 (37,97%) amostras foram
negativas ao considerado padrdo ouro para diagnostico, revelando-se como falsos positivos.
Sabe-se que o desencadeamento da mastite esta vinculado a complexa triade — animal, agente
etiologico e meio ambiente. Os fatores determinantes que influenciam na susceptibilidade a
mastite incluem: resisténcia natural da glandula mamaria, estagio da lactacdo, hereditariedade,
idade do animal, espécie, infectividade e patogenicidade do agente (PRESTES et al., 2002).
Além disso, numerosas particulas citoplasmaticas sdo desprendidas da superficie apical das
células secretdrias durante a secrecdo lactea em caprinos e somente métodos especificos para
detectar DNA podem distinguir estas particulas de células sométicas (SANTOS et al., 2004),
justificando a microscopia direta também utilizado no presente estudo.

Observou-se que o CMT (Tabela 2), apresentou-se como um método de baixa
capacidade de reconhecer os verdadeiros positivos em relacdo ao total de animais
considerados doentes, porém consegue distinguir os verdadeiros negativos em relacéo ao total

de doentes. Resultados semelhante foram obtidos, reportando valores de especificidade
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maiores que de sensibilidade para CMT (SANTOS et al., 2004; TONIN, NADER FILHO,
2005).

De forma semelhante ao CMT, a CCS apresentou uma maior especificidade que
sensibilidade e, portanto, maior VPN que VPP, sendo mais eficaz em reconhecer verdadeiros
negativos, corroborando com resultados encontrados por Santos et al. (2004). Quando
comparados os resultados da contagem microscopica com a eletrénica observarmos certa

similaridade, porém a contagem eletronica apresentou valores mais elevados.

Tabela 2. Sensibilidade (S), Especificidade (E), Valor Preditivo Positivo (VPP), Valor
Preditivo Negativo (VPN) e coeficiente kappa (k) do California Mastitis Test (CMT)
e Contagem de células somaticas (CCS) com cultivo microbiol6gico, no diagndstico
da mastite em cabras.

Parametros (%) CMT CCS microscopica CCS eletrdnica

S 39,47 41,23 42,98
E 79,69 80,69 84,38
VPP 53,57 54,65 62,03
VPN 68,92 70,87 71,37
k 0,20 0,28 0,29

Os valores de k (kappa) apresentaram uma concordancia do cultivo microbiologico
com o CMT insignificante apesar de revelar elevada especificidade. As contagens de células
somaticas apresentaram uma concordancia média sendo assim, mais precisas no diagnostico
da mastite para a espécie caprina.

Silva et al. (2001) estudaram a associacdo entre 0 CMT e a CCS objetivando a
avaliacdo da salde da glandula mamaria caprina, sendo observada uma correlacdo positiva
entre estes dois testes. Porém, foram observadas elevadas contagens de células em amostras
negativas a lactocultura, denotando que o CMT pode ser usado como teste de triagem no
diagnostico da mastite, devendo-se sempre associa-lo ao exame microbiolégico para um
diagndstico definitivo.

Na tabela 3 estdo apresentados os resultados obtidos pela associacdo entre o cultivo
microbioldgico e os testes indiretos de diagndsticos da mastite (CMT e CCS). Foi observada
uma associacao (p<0,05) entre os testes avaliados com o padrdo ouro. Observou-se que as
maiores frequéncias nas associacdes quando o teste indireto e o exame bacterioldgico eram
negativos confirmando assim a elevada especificidade relatada.

Notadamente, varios trabalhos tém sido realizados na tentativa de estabelecer a CCS

de cabras ndo infectadas, mas a comparacdo dos resultados constitui uma tarefa ardua, em
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decorréncia da quantidade de fatores bioldgicos e instrumentais que podem interferir neste
parametro (ANDRADE et al., 2001). Os estudos sdo divergentes quanto a utilizacdo do
aparelho eletrénico, calibrado para espécie bovina, sendo encontrada tanto correlacdo positiva
com a microscopia direta (ANDRADE et al., 2001), quanto o inverso, com superestimacao da
CCS (ZENG, 1996). Neste estudo, ao avaliarmos as formas de contagem de células somaticas,
microscapica e eletrdnica, foi observado uma concordancia perfeita (k = 0,87), mesmo sendo
a contagem eletrénica calibrada para leite bovino.

Tabela 3. Associacbes do teste California Mastitis Test (CMT) e Contagem de células
somaticas (CCS) com cultivo microbiolégico, no diagnostico da mastite caprina.

Variavéis Categorias n (%) P

CMT

0 Negativo 50,00 0.0003*
Positivo 22,55

1 Negativo 12,75
Positivo 14,71

CCS microscopica

0 < 5,97 logCS/mL 53,27 <.0001*
> 5,97 logCS/mL 9,48

1 < 5,97 logCS/mL 21,90

> 5,97 logCS/mL 15,36
CCS eletronica

0 < 6,05 logCS/mL 52,94 <.0001*
> 6,05 logCS/mL 9,80
1 < 6,05 logCS/mL 21,24

> 6,05 logCS/mL 16,01

*Associagdo significativa ao nivel 5% de probabilidade pelo teste do qui-quadrado

Trabalhos desenvolvidos no Brasil tém mostrado que os valores maximos, minimos e
médios de CCS sdo bem proximos, sendo encontrados valores elevados de CCS tanto na
presenca, como auséncia de crescimento bacteriano (SANTOS et al., 2004; VILANOVA et
al., 2008). Isto pode ser decorrente do fato de que células ndo leucocitéarias sdo normalmente
observadas como resultado do processo de secrecdo da glandula mamaria (OLISZESWKI et
al., 2002).

Pessoa et al. (1999) estudaram o limiar de células somaticas no leite de cabras em
Pernambuco, sendo observada uma alta similaridade entre a cultura positiva e escores
>1.000.000 cél./mL na CCS.

Sugere-se que a CCS pode ser utilizada para a detecgéo da mastite caprina, devendo-se

utilizar contagens superiores a 1,0x10° células/mL de leite como critério para a realizacéo de
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exames microbioldgicos (PAES et al., 2003). De acordo com a Tabela 4, os valores de CCS
sdo bem similares, porém observamos que as média de CCS com exame bacterioldgico
positivo 2,6x10° CS/mL (5,91 logCS/mL) na microscopica e 2,0x10° CS/mL (5,70
logCS/mL) na eletrénica, sobressaem-se ao limiar relatado por Paes et al. (2003). Além disso,
a média de CCS obtida das amostras com exame bacteriolégico negativo, 1,0x10°® CS/mL
(5,49 logCS/mL) na microscépica e 0,7x10° células/mL (5,19 logCS/mL) na eletronica, sdo
inferiores/iguais ao limiar supracitado. Além disso, houve diferenca significativa (p>0,05)
entre as médias, com maior CCS para as amostras com bacterioldgico positivo. Assim, o valor
sugerido de 1,0x10° células/mL de leite é o ponto de corte mais indicado, como triagem para a
realizacdo do exame bacterioldgico.

Tabela 4. Contagem de células somaticas (CCS) segundo a presenca ou auséncia de bacterias
em leite caprino de seis propriedades do estado da Paraiba, 2014.

CCS microscopica CCS eletronica
Variaveis 2EME SEme SETE SEmE
bacterioldgico bacterioldégico  bacterioldgico bacterioldgico

positivo negativo positivo negativo
Média 5,91° 5,49° 5,70% 519"
DP (1) 0,67 0,53 0,89 0,79
Mediana 5,76 5,34 5,70 513
Minima 4,84 4,72 3,30 3,78
Maxima 7,54 7,50 7,01 6,91
Percentil 25 5,35 5,14 4,98 4,55
Percentil 75 6,57 5,70 6,54 5,65

Valores expressos em log.CS/mL;
Médias seguidas de letras diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste de Mann-Whitney (P <0,05).
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5. CONCLUSAO

Conclui-se que SCN sdo os principais patégenos envolvidos na infec¢do intra-mamaria
de caprinos.

O CMT e a CCS apresentaram baixos coeficientes de sensibilidade e elevados
coeficiente de especificidade, em especial da CCS eletronica (84,38%), apontando que estes
testes sdo mais eficientes em detectar glandulas mamérias negativas do que positivas para
mastite.

Os maiores valores de CCS foram encontrados em metades mamarias em cabras com
presenca da infeccdo intramamaria. Além disso, os valores mais elevados de SCC foram
encontrados no método de contagem por microscopia direta.

Conclui-se que valores de CCS acima de 1000.000 CS/mL sdo um indicativo de
infeccdo da glandula mamaria, contudo o exame microbiologico do leite € o melhor método

conclusivo para o diagndstico da mastite subclinica.
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