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RESUMO GERAL

Atualmente existem testes diagnosticos eficientes que detectam a mastite subclinica em
bovinos, porém, para caprinos os métodos ainda sdo controversos por apresentarem
resultados falso-positivos, sendo necessario portanto, avaliacdo dos testes disponiveis
para inferir confiabilidade ao diagnostico da enfermidade. Foram coletadas amostras
mensais durante seis meses, de 20 cabras das racas Saanen (n=9) e Anglo Nubiana (n=11).
As coletas foram realizadas individualmente, por teto, totalizando 232 amostras de leite,
nas quais foram realizadas pesquisa de Staphylococcus spp., teste de condutividade
elétrica (CE), pesquisa do teor de cloretos, pH e a contagem de células somaticas (CCS)
pelo método microscopico e eletrdnico. Usou-se um delineamento inteiramente
casualizado e as médias foram comparadas pelo Teste F a 5% para racas e Tukey a 5%
para o periodo. Avaliou-se também a correlacdo entre as variaveis CCS microscopica e
CCS eletronica utilizando a correlagdo de Pearson, considerando-se um nivel de
significancia de 5%. Um modelo de regressdo linear foi usado para avaliar a concordancia
entre a CCS automatica e microscopica. Para sensibilidade dos testes diagndsticos foi
definida como a proporcdo dos verdadeiros positivos entre todos os doentes, a
especificidade como a proporcao dos verdadeiros negativos entre todos os sadios, e a
eficiéncia ou acuracia como a proporcdo de acertos do teste diagnostico. Foi possivel
observar correlagdo positiva entre os parametros CCS eletrénica e CCS microscopica de
r=0,88 e associacdo de R?=0,77 (p=<0,0001). A CCS pelo método eletronico
superestimou 2,2 vezes a CCS microscopica. A CCS obtida pelo método microscépico
utilizando o corante pyronina Y-verde de metila foi a mais confiavel e os métodos de
CCS analisados apresentam alta correlacéo linear crescente entre si. O teste CMT néo €
recomendado para o diagnostico por apresentar sensibilidade de 61,1% e especificidade
de 43%, considerados baixo. A CE acusou 100% dos animais verdadeiramente sadios,
indicando que pode ser recomendado como prova de triagem para mastite subclinica. A
prevaléncia de mastite subclinica causada por estafilococos coagulase-negativa foi de 8%.
Os resultados encontrados para o teste de cloretos apresentaram sensibilidade de 88,8% e
especificidade de 9,3%, das 210 amostras analisadas que apresentaram média superior a
0,221, 194 (92,0%) ndo apresentaram isolamento microbioldgico, ndo sendo portanto
eficiente em identificar cabras com mastite subclinica. O pH foi superior nas amostras com
isolamento bacteriano, independente da raga.

Palavras-Chave: Condutividade elétrica, contagem de células somaéticas, pH,
Staphylococcus spp.
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EVALUATION OF DIAGNOSTIC TESTS FOR SUBCLINICAL
MASTITIS IN GOATS IN SOBRAL/CE

GENERAL ABSTRACT

Nowadays there are efficient tests that detect subclinical mastitis in bovine, but, for goats
the diagnosis is still controversial to present false positive result, Therefore, it is necessary
to evaluate the available tests to infer reliability to the diagnosis of the disease. Monthly
samples were collected for six months, of 20 goats of the Saanen (n = 9) and Anglo
Nubian (n = 11). The sample were performed individually, per ceiling, totaling 232 milk
samples, in which were research of Staphylococcus spp., electrical conductivity test,
content of chlorides, pH, somatic cell count (SCC) by the method microscopic and
electronic. Has been used a completely randomized design and the average compared by
test F 5% to race and Tukey 5% to period. Also evaluated the correlation between the
variables SCC electronic and SCC microscopic using Pearson's correlation, considered a
significance level of 5%. A linear regression model was used to evaluate the concordance
between SCC electronic and microscopic. For the sensitivity of diagnostic tests was
defined as the proportion of true positives among all sick, and specificity as the proportion
of true negatives among all healthy, and the efficiency or accuracy as the proportion of
the successes of diagnostic test. Was possible observed a positive correlation between the
parameters SCC electronic and SCC microscopic of r=0,88 and association of R?=0,77;
(p=<0,0001). The SCC by electronic method overestimated 2,2 times the SCC
microscopic. The SCC by microscopic method using the dye pyronin-y methyl green was
the most trusted and the methods of SCC analyzed showed high linear crescent correlation
each other. The CMT test showed a sensitivity of 61.1% and specificity of 43%, not being
recommended for the diagnosis of mastitis. The EC test showed 100% NPV, considered
high value, that is, the test was able to identify 100% of truly healthy animals, indicating
that it may be recommended screening for subclinical mastitis. The prevalence of
subclinical mastitis caused by Staphylococcus coagulase-negative was 8%. The results
found for the chlorides test showed sensitivity of 88.8% and specificity of 9.3%, the 210
analyzed samples that presented an average higher than 0.221, 194 (92.0%) didn't present
microbiological isolation, being therefore not efficient in identifying goats with
subclinical mastitis. the pH was higher in samples with bacterial isolation, independent
of race.

Key words: Electric conductivity; pH; somatic cell count; Staphylococcus spp.
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CONSIDERACOES GERAIS

No sistema de criacdo de cabras leiteiras a mastite € considerada um dos principais
problemas para o rebanho, pois a doenca atinge fémeas durante toda a lactacdo, causando
prejuizos a saude do animal, queda na producdo e elevacdo de custos com a utilizacdo de
medicamentos.

O diagndstico precoce da mastite é fundamental para o controle da enfermidade no
rebanho. A identificacdo de animais com mastite clinica é facil, devido aos sinais clinicos
que ocorrem no Ubere e alteracdes macroscopicas no leite secretado, porém, para a mastite
subclinica, é necessério a realizacdo de testes diagnosticos capazes de evidenciar as
alteracdes no leite devido a infeccdo.

Os testes microbiologicos, deteccdo do teor de cloretos, California Mastitis Test
(CMT), Contagem de Células Somaéticas (CCS), condutividade elétrica e pH estdo sendo
estudados para verificar a eficiéncia como métodos diagndsticos da mastite subclinica
caprina. Porém, devido algumas peculiaridades da espécie caprina, como, alta taxa de
descamacdo do epitélio glandular, podem interferir na confiabilidade dos resultados de
alguns testes, exigindo portanto, cautela nas interpretacdes.

O uso de testes, em nivel de campo, é fundamental para que o produtor, além de
obter resultados rapidos, possa tomar decisdes como medida de controle para evitar a
disseminacéo e evolucdo da mastite no rebanho, assim como, garantir que o leite e seus
derivados produzidos sejam alimentos seguros aos consumidores e sem riscos a salde
publica.

Diante do exposto, torna-se importante avaliar a validade preditiva dos testes de
diagnostico de mastite subclinica disponiveis, possibilitando ao produtor utilizar métodos
rapidos e com resultados confidveis, tornando o sistema de producédo de leite de cabra

mais eficiente e com maior rentabilidade.
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RESUMO GERAL

Atualmente existem testes diagnosticos eficientes que detectam a mastite subclinica em
bovinos, porém, para caprinos os métodos ainda sdo controversos por apresentarem
resultados falso-positivos, sendo necessario portanto, avaliacdo dos testes disponiveis
para inferir confiabilidade ao diagnostico da enfermidade. Foram coletadas amostras
mensais durante seis meses, de 20 cabras das racas Saanen (n=9) e Anglo Nubiana (n=11).
As coletas foram realizadas individualmente, por teto, totalizando 232 amostras de leite,
nas quais foram realizadas pesquisa de Staphylococcus spp., teste de condutividade
elétrica (CE), pesquisa do teor de cloretos, pH e a contagem de células somaticas (CCS)
pelo método microscopico e eletrdnico. Usou-se um delineamento inteiramente
casualizado e as médias foram comparadas pelo Teste F a 5% para racas e Tukey a 5%
para o periodo. Avaliou-se também a correlacdo entre as variaveis CCS microscopica e
CCS eletronica utilizando a correlagdo de Pearson, considerando-se um nivel de
significancia de 5%. Um modelo de regressao linear foi usado para avaliar a concordancia
entre a CCS automatica e microscopica. Para sensibilidade dos testes diagndsticos foi
definida como a proporcdo dos verdadeiros positivos entre todos os doentes, a
especificidade como a proporcao dos verdadeiros negativos entre todos os sadios, e a
eficiéncia ou acuracia como a proporcdo de acertos do teste diagnostico. Foi possivel
observar correlagdo positiva entre os parametros CCS eletrénica e CCS microscopica de
r=0,88 e associacdo de R?=0,77 (p=<0,0001). A CCS pelo método eletronico
superestimou 2,2 vezes a CCS microscopica. A CCS obtida pelo método microscépico
utilizando o corante pyronina Y-verde de metila foi a mais confiavel e os métodos de
CCS analisados apresentam alta correlacdo linear crescente entre si. O teste CMT néo é
recomendado para o diagnostico por apresentar sensibilidade de 61,1% e especificidade
de 43%, considerados baixo. A CE acusou 100% dos animais verdadeiramente sadios,
indicando que pode ser recomendado como prova de triagem para mastite subclinica. A
prevaléncia de mastite subclinica causada por estafilococos coagulase-negativa foi de 8%.
Os resultados encontrados para o teste de cloretos apresentaram sensibilidade de 88,8% e
especificidade de 9,3%, das 210 amostras analisadas que apresentaram média superior a
0,221, 194 (92,0%) ndo apresentaram isolamento microbioldgico, ndo sendo portanto
eficiente em identificar cabras com mastite subclinica. O pH foi superior nas amostras com
isolamento bacteriano, independente da raga.

Palavras-Chave: Condutividade elétrica, contagem de células somaticas, pH,
Staphylococcus spp.
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EVALUATION OF DIAGNOSTIC TESTS FOR SUBCLINICAL
MASTITIS IN GOATS IN SOBRAL/CE

GENERAL ABSTRACT

Nowadays there are efficient tests that detect subclinical mastitis in bovine, but, for goats
the diagnosis is still controversial to present false positive result, Therefore, it is necessary
to evaluate the available tests to infer reliability to the diagnosis of the disease. Monthly
samples were collected for six months, of 20 goats of the Saanen (n = 9) and Anglo
Nubian (n = 11). The sample were performed individually, per ceiling, totaling 232 milk
samples, in which were research of Staphylococcus spp., electrical conductivity test,
content of chlorides, pH, somatic cell count (SCC) by the method microscopic and
electronic. Has been used a completely randomized design and the average compared by
test F 5% to race and Tukey 5% to period. Also evaluated the correlation between the
variables SCC electronic and SCC microscopic using Pearson's correlation, considered a
significance level of 5%. A linear regression model was used to evaluate the concordance
between SCC electronic and microscopic. For the sensitivity of diagnostic tests was
defined as the proportion of true positives among all sick, and specificity as the proportion
of true negatives among all healthy, and the efficiency or accuracy as the proportion of
the successes of diagnostic test. Was possible observed a positive correlation between the
parameters SCC electronic and SCC microscopic of r=0,88 and association of R?=0,77;
(p=<0,0001). The SCC by electronic method overestimated 2,2 times the SCC
microscopic. The SCC by microscopic method using the dye pyronin-y methyl green was
the most trusted and the methods of SCC analyzed showed high linear crescent correlation
each other. The CMT test showed a sensitivity of 61.1% and specificity of 43%, not being
recommended for the diagnosis of mastitis. The EC test showed 100% NPV, considered
high value, that is, the test was able to identify 100% of truly healthy animals, indicating
that it may be recommended screening for subclinical mastitis. The prevalence of
subclinical mastitis caused by Staphylococcus coagulase-negative was 8%. The results
found for the chlorides test showed sensitivity of 88.8% and specificity of 9.3%, the 210
analyzed samples that presented an average higher than 0.221, 194 (92.0%) didn't present
microbiological isolation, being therefore not efficient in identifying goats with
subclinical mastitis. the pH was higher in samples with bacterial isolation, independent
of race.

Key words: Electric conductivity; pH; somatic cell count; Staphylococcus spp.
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CONSIDERACOES GERAIS

No sistema de criacdo de cabras leiteiras a mastite € considerada um dos principais
problemas para o rebanho, pois a doenca atinge fémeas durante toda a lactacdo, causando
prejuizos a saude do animal, queda na producdo e elevacdo de custos com a utilizacdo de
medicamentos.

O diagndstico precoce da mastite é fundamental para o controle da enfermidade no
rebanho. A identificacdo de animais com mastite clinica é facil, devido aos sinais clinicos
que ocorrem no Ubere e alteragdes macroscopicas no leite secretado, porém, para a mastite
subclinica, é necessario a realizacdo de testes diagnosticos capazes de evidenciar as
alteracdes no leite devido a infeccdo.

Os testes microbiologicos, deteccdo do teor de cloretos, California Mastitis Test
(CMT), Contagem de Células Somaticas (CCS), condutividade elétrica e pH estdo sendo
estudados para verificar a eficiéncia como métodos diagndsticos da mastite subclinica
caprina. Porém, devido algumas peculiaridades da espécie caprina, como, alta taxa de
descamacdo do epitélio glandular, podem interferir na confiabilidade dos resultados de
alguns testes, exigindo portanto, cautela nas interpretacdes.

O uso de testes, em nivel de campo, é fundamental para que o produtor, além de
obter resultados rapidos, possa tomar decisdes como medida de controle para evitar a
disseminacéo e evolucdo da mastite no rebanho, assim como, garantir que o leite e seus
derivados produzidos sejam alimentos seguros aos consumidores e sem riscos a salde
publica.

Diante do exposto, torna-se importante avaliar a validade preditiva dos testes de
diagnostico de mastite subclinica disponiveis, possibilitando ao produtor utilizar métodos
rapidos e com resultados confidveis, tornando o sistema de producédo de leite de cabra

mais eficiente e com maior rentabilidade.
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CAPITULO 1

REFERENCIAL TEORICO

18



19

INTRODUCAO

Os pequenos ruminantes sdo conhecidos por sua adaptabilidade as regibes
semiaridas brasileiras, que apresentam caracteristicas de longos periodos de escassez de
agua e alimento. Estima-se que o Brasil possua aproximadamente 8.851.879 milhdes de
cabecas de caprinos e que o Nordeste detenha 91,61% de todo o rebanho nacional,
tornando-se visivel a influéncia da atividade para o desenvolvimento da regido (IBGE,
2014).

Por muito tempo a criacdo de pequenos ruminantes foi vista como sistema
secundario para obtencao de renda e, muitas vezes, apenas para subsisténcia das pequenas
familias. Porém, a atividade pode garantir a seguranca alimentar e geracdo de emprego
para as familias no campo (CORREIA, 2013).

Apesar das dificuldades impostas aos pequenos produtores, como a deficiéncia de
assisténcia técnica, pouco capital financeiro e caréncia de recursos tecnoldgicos a cria¢do
de caprinos leiteiros, quando bem manejados, podem apresentar bons indices zootécnicos
e econémicos.

No Brasil muitos produtores ainda criam 0s animais extensivamente
comprometendo o desempenho produtivo. Para Silva et al. (2013), a caprinocultura
leiteira vem sofrendo mudancas em seu sistema tradicional de manejo devido ao aumento
da populacdo no meio rural e reducdo no tamanho das propriedade, alterando a estrutura
no sistema de producdo. A adocdo do manejo nutricional, sanitario e insercdo de racas
especializadas sdo alternativas que podem melhorar o desempenho dos animais e
aumentar a produtividade.

A qualidade do leite esta diretamente relacionada a saude, alimentacdo e manejo
dos animais, incluindo os cuidados durante a ordenha, manuseio dos utensilios e
transporte adequado da fazenda até as industrias processadoras de laticinios, (LANGONI
et al., 2012). Na caprinocultura leiteira a mastite € considerada uma das mais importantes
enfermidades, pois afeta a qualidade do leite, diminui a produtividade, eleva os custos de
producéo e descarte precoce de fémeas.

A etiologia da mastite é complexa e multivariada (toxica, traumatica, alérgica,
metabolica ou infecciosa), sendo a identificacdo do agente etiologico causador da
infeccdo fundamental para a prevengdo, controle e monitoramento do rebanho. O
Saphylococcus aureus € 0 agente mais relevante em estudos por estar envolvido em casos

de salde publica por produzir toxinas termoestaveis que permanecem no leite, mesmo
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apos tratamento térmico por calor, favorecendo a ocorréncia de intoxicacgao, caracterizada
clinicamente por nduseas, mal-estar, debilidade geral, diarreia, cefaleia e dor abdominal
(MURRAY etal., 1992).

A ocorréncia da doenca no rebanho esta interligada a varios fatores, podendo ser
inerente aos animais: idade, espécie, estdgio da lactacdo, resisténcia natural e
hereditariedade assim como fatores ambientais: infectividade e patogenicidade do agente
etiologico, ordenha, manejo, clima e nutricdo (PEIXOTO et al., 2011).

A frequéncia da mastite subclinica em rebanhos leiteiros pode oscilar entre 22 a
75% e atinge entre 10 a 68% das metades da glandula mamaria (LIMA JUNIOR et al.,
1994). A doenca é causada por micro-organismos patogénicos, geralmente por bactérias,
que afetam a glandula mamaria causando alteragcdes na composic¢do fisico-quimica do
leite e aumento nas taxas de células somaticas (SILVA e SILVA, 1987).

Atualmente o California Mastitis Test (CMT) e Contagem de Células Somaticas
(CCS) sdo comprovadamente eficientes em detectar a mastite subclinica em bovinos,
porém, devido a fisiologia diferenciada de secrecdo de leite na espécie caprina, 0s testes
que se baseiam no contetdo celular presente no leite podem apresentar resultados
controversos, indicando presenca de infec¢cdo mesmo quando ela ndo existe.

Tendo em vista a escassez de informacédo para o diagnostico da mastite subclinica
caprina, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a validade preditiva dos testes
California Mastitis Test (CMT), teor de cloretos, condutividade elétrica (CE), pH,
Contagem de Células Somaticas (CCS) pelo método eletrébnico e manual para o

diagnostico da enfermidade.

1 Glandula mamaria

A glandula mamaria € um tecido especializado que sintetiza leite a partir de
nutrientes presentes na corrente sanguinea. A secrecdo do leite é feita por células epiteliais
que formam uma estrutura arredondada chamada alvéolos que por sua vez é coberto por
células contréteis de natureza mioepitelial que respondem aos estimulos de ejecao do leite
(PRATA e FUKUDA, 2001).

Devido ao processo fisiologico de secrecdo do leite em caprinos ser apdcrina a
quantidade de células proveniente da descamacéo fisioldgica e particulas citoplasmaticas
oriundas do processo de secrecdo lactea é maior quando comparado aos bovinos (Figura
1). Durante a secrecdo do leite ocorre a separacdo da base distal das células epiteliais

alveolares, sendo eliminada no limen na forma de particulas citoplasmaticas, preenchidas
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por glébulos de gordura, com tamanho de 5-30mm (DULIN et al., 1983; PERRIN e
BAUDRY, 1993). Essas células possuem estruturas, diametro e morfologia semelhantes
a leucdcitos e contém grande quantidade de proteina e RNA, porém nenhum DNA
(DULIN et al., 1982) e correspondem até 35% dos elementos celulares observados no
leite de cabras (SIERRA et al., 1999).

Figura 1. a: Representacao da glandula mamaria b: alvéolos e c: secrecdo apocrina.
Fonte: MORAES, 2016.

2 Composicao do leite de cabra

O leite de cabra apresenta em sua composi¢do compostos importantes para nutri¢do
humana. Segundo Pellegrini et al. (2011), as proteinas sdo consideradas de alto valor
bioldgico e os acidos graxos possuem cadeias de tamanho curta a média, tornando-o de
facil digestibilidade e hipoalergénico, podendo ser consumido por criancas, adultos e
1dosos.

O leite de cabra apresenta em sua composi¢do proteinas de alto valor bioldgico,
acidos graxos essenciais, minerais e vitaminas que classificam o alimento de excelente
valor nutricional, podendo sofrer alteraces nas caracteristicas quantitativas e qualitativas
através da alimentacdo dos animais (MORAND-FEHR et al., 2007).

A composicgdo fisico-quimica do leite pode variar em decorréncia de diversos
fatores, tais como: idade do animal, estdgio de lactacdo, curva de lactacdo, nutrigdo, raca,
condicGes climéaticas em que o animal esta inserido, assim como os animais de diferentes
especies (Tabela 1). Os nutrientes que mais sofrem alteracfes sdo as gorduras e proteinas
(WALSTRA et al., 1987).
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Tabela 1. Composigdo fisico-quimica média dos leites de caprino, ovino, bovino e
humano (por 100g)

Componentes Tipos de leite
Caprinos Ovinos Bovinos Humanos
Agua (%) 87,5 ND 87,2 87,1
Energia (Cal) 67,0 107,0 66,0 70,0
Gordura (%) 3,8 7,6 3,7 4,0
Sélidos desengordurados (%) 8,9 12,0 9,0 8,9
Lactose (%) 4,1 4,9 4,7 6,9
Proteina (%) 3,4 6,2 3,2 1,2
Cinzas total (%) 0,86 0,9 0,71 0,3
Ca (%) 0,19 0,16 0,18 0,64
P (%) 0,27 0,14 0,23 0,06
Cl (%) 0,15 0,27 0,1 0,06
Vitamina A (Ul/g de gordura) 39 25 21 32
Vitamina B1 (mg/100 mL) 68 7 45 17
Vitamina B12 (mg/100 mL) 210 36 159 26
Vitamina C (mg/100 mL) 20 43 2 3,6
Vitamina D (Ul/g de gordura) 0,7 ND 0,7 0,27

Adaptado de: Ribeiro (1997); Park et al. (2007); Almeida (2009); Belanger (1990); Mahaut et al.
(2000); Coelho (2012).
ND: ndo definido Ul: unidade internacional

A Instrucdo Normativa n® 37 (BRASIL, 2000) objetivando regulamentar os padrbes
técnicos de producdo, identidade e qualidade do leite de cabra, estabeleceu os requisitos

minimos dos componentes fisico-quimicos para o leite de cabra (Tabela 2).

Tabela 2. Requisitos fisico-quimicos do leite de cabra cru refrigerado: segundo a
Instrucdo Normativa n° 37

Requisitos Integral Semi-desnatado Desnatado
Gordura Teor original 2,9 -0,6% Méaximo 0,5%
Proteina Minimo 2,80% para todas as variedades
Lactose Minimo 4,30% para todas as variedades
Sélidos desengordurados Minimo 8,20% para todas as variedades
Cinzas Minimo 0,70% para todas as variedades

(BRASIL, 2000).

Os acidos graxos de maior relevancia contidos no leite de cabra sdo os palmiticos
(C16:0), estearicos (C18:0) e capricos (C10:0). Para os acidos graxos monoinsaturados
(AGMI), o mais abundante é o oleico (VILANOVA et al., 2012).

3 Mastite
A mastite caprina € uma doenca infecciosa causada por micro-organismo
patogénico que afeta a glandula mamaria causando danos a salde dos animais,

decréscimo na producéo e alteragcdes na composicao fisico-quimica do leite, sendo sua
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manifestacdo predominantemente subclinica. A contaminagdo pode ocorrer durante a
ordenha (manual ou mecénica) realizada sem higiene adequada ou pelo contato do Ubere
no solo contaminado (SILVA e SILVA, 1987).

A doenca pode ser classificada de acordo com o agente etioldgico, em ambiental ou
contagiosa. Segundo Fonseca e Santos (2000), a mastite ambiental é causada por micro-
organismo existente no meio ambiente, como a Escherichia coli, enquanto que a mastite
contagiosa é causada por patdgenos que estdo presentes, de preferéncia, no interior da
glandula mamaria e na superficie da pele, sendo os principais agentes etioldgicos os
Staphyloccocus aureus e Streptococcus agalactiae.

A classificacdo da mastite pode ser dada também de acordo com grau de infeccéo,
em clinica e subclinica. A clinica é caracterizada por apresentar sintomas visiveis no
Ubere do animal como edema, dor, rubor e aumento da temperatura e alteracdes no leite,
como, presenca de grumos, pus, sangue e alteracdo na cor (COSTA, 1998). Ja para a
mastite subclinica, s6 é possivel ser detectada por meio de testes laboratoriais.

A mastite clinica em pequenos ruminantes geralmente ocorre em menos de 5% do
rebanho, enquanto que para a mastite subclinica a incidéncia pode ser de 5 a 30%
(CONTRERAS et al., 2007).

A mastite, segundo Peixoto et al. (2010b), pode ser causada por fatores de riscos
inerentes ao animal: idade e nimero de lactacdo, curva de lactagdo, caracteristicas fisicas
do ubere e tetos, higiene do Ubere e estado nutricional e também inerente ao ambiente:
manejo dos animais, qualidade das instalacdes, técnicas de ordenha e estacdo do ano.

A mastite clinica caprina é causada principalmente por Staphylococcus aureus e em
casos subclinico da doenca, por estafilococos coagulase-negativos (ECN) (FASULKOV
etal., 2015). A maior prevaléncia e patogenicidade na forma subclinica, segundo Almeida
et al. (2013), geralmente esta relacionada aos agentes etioldgicos Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp. Os principais agentes etioldgicos causadores da mastite nos pequenos
ruminantes sdo as bacterias dos géneros: Staphylococcus
spp., Streptococcus spp., Corynebacterium spp., Pseudomonas spp. € Mannheimia
haemolytica. A mastite também pode ocorrer por algumas espécies de fungos, porém, é
menos frequente (BERGONIER e BERTHELOT, 2003; GONZALO et al.,, 2004;
CONTRERAS et al., 2007; PEIXOTO et al., 2010a).

Dentre as espécies de ECN as mais comumente isoladas em leite de cabra séo: S.
epidermididis, S. xylosus, S. simulans, S. hyicus, S. caprae, S. hominis e S. lugdunensis
(CONTRERAS et al., 1997).
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Em estudo conduzido por Salaberry et al. (2015), utilizando placas de Petri
contendo &gar-sangue de carneiro (5%), das 226 amostras de leite proveniente de sete
propriedades de caprinos leiteiros, 122 amostras apresentaram multiplicagdo bacteriana,
e dessas, 110 (90,2%) foram identificadas como Staphylococcus spp., sendo 90 (73,8%)
coagulase-negativa e 20 (16,4%) coagulase-positiva, nove (7,4%) Corynebacterium spp.
e trés (2,5%) Streptococcus spp.

De acordo com Cavalcante et al. (2013), ao avaliarem 218 fémeas em lactacdo
reportaram que a maioria das infec¢Ges intramamarias foram causadas por um dnico
agente (93,8%), com excecdo de trés casos (6,2%) onde havia infeccdo mista em uma
fémea por Streptococcus spp. e Staphylococcus epidermidis na mesma glandula e as
outras duas apresentavam infeccdo por Streptococcus spp., Micrococcus spp., S.
epidermidis e leveduras, porém um unico tipo de patdégeno em cada glandula.

Cavalcante et al. (2013), ao analisarem 61 amostras de leite, observaram maior
prevaléncia para Staphylococcus spp. (90,3%), sendo o S. aureus (29,5%) o agente mais
isolado, seguido de S. intermedius (26,2%), S. epidermidis (21,3%) e outros ECN
(14,7%). Também foram isolados Streptococcus spp. (4,9%), Micrococcus spp. (1,7%) e
Enterobacter spp. (1,7%).

Contreras et al. (2007), relataram que infec¢Bes intramamarias causadas por S.
aureus necessitam de maior atengdo por causarem danos a saude dos animais e prejuizo
na producdo, serem resistentes aos antibidticos, possuirem alta patogenicidade e
apresentar implicacdes importantes em salde puablica, tendo em vista que produzem
toxinas que podem ser excretadas no leite e permanecer estaveis nos produtos destinados
aos consumidores, caracterizando quadros de intoxicacdo alimentar (FAGUNDES e
OLIVEIRA, 2004).

4 Métodos de diagnostico da mastite subclinica caprina
4.1 Avaliagédo microbiologica

Varios agentes etioldgicos podem atuar durante o processo inflamatorio da glandula
mamaria, tornando a mastite complexa e multivariada. A identificagdo dos micro-
organismos por meio de cultura é fundamental para o controle, prevencdo e
monitoramento do rebanho pois facilita a ado¢do de medidas diferenciadas de controle
(BRITO e BRITO, 1999).

Do ponto de vista epidemioldgico, é de grande importancia a determinagédo da

origem dos micro-organismos envolvidos na etiologia da mastite. Nesse contexto, a
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caracterizacdo exata dos patdgenos se faz imprescindivel para a deteccdo das vias de
transmissao e fontes de infeccéo, além de permitir o monitoramento da disseminacéo de
estirpes bacterianas entre populacdes animais (LANGE et al., 1999).

As metodologias para o diagnostico bacteriologico se padronizaram, facilitando o
isolamento e identificacdo dos patogenos do Ubere por meio de cultura de amostras
coletadas assepticamente, se tornando um dos testes mais utilizados para o diagndstico da
mastite (BRITO e BRITO, 1999).

A avaliacdo microbioldgica ¢ considerada “padrdo-ouro” por ser o melhor teste
para o diagndstico da mastite subclinica caprina, pois varios agentes etiolégicos podem
causar a doenga e a presenca de micro-organismos no leite € um indicativo de infeccdo
intramamaria (CONTRERAS et al., 2007).

4.2 California Mastitis Test (CMT)

A reacdo do California Mastitis Test (CMT) se processa entre 0 reagente e 0
material genético das células somaéticas presentes no leite, formando um gel, cuja
concentracdo é proporcional ao nimero de células somaticas.

O teste CMT é utilizado pelos produtores como método indireto de diagnostico da
mastite subclinica bovina, porém para caprinos o teste é duvidoso devido a presenca de
células epiteliais que reagem juntamente com os leucécitos (BARCELLOS et al. 1987;
LANGONI, DOMINGUES e BALDINI, 2006).

Em caprinos, o CMT negativo é um bom indicador da inexisténcia de infeccdes,
porém, quando a reacdo é positiva, ndo necessariamente o animal estard com processo
infeccioso, uma vez que o leite de cabra contém maior quantidade de células de
descamacdo que podem reagir ao CMT, levando a interpretacdo da prova diferente da
realidade (LEWTER et al., 1984).

Uma média de 3% dos corpusculos citoplasmaticos pode conter fragmentos de
nucleo (PAAPE e CAPUCO, 1997), que juntamente com as células epiteliais pode elevar
a concentracdo de leucocitos presentes no leite, mesmo em animais sadios. Ja 0s
corpusculos citoplasmaticos, que ndo possuem ndcleo, ndo reagem ao CMT,
consequentemente, ndo interferem nos resultados (PETTERSEN, 1981).

O reagente CMT é um detergente anionico neutro com indicador de pH que, quando
se mistura ao leite, em partes iguais, rompe a membrana das células de defesa (leucdcitos)

e reage com o material nucleico (DNA) alterando sua viscosidade (LANGONI, 2007).
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De acordo com a intensidade da reacdo pode ser classificado em Negativo (-): sem
formagé&o de gel; Positivo: (+) = com leve formacéo de gel; Positivo: (++) = com formagéo
de gel espesso bem definido; Positivo: (+++) = gel bastante espesso, assentando no fundo
da bandeja (SCHALM e NOORLANDER, 1957). Mesmo que o teste para 0 CMT seja
negativo recomenda-se que seja realizado andlises microbioldgicas para confirmar o
diagnostico (SOUZA et al., 2015).

Schalm et al. (1957), estudando a interpretacdo da reacdo CMT utilizando leite de
cabra, verificaram que cabras sem mastite podem apresentar reacfes tracos ou (+), porém,
(++) e (+++) podem ser importantes indicativos de infec¢bes intramamarias. Ja Pettersen
(1981) demonstrou que o limite para o teste CMT deve ser em torno de (++) para indicar
infecgdo intramamaria em cabras.

O escore (++) para o teste CMT indicou melhor conjunto de sensibilidade (70,58%)
e especificidade (75,0%), portanto, esse nivel foi escolhido como o melhor método de
triagem para mastite subclinica em cabras (SANTOS et al., 1995).

Em pesquisa conduzida por Neves et al. (2010), utilizando 261 amostras de leite de
cabra, reportaram que 105 amostras apresentaram reacao positiva ao CMT, destas, 14
amostras foram positivas ao exame microbiol6gico, enquanto que 156 amostras negativas
ao CMT, 16 foram positivas ao exame microbiolégico. Considerando o0 exame
bacterioldgico como “padrao-ouro”, o CMT apresentou baixa sensibilidade (46,7%) e
baixa especificidade (60,6%), constatando que o teste apresenta elevado nimero de falsos
positivos, ndo sendo portanto, um método confidvel para o diagnostico da mastite
subclinica em cabras.

Segundo Fox et al. (1992), para que se tenha um diagndstico definitivo de mastite

subclinica, o resultado do CMT deve ser associado ao exame microbioldgico.

4.3 Deteccgao do teor de cloretos

Durante o processo inflamatorio da glandula mamaria ocorre a destruicdo das
junces celulares e do sistema bomba ativa, aumentando a permeabilidade dos vasos
sanguineos e permitindo que a taxa de passagem de ions de cloretos presentes no sangue
seja maior que o normal, ocasionando mudangas na composicao fisico-quimica do leite
(WEGNER e STUUL, 1978; DELLA LIBERA et al., 2011). Os principais componentes
que sofrem influéncia s@o: gordura, proteina, lactose, minerais e enzimas, assim como
aumento dos cloretos, sodio e imunoglobulinas que podem ser utilizados por meio de

testes para o diagnostico da mastite subclinica em caprinos (STEFFERT, 1993).
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Por meio de testes sensiveis aos ions de cloreto é possivel detectar os animais que
apresentam mastite subclinica, uma vez que a presenca de cloretos no leite est4 associada
ao quadro de infeccdo intramamaria. O teor de cloretos pode variar em decorréncia da
curva de lactacdo, apresentado geralmente valores elevados no inicio e final da lactagédo
em bovinos. O valor encontrado para o teor de cloretos para vacas sadias e infectadas é
de 0,137 g/100 mL e 0,192 g/100 mL, respectivamente (AMARAL et al., 1988).

Quando a presenca de cloreto de sodio esta acima de 0,2% é um indicativo de
mastite subclinica em cabras (BARCELLOS, SILVA e MARQUES JUNIOR, 1987).

O teor de cloretos no leite de cabra, segundo Lima Janior et al. (1994), € maior
quando comparado ao leite de vaca mesmo quando os animais apresentam CMT negativo.
Tonin et al. (2002), observaram que o teor de cloretos variou durante os estagios de
lactacdo em cabras ordenhadas uma vez ao dia, encontrando valores médios no periodo
inicial, médio e final de 0,179 ¢/100 mL, 0,201 ¢/100 mL 0,216 g/100 mL,
respectivamente. Almeida et al. (2013) analisando o teor de cloretos em leite de cabras
de 11 propriedades dos estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro observaram valores
médio de 0,197 g/100 mL e 0,370 g/100 mL respectivamente em cada estado.

4.4 Condutividade Elétrica (CE) e pH

As medicdes da Condutividade Elétrica (CE) no leite tem sido utilizadas como
uma ferramenta para identificar animais que apresentam mastite subclinica e inicio de
mastite clinica, e tem como vantagem a automatizacao da sala de ordenha, oferecendo
resultados rapidos que contribuem na melhoria da seguranca e qualidade do leite (DIAZ
etal., 2012).

A CE mede a capacidade de uma solugdo em conduzir uma corrente elétrica entre
dois eletrodos, sendo mensurada em miliSiemens (mS). Os anions (CI°) e cations (Na*, e
K™) sdo os mais relevantes para determinacdo (NORBERG, 2004). O leite de vaca normal
deve apresentar valores entre 4,0 a 5,5 mS/cm a 25°C (WONG, 1988) enquanto que o
leite de cabra pode variar entre 4,9 a 13,9 mS/cm a 25°C (LE MENS, 1991).

Com o aumento da concentracdo dos ions de Na* e CI" e redugdo de K* na
composic¢do do leite devido a infeccdo da glandula maméria e destruigdo dos sistemas de
bombeamento i6nico o teste de CE tem sido estudado para identificar animais com mastite
subclinica. Pesquisas mostram que a CE tem apresentado correlacdo positiva entre a
guantidade de CCS e ao teste CMT (FOSGATE et al., 2013).
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Segundo Hillerton e Walton (1991), o teste de CE apresenta-se eficiente em
identificar os animais com mastite subclinica quando causada por Staphylococcus aureus,
porém, ineficiente quando causada por Streptococcus uberis. Segundo Zaninelli et al.
(2015) o teste de CE pode apresentar sensibilidade e especificidade de até 81% e 73%
respectivamente.

Segundo os padrdes estabelecidos pela legislacdo brasileira, para o leite de cabra
fresco admite-se reacdo ligeiramente &cida, variando entre 6,6 a 6,8, com acidez titulavel,
expressa em % de acido latico em torno de 0,13 a 0,18 °Dornic (BRASIL, 2000).

Fatores como alimentacdo, clima, raca e periodo de lactagdo podem afetar a
composicéo fisico-quimica e a acidez do leite de cabra. Trabalho realizado por Queiroga
et al. (2007), em Bananeiras, Microrregido do Brejo Paraibano, utilizando 20 cabras da
raca Saanen, verificaram que a acidez do leite sofreu variacdo durante as fases de lactacao,
ocorrendo elevacdo do pH aos 135 dias, sendo necessario levar em consideracdo na
interpretagdo do teste.

Com a infecgdo intramamaria por micro-organismos patogénicos a permeabilidade
dos vasos sanguineos é alterada permitindo que ions, principalmente de cloretos,
atravessem e se depositem no leite, fazendo com que ocorra a elevacao do pH. Quando
os valores estdo proximos de 7 (sete), leite tipico alcalino, é considerado como indicativo
de mastite subclinica (CALLEFE e LANGONI, 2015).

4.5 Contagem de Células Somaticas (CCS)

Os métodos de diagndéstico para mastite subclinica em bovinos que se baseiam no
aumento das células somaticas sdo confidveis e utilizados como teste padrdo pela
legislacdo. Porém, para caprinos os testes baseados em Contagem de Células Somaticas
(CCS) podem indicar presenca da doenca mesmo gquando 0s animais estdo saudaveis,
comprometendo a confiabilidade dos resultados, uma vez que os caprinos podem
fisiologicamente apresentar maior quantidade de células epiteliais e particulas anucleadas
no leite, mesmo nédo estando relacionado necessariamente a infeccdo (LANGONI et al.,
2012).

As células de defesa provenientes da corrente sanguinea como leucdcitos,
linfécitos, mondcitos, neutrofilos, eosindfilos, basofilos e células epiteliais provenientes
da descamacdo formam um conjunto de células somaticas que sdo utilizadas como

indicadores da satde da glandula mamaria e qualidade do leite. O aumento destas células
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no leite estd associado a infeccdo intramamaria (LERONDELLE et al., 1992; ZENG et
al., 1997; SANCHEZ et al., 1999).

Durante a secrecdo de leite pelas células apdcrinas ocorre o desprendimento de
corpusculos anucleados resultantes da descamacdo do epitélio de revestimento dos
alvéolos, porém, algumas células com ndcleo também podem se desprender e se
depositarem no leite (CONTRERAS et al., 1997).

Segundo Dulin et al. (1982), a quantidade de células de descamacdo aumenta
durante o declinio da curva de lactacdo, por possuir diametro e morfologia semelhantes
aos leucdcitos, grande quantidade de proteina e RNA, mas nenhum DNA. A ocorréncia
de cabras com contagens superiores a 1.000.000 CS/mL ndo é raro de ser encontrado,
mesmo na auséncia de infecgdes intramamarias (ZENG e ESCOBAR, 1996). A CCS no
leite em vacas saudaveis geralmente é inferior a 200.000 CS/mL de leite (National
Mastistis Council, 1996), enquanto que em cabras sem infec¢des intramamarias é inferior
a400.000 CS/mL (McDOUGALL et al., 2001).

A presenca de CCS esta relacionada ao grau de infeccdo intramamaria e mudancas
nas caracteristicas quantitativas e qualitativas do leite. Devido aos danos no tecido
secretor, a sintese de nutrientes € alterada, diminuindo a producdo e alterando a
composic¢do fisico-quimica, enquanto que o aumento da permeabilidade dos capilares
sanguineos eleva a presenca de outros componentes (PEREIRA et al., 1999).

A literatura ainda apresenta resultados questionaveis quanto ao efeito da mastite
sobre a concentracdo de gordura no leite. Em um estudo realizado por Pereira et al.
(1999), no laboratério de Fisiologia da Lactacdo do Departamento de Zoologia da
ESALQ-USP, utilizando 6.112 amostras de leite, verificaram correlacdo positiva entre
CCS e a concentracdo de gordura e proteina.

Atualmente a Instrucdo Normativa n°® 37 de 31/10/2000 do Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) especifica sobre leite de cabra no Brasil
ndo estabelece limites para a CCS (Brasil, 2000). Porém, em varios paises a quantidade
méaxima permitida varia de acordo com a legislacdo regente no pais de comercializacéo.
Nos Estados Unidos da América o limite é de 750.000 CS/mL, no Canada é de 500.000
CS/mL e paises como a Nova Zelandia, Australia e Unido Europeia adotam o limite de
400.000 CS/mL (GODKIN, 2000).

LEITNER et al. (2008) avaliaram as perdas de rendimento de leite de cabras e
ovelhas com infecgdo intramamaria e sua relacdo com a CCS e observaram que a CCS

influencia diretamente na qualidade do leite (Tabela 3).
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Tabela 3. Contagem de células somaticas como parametro de qualidade para o leite de
cabra em lIsrael, 2008

CS/mL Qualidade do Leite Associagdo com infeccdo
<800.000 Alta +25%
<1.500.000 Média Entre 25 e 50%
>1.500.000 Baixa Acima de 50%

Fonte: Leitner et al. (2008).

A determinacdo da CCS pode ser realizada pelo método manual (microscopia
direta) ou eletronico. O método manual consiste em corar o0 DNA das células somaticas
utilizando corantes especificos para cada tipo de leite, se caracterizando por ser um
processo demorado, oneroso e sujeito a erros, e a eletronica que se baseia na contagem
do DNA das células coradas por produtos quimicos e irradiado com raio laser (RICHTER
etal., 2013).

Existem vérios corantes para CCS para pequenos ruminantes como o Wright,
hematoxilina-eosina, “orange acridine”, azul de tripan, pironina-Y verde de metil
(PYMG) e Levowitz-Weber, mas devido a grande presenca de corpusculos
citoplasmaticos oriundos da sintese de leite na espécie caprina, o corante mais especifico
€ 0 PYMG (ZENG et al., 1999). A coloracdo de Rosenfeld descrita por ROSENFELD
(1947) ndo permite a diferenciagdo entre as células somaticas e os corpusculos
citoplasmaticos, identificando erroneamente como células mononucleadas apresentando
maior nimero de células quando comparado ao corante PYMG (GOMES et al., 2010).

Alguns equipamentos requerem a utilizacdo do corante fluorescente brometo de
etidio para corar os DNASs das células permitindo que os nlcleos corados emitam, por
fluorescéncia, impulsos luminosos que sdo ampliados por um fator multiplicador,
contados e convertidos em concentracdo de células sométicas (CECALAIT, 1993).

Arcuri et al. (2004) avaliando 86 cabras das racas Saanen e Toggenburg observaram
que a contagem eletrénica de células somaticas efetuada no equipamento Somacount
300%, calibrado com leite de vaca é apropriado para leituras de CCS de leite de cabras
dentro dos limites considerados no estudo de 24.000 a 2.549.000 CS/mL. Enquanto
Machado (2013), utilizando 257 cabras em lactacdo de 10 propriedades nas cidades de
Sdo José do Rio Preto, Sdo Carlos, Limeira, Guaratingueta, Pirassununga, Botucatu e
Jaboticabal, baseando-se na mesma metodologia adotada por Arcuri et al. (2004),

observou que a CCS eletrénica superestimou em até 2,1 vezes a CCS microscépica.
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Em estudo realizado por Barrén-Bravo et al. (2013), utilizando dados entre os
periodos de 2003 a 2010 de 12 fazendas de cabras leiteiras, com sete ragas diferentes,
totalizando 2202 lactagdes, em uma escala em que 0,2 a 9,6 correspondem aos valores de
CCS de 14.000 a 9.700.000 CS/mL, observaram que a media geral para CCS no estudo
foi de 5,05 (cerca de 414.000 CS/mL) e concluiram que as cabras que menos produziram
leite (0,2-2,5K(g) apresentaram elevada concentragdo de CCS (5,28), enquanto que

animais de maior produgdo (>4,1 Kg) os valores foram mais baixos (4,72).
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5 OBJETIVO

5.1 Objetivo geral
Avaliar a validade preditiva dos testes disponiveis para o diagnostico da mastite

subclinica caprina.

5.2 Objetivos especificos
1. Comparar a contagem de células somaticas das amostras de leite das fémeas em
lactacdo, obtidas pelo método eletrdnico em equipamento calibrado com padréao
de leite bovino, em relacdo a contagem microscépica direta;
2. Avaliar as caracteristicas celulares das amostras de leite das fémeas em lactacdo,
por meio da realizacdo da prova do California Mastitis Test (CMT), determinagéo
da condutividade elétrica do leite, deteccdo do eteor de cloretos, pH e Contagem

de Células Somaticas.
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CAPITULO 2

COMPARACAO DA CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS DO
LEITE DE CABRAS SAANEN E ANGLO NUBIANA OBTIDAS PELO
METODO ELETRONICO, CALIBRADO COM PADRAO DE LEITE BOVINO,
EM RELACAO A CONTAGEM MICROSCOPICA DIRETA
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RESUMO

Na caprinocultura leiteira a mastite é considerada uma das mais importantes
enfermidades, pois afeta a qualidade do leite, diminui a produtividade, eleva os custos de
producdo e descarte precoce de fémeas. Devido as peculiaridades fisioldgica da espécie,
testes de diagnostico para a mastite subclinica podem apresentar resultados que nédo
correspondem com a realidade. A CCS pelo método eletrdnico no leite de cabra ainda é
muito discutida por conta da diferenca nos valores encontrados quando comparado ao
método microscopico, porém, observa-se correlagdo positiva entre os dois métodos.
Foram coletadas amostras mensais durante seis meses, de 20 cabras das racas Saanen
(n=9) e Anglo Nubiana (n=11). As coletas foram realizadas individualmente, por teto,
totalizando 232 amostras de leite, nas quais foram realizadas pesquisa de Staphylococcus
spp., contagem de células sométicas (CCS) pelo método microscopico e eletrbnico por
meio de infravermelho pelo aparelho Combi 2500. Usou-se um delineamento
inteiramente casualizado e as médias foram comparadas pelo Teste F a 5% para ragas e
Tukey a 5% para o periodo. Avaliou-se também a correlacdo entre as variaveis CCS
microscopica e CCS eletronica, utilizando a correlagdo de Pearson, considerando-se um
nivel de significancia de 5%. Um modelo de regressdo linear foi usado para avaliar a
concordancia entre a CCS automatica e microscopica. A sensibilidade dos testes
diagnosticos foi definida como a proporcdo dos verdadeiros positivos entre todos 0s
doentes, a especificidade como a proporcao dos verdadeiros negativos entre todos 0s
sadios, e a eficiéncia ou acuracia como a proporcdo de acertos do teste diagnostico.
Foi possivel observar correlacdo positiva entre os pardmetros CCS eletronica e CCS
microscopica de r=0,88 e associacdo de R?=0,77; (p=<0,0001). A CCS pelo método
eletronico superestimou 2,2 vezes a CCS microscopica. A CCS pelo método
microscopico utilizando o corante pyronina Y-verde de metila foi o mais confiavel e os
métodos de CCS analisados apresentam alta correlacao linear crescente entre si.

Palavras-Chave: CCS eletronica; CCS microscopica; mastite subclinica
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COMPARISON OF THE SOMATIC CELL COUNT OF GOAT MILK
SAANEN AND ANGLO NUBIAN OBTAINED BY THE ELECTRONIC
METHOD, CALIBRATION WITH STANDARD TO BOVINE MILK, IN

RELATION THE DIRECT MICROSCOPIC COUNT

ABSTRACT

In dairy goat the mastitis is considered one of the most important diseases, because it
affects the quality of milk, decreases productivity, rises production costs and early discard
of females. Due to the physiological peculiarities of the species, diagnostic tests for
subclinical mastitis may show results that don't correspond to a reality. The CCS by the
electronic method in goat's milk is still much discussed because of the difference in the
values found when compared to the microscopic method, but, there is a positive
correlation between the two methods. The sample were performed individually, per
ceiling, totaling 232 milk samples, in which were research of Staphylococcus spp. and
somatic cell count (SCC) by the method microscopic and electronic by means of infrared
by means of infrared by the appliance Combi 2500. Has been used a completely
randomized design and the average compared by test F 5% to race and Tukey 5% to
period. Also evaluated the correlation between the variables SCC electronic and SCC
microscopic using Pearson's correlation, considered a significance level of 5%. A linear
regression model was used to evaluate the concordance between SCC electronic and
microscopic. For the sensitivity of diagnostic tests was defined as the proportion of true
positives among all sick, and specificity as the proportion of true negatives among all
healthy, and the efficiency or accuracy as the proportion of the successes of diagnostic
test. Was possible observed a positive correlation between the parameters SCC electronic
and SCC microscopic of r=0,88 and association of R?=0,77; (p=<0,0001). The SCC by
electronic method overestimated 2,2 times the SCC microscopic. The SCC by
microscopic method using the dye pyronin-y methyl green was the most trusted and the
methods of SCC analyzed showed high linear crescent correlation each other.

Key words: Subclinical mastitis; SCC electronic; SCC microscopic
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INTRODUCAO

A qualidade do leite esta diretamente relacionada a saude, alimentacdo e manejo
dos animais, incluindo os cuidados durante a ordenha, manuseio dos utensilios e
transporte adequado do leite da fazenda até as industrias processadoras de laticinios,
(LANGONI et al., 2012). Na caprinocultura leiteira a mastite é considerada uma das mais
importantes enfermidades, pois afeta a qualidade do leite, diminui a produtividade, eleva
0s custos de producdo e descarte precoce de fémeas.

As células de defesa provenientes da corrente sanguinea como leucocitos,
linfocitos, mondcitos, neutréfilos, eosinofilos, baséfilos e células provenientes da
descamacdo do tecido epitelial formam um conjunto de células somaticas que s&o
utilizadas como indicativo da satde da glandula mamaria e qualidade do leite. O aumento
dessas células no leite pode ser indicativo de mastite por estar relacionado a infeccédo
intramamaria (LERONDELLE et al., 1992; ZENG et al., 1997; SANCHEZ et al., 1999).

A Instrucdo Normativa n°® 37 de 31/10/2000 do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA), especifica sobre leite de cabra no Brasil, ndo estabelece limites
para CCS (BRASIL, 2000). Assim, contagens a partir 1.000.000 CS/mL tém sido
utilizadas como base para detectar animais com infec¢do intramamaria (PAES et al.,
2003). Segundo Paape et al. (2007) a Unido Europeia também nao estabelece limites legal
para a CCS, porém, nos Estados Unidos o limite preconizado é de 1.000.000 CS/mL.
Segundo Dulin et al. (1982), a ocorréncia de cabras com contagens superiores a 1.000.000
CS/mL néo é raro de ser encontrado, mesmo na auséncia de infec¢bes intramamarias
(ZENG e ESCOBAR, 1996). Segundo Leitner et al. (2008), o leite de cabra com menos
de 400.000 CS/mL indica auséncia de infec¢do intramamaria, sendo considerado o valor
ideal, porém, dificilmente obtido na préatica.

O conteldo celular no leite de cabra é maior quando comparado ao leite de vaca.
Na especie caprina, durante o processo de secrecdo, ocorre o desprendimento de
corpusculos anucleados, resultantes da descamacgdo do epitélio de revestimento dos
alvéolos, e liberagdo de algumas células com ndcleo que se depositam no leite, podendo
influenciar nos testes que se baseiam no aumento do contetdo celular do leite e
comprometer o diagndstico dos animais com mastite subclinica (CONTRERAS et al.,
1997).
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Os métodos de diagndstico para mastite subclinica em bovinos que se baseiam no
aumento das células somaéticas sdo confidveis e utilizados como teste padrdo pela
legislacdo. Porém, para caprinos os testes podem indicar presenca da doenga mesmo
quando os animais estdo saudaveis, comprometendo a confiabilidade dos resultados, uma
vez que os caprinos podem fisiologicamente apresentar maior quantidade de células
epiteliais e particulas anucleadas no leite, mesmo ndo estando relacionado
necessariamente a infeccdo (LANGONI et al., 2012).

A determinacdo da CCS pode ser realizada pelo método manual (microscopia
direta) ou eletronico. O método manual consiste em corar o DNA das células somaticas
utilizando corantes especificos para cada tipo de leite, se caracterizando por ser um
processo demorado, oneroso e sujeito a erros, e o0 eletronico, na contagem do DNA das
células coradas por produtos quimicos e irradiado com raio laser (RICHTER et al., 2013).

A CCS pelo método eletrénico no leite de cabra ainda é muito discutida por conta
da diferenca nos valores encontrados quando comparado ao método microscépico, porém,
observa-se correlacdo positiva entre os dois métodos. Segundo Machado (2013) a
contagem microscopica pelo método manual tem sido preconizada como a mais confiavel
para a determinacdo da CCS, principalmente quando realizado com corantes especificos
para DNA, como pyronine Y-methyl green, pois torna possivel a diferenciacdo entre as
células somaéticas e os corpusculos citoplasmaticos depositados no leite (ZENG et al.,
1999).

Tendo em vista a escassez de informacao para o diagnostico da mastite subclinica
caprina o presente trabalho teve como objetivo avaliar a Contagem de Células Somaéticas
(CCS) pelo método eletrénico e manual para o diagndstico da enfermidade.
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MATERIAL E METODOS

1. Selecdo dos animais e coleta das amostras de leite

O experimento foi conduzido na Embrapa Caprinos e Ovinos localizada a 4 Km de
Sobral-CE, durante o periodo de outubro de 2015 a margo de 2016, utilizando 20 cabras
das racas Saanen (n=9) e Anglo Nubiana (n=11) (Figura 1). As fémeas eram criadas em
condicBes de manejo semi-intensivo com periodos de pastejo na caatinga em pasto de
capim gramé&o, alimentadas no cocho com feno de capim tifton e suplementadas com
concentrado formulado para atender as exigéncias nutricionais de acordo com as
recomendac¢des do NRC (1981), concentrado formulado a base de milho, soja, calcio e
fésforo, sendo ofertado 440 g de ragdo por animal ao dia.

Apos a parigdo foram aguardados 40 dias para o inicio das coletas, respeitando os
trés estagios de lactacdo distintos: inicial (40 dias pds-fase colostral), intermediario (cerca
de 100 dias intermediarios) e final (40 dias antes da secagem) (GUIMARAES et al.,
1989).

Mensalmente, na ordenha da manhd, depois da realizacdo do exame clinico da
glandula maméria, teste da Caneca Telada e da prova do CMT e a limpeza dos tetos com
algoddo embebido no alcool etilico 70% (v/v) em todos os animais, foram colhidas
amostras de leite de cada metade mamaéria, sendo um frasco estéril para o exame
microbioldgico, um frasco contendo o conservante Bronopol® (2-bromo-2-nitropropano-
1,3diol) para determinacdo da CCS pelo método eletrénico e um frasco para CCS pelo
método microscopico, perfazendo 80 amostras durante a fase inicial, 76 amostras na fase
intermediaria e 76 amostras na fase final, totalizando 232 amostras de leite durante todo
0 experimento. No més de janeiro uma cabra da raca Anglo Nubiana secou e uma amostra
da raca Saanen se perdeu. Para a coleta das amostras seguiram-se 0s procedimentos
recomendados pelo National Mastitis Council (1996) (OLIVER et al., 2004).

Apos as coletas todas as fémeas foram conduzidas até a sala de ordenha para
retirada do leite por meio da ordenha mecanica e conduzidas posteriormente para o

alojamento.
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Figura 1. Animais da raca Saanen e Anglo Nubiana utilizados no experimento.
Fonte: Arquivo Pessoal, Moura, J. W. F. (2015)

2. Exame clinico da glandula mamaria, teste da caneca telada e antissepsia dos tetos
antes da ordenha
O exame clinico da glandula mamaria foi realizado para o diagndstico da mastite

clinica por meio da inspecdo e a palpacdo das metades mamarias no momento da
antissepsia dos tetos, na pré-ordenha, observando-se alteragdes como aumento de volume,
presenca de dor, aumento de temperatura e rubor.

Para a higienizagao dos tetos foi utilizado uma solucéo contendo iodo a 0,5% com
0 auxilio do copo sem retorno. Cada teto foi enxugado com papel toalha. E, em seguida,
foram coletados os trés primeiros jatos na caneca telada do fundo escuro para observar a
presenca de grumos, pus ou sangue (Figura 2) (RADOSTITS et al., 2002). Caso fosse
diagnosticado algum animal com mastite clinica, seria tratado, porém ndo participaria do

estudo.

Figura 2. Teste da caneca telada.
Fonte: Arquivo Pessoal, Moura, J. W. F. (2015)
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3 Realizacdo do California Mastitis Test (CMT)

Apos o teste da caneca de fundo escuro foram colhidos aproximadamente 2 mL de
leite de cada metade da glandula maméria em cada reparticdo circular da bandeja pléstica,
escoando o excesso de leite por meio da inclinacdo da bandeja, e em seguida adicionado
a mesma quantidade de reagente utilizando uma pisseta evitando a formagéo de espuma.
A homogeneizagdo ocorreu por meio de movimentos circulares entre 10 a 15 segundos,
seguido da interpretacédo do teste (SCHALM e NOORLANDER, 1957).

Foram consideradas positivas as misturas (leite + reagente) que apresentaram
evidente formacé&o de gel viscoso, acompanhado ou ndo da coloracao roxa e negativo para
as misturas que ndo se alteraram, ou seja, que ndo apresentaram evidéncia de viscosidade
(Figura 3) (HIPOLITO et al., 1965).

Figura 3. Reagéo positiva ao CMT.
Fonte: Arquivo Pessoal, Moura, J. W. F. (2015)

4. Contagem de Células Soméaticas (CCS)
4.1. Método microscopico

Para cada amostra de leite utilizou-se duas laminas de vidro limpas e
desengorduradas. Em cada lamina foi feito quatro esfregacos de 1,0 cm?, contendo 0,01
mL de leite, segundo metodologia preconizada por Zeng et al. (1999).

Apo0s secagem a temperatura ambiente, os esfregacos foram fixados em chama.
Posteriormente as laminas foram mergulhadass em xilol por 3 minutos, drenadas e secas.
Em seguida foram hidratadas por um minuto com cada uma das seguintes solucdes: etanol
50%, etanol 30% e agua destilada, e, em seguida, quando secas foram corados por 6
minutos com MGP (pyronine Y-methyl green - SIGMA-ALDRICH®).
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Para a leitura foram examinados 50 campos de dois esfregacos de cada lamina em
microscopio optico em objetiva de imersdo 100x. Calculou-se a média dos resultados
obtidos e multiplicou-se pelo fator de trabalho do microscépio utilizado. O resultado final
foi expresso em namero de células somaticas por mL de leite (CS/mL) (Figura 3 e Figura
4).

Figura 4. Referéncia dos elementos celulares para contagem microscopica de células
somaticas presentes no leite: A (Hemacias); B (Linfécito); C (Mondcito); D (Eosinofilo);
E (Basofilo); F (Neutr6filo — polimorfonucleares).

Fonte: Adaptado de Prata (2001)

Figura 5. Contagem de células pelo método microscopico: A-laminas coradas com
pyronine Y-methyl green; B-contagem das células por meio da microscopia optica;

C-células somaticas (azul); D-células de descamacéo (vermelha).
Fonte: Arquivo Pessoal, Moura, J. W. F. (2015)
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4.2. Método eletronico

Apos a limpeza dos tetos com algoddo embebido no alcool etilico 70% (v/v) foi
colhido 60 mL de leite de cada teto em frascos contendo o conservante Bronopol® (2-
bromo-2-nitropropano-1,3diol). Em seguida as amostras foram homogeneizadas para
garantir que o conservante dissolvesse completamente e depois os frascos identificados
foram acondicionados em caixa de prdpria e encaminhados para a Clinica do leite —
ESALQ/USP. O tempo decorrido entre a coleta e a anélise das amostras foi inferior a 5
dias. A analise foi realizada por meio do aparelho Combi 2500, calibrado para leite de
vaca (Bentley Instruments, Chaska, MN, EUA) (IDF, 2013; 2006).

A técnica eletronica baseou-se no principio de citometria de fluxo, onde os nicleos
corados de células isoladas e deslocadas por um liquido de escorrimento laminar
pudessem ser determinados através da objetiva do microscopio por meio da excitacao de
feixe laser, permitindo que os nucleos corados emitissem, por fluorescéncia, impulsos
luminosos que foram amplificados por um fator multiplicador, contados e convertidos em
concentracdo de células sométicas (CECALAIT, 1993).

5 Isolamento das estirpes de Staphylococcus spp.

O isolamento das estirpes de Staphylococcus spp. do leite foi considerado como o
teste padrdo para determinacdo da acurécia dos demais testes de diagnosticos realizados,
uma vez que a presenca desses micro-organismos esta associada a infec¢do intramamaria
caprina (CONTRERAS et al., 2007).

As amostras foram colhidas de acordo com os procedimentos recomendados pelo
National Mastitis Council (1996) (OLIVER et al., 2004). Apds a colheita as amostras
foram identificadas e acondicionadas em uma caixa de material isotérmico contendo gelo
reciclavel e transportadas ao Laboratério de Microbiologia da Embrapa Caprinos e

Ovinos.

5.1 Identificacéo e isolamento das estirpes de Staphylococcus spp.

Foi algado 0,01 mL de cada amostra de leite e estriado nas placas de Petri contendo
0 meio Agar Baird-Parker com Telurito de potassio e incubado por 24 a 48 horas em
estufa microbiologica a 37°C (Figura 6) (BAIRD-PARKER, 1990). A seguir, foram
preparados esfregacos e corados pelo método de Gram e as culturas que apresentaram
forma de cocos Gram-positivo sob a forma de cachos de uva foram submetidas as provas

de catalase, coagulase livre e de producéo de acetoina (VP) (Mac FADDIN, 1976).
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- a2
Figura 6. Coldnias de Staphylococcus spp., em meio agar Baird-Parker.
Fonte: Arquivo Pessoal, Moura, J. W. F. (2015)

5.2 Teste da catalase

Realizou-se um esfregaco com uma alcada de cultivar em uma lamina de vidro
limpa e adicionou-se uma gota de peroxido de hidrogénio (H202) a 3%. As estirpes que
apresentaram imediata formacdo de bolhas (liberacdo de gas) foram consideradas
positivas (Figura 7) (Mac FADDIN, 1976).

b 20 5
L T _ ~ ~

Figura 7. Teste da catalase em colonias isoladas.

Fonte: Arquivo Pessoal, Moura, J. W. F. (2015)

5.3 Teste da coagulase livre em tubo

As coldnias isoladas no meio Baird-Parker foram inoculadas em tubos de ensaio
contendo o caldo de infusdo de cérebro coracdo (Brain Heart Infusion - BHI) e incubadas
a 37°C por 24 horas (Mac FADDIN, 1976). Em sequéncia, acrescentaram-Se aos tubos de
ensaio, 0,5 mL de plasma de coelho diluido a 1:3 em solucéo de cloreto de sodio a 0,85%
esterilizado. Em seguida os tubos foram agitados e levados ao banho-maria a 37 °C com
leitura realizada ap6s uma, duas, trés, quatro e 24 horas (GARCIA et al.,1980). O
resultado foi considerado positivo ao constatar a coagulacao do plasma (Figura 8).
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Figura 8. Teste de coagulase livre em tubo a-Tubos de ensaio contendo o caldo de
infusdo de cérebro e plasma de coelho ao banho-maria b- Tubos de ensaio apds 24

horas sem formacéo de coagulo.
Fonte: Arquivo Pessoal, Moura, J. W. F. (2015)

5.4 Teste de Voges-Proskauer

Para verificar a producdo da acetoina a partir da glicose, inoculou-se uma algada
contendo estafilococos da cultura do BHI em caldo MRVP (Methyl-red VVoges-Proskauer
Broth) e incubou-se a 37 °C por 48 h. Em seguida foram adicionados 0,6 mL de uma
solugdo de o—naftol a 5% e 0,2 mL de hidroxido de potassio a 40% (reativo de Barrit) em
cada tubo. Apds agitacdo, foram mantidos por 15 minutos em temperatura ambiente para
a realizacdo da leitura, sendo positivo aqueles que apresentaram coloragédo vermelha
(Figura 9) (Mac FADDIN, 1976).

Figura 9. Resultado negativo nos tubos laterais e positivo (coloracdo vermelha) no

tubo central para o teste de Voges-Proskauer.
Fonte: Arquivo Pessoal, Moura, J. W. F. (2015)

6. Andlise estatistica
Para a comparacgdo das médias das varidveis logio (CCS eletronica) e logio (CCS
microscopica) foi realizada andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
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teste F para racas e Tukey para o periodo. Avaliou-se também a correlacdo entre estas
variaveis, utilizando a correlacéo de Pearson. Considerou-se um nivel de significAncia de
5%. Um modelo de regressao linear foi usado para avaliar a concordancia entre a CCS
automatica e microscopica. O software estatistico utilizado para as analises foi 0 SAS 9.2
(2009).

A sensibilidade dos testes diagnosticos foi definida como a proporcdo dos
verdadeiros positivos entre todos os doentes, a especificidade como a proporcdo dos
verdadeiros negativos entre todos os sadios, e a eficiéncia ou acurdcia como a
proporcdo de acertos do teste diagnostico (MEDRONHO e PEREZ, 2002). Foram
elaboradas tabelas de acordo com o0 modelo proposto na Tabela 1, sendo possivel calcular
as caracteristicas de cada teste diagnostico estudado, considerando 0 exame

microbiol6gico como o padréo-ouro, de acordo com 0 mencionado a seguir:

Tabela 1. Possiveis resultados para um teste de diagnostico

Teste Doenca
Presente Ausente Total
Positivo a - b . a+h
(Verdadeiro positivo) (Falso positivo)
Negativo c , d . c+d
(Falso negativo) (Verdadeiro negativo)
Total a+c b+d a+b+c+d

Thrusfield (1995).

Se= Valor positivo x 100
Valor positivo + Falso negativo

Es = Valor negativo x 100
Valor negativo + Falso positivo

VPP = Real positivo x 100
Real positivo + Falso positivo

VPN = Real negativo x 100
Real negativo + Falso negativo

Ac = Real positivo + Real negativo x 100
a+b+c+d
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RESULTADOS E DISCUSSAO

7 Contagem células somaticas
7.1 Método Microscopico

Para o método microscépico, considerado o padréo de referéncia para o leite de
cabra, a média geométrica foi de 350.000 CS/mL. Esses resultados corroboram com os
obtidos por Souza et al. (2015) em experimento conduzido na regido de Sobral-CE, que
obtiveram 499.000 CS/mL e Machado (2013), que obteve valores de 196.000 CS/mL.
Monte et al. (2015) ao analisar em amostras de leite caprino pelo método microscopico
utilizando o corante pironina-Y verde de metila de 135 unidades produtivas de base
familiar no Cariri paraibano, obtiveram valores superiores ao do presente experimento,
com média de 2.554.000 CS/mL.

Ao analisar a CCS do leite pelo método microscopico, verificou-se que do total de
232 amostras de leite, 159 (68,5%) apresentaram médias inferiores a 1.000.000 CS/mL e
73 (31,5%) superiores a 1.000.000 CS/mL, valores considerados como ponto de corte
para a definicdo de infecgdo intramamaéria, conforme recomendacdes de Paes et al. (2003),
uma vez que a legislacéo brasileira ndo estabelece esses valores.

Verificou-se que 159 amostras apresentaram contagens inferiores a 1.000.000
CS/mL, mas ao realizar o isolamento e identificacdo microbioldgica, constatou-se a
presenca de micro-organismos pertencentes ao género Staphylococcus spp. em 9 (6,0%)
e nas amostras com contagens superiores a 1.000.000 CS/mL, das 73 amostras 64 (88,8%)

ndo apresentaram isolamento (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo de Staphyloccocus spp. em numero absoluto e respectiva
porcentagem, encontradas no cultivo microbioldgico de amostras de leite de acordo com
a contagem de células somaticas pelo método microscépico

1 on: 7 .
Resultado CCS* microscopica

. P Acima de 1.000.000 Abaixo de 1.000.000
Microbiologico oS/mL CS/mL Total
Staphyloccocus spp. 9 (12,0%) 9 (6,0%) 18
Sem isolamento bacteriano
em meio Baird-Parker 64 (88,0%) 150 (94,0%) 214
TOTAL 73 159 232

! contagem de células sométicas

Das 159 amostras de leite analisadas pelo metodo microscopico que apresentaram
valores inferiores a 1.000.000 CS/mL, 94% ndo apresentaram isolamento microbiolégico.
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Apesar dos testes que se baseiam no conteudo celular no leite ndo serem viaveis para
monitorar a salde da glandula mamaria, a contagem microscopica tem sido preconizada
como a mais confiavel para a determinacao da CCS, por ser possivel a diferenciacao entre
as células somaticas, que séo responsaveis pela defesa do organismo na presenca de um
agente patogénico e entre os corpusculos citoplasmaticos, que sdo depositados no leite
devido ao processo natural de descamacdo das células epiteliais na espécie caprina
(LERONDELLE et al., 1992; ZENG et al., 1997; SANCHEZ et al., 1999; MACHADO,
2013).

7.2 Método Eletronico

A CCS obtida pelo método eletrdnico apresentou média geométrica de 765.000
CS/mL, valor inferior ao encontrado por Souza et al. (2015), que obtiveram média
geométrica de 983.000 CS/mL. Machado (2013) ao analisar amostras de leite de cabra de
10 propriedades no estado de S&o Paulo obteve média geométrica de 405.000 CS/mL.
Pesquisa conduzida por Neves et al. (2010), com 261 amostras de leite de cabra
observaram média geométrica de 1.390.000 CS/mL, superiores aos achados do presente
trabalho.

Tangorra et al. (2010) ao analisarem amostras de leite de um grupo de oito cabras
da raca Saanen observaram que a média para CCS eletronica durante a lactacdo das
metades mamarias infectadas foram superiores quando comparada com as saudaveis,
966.000 e 500.000 CS/mL, respectivamente.

Das 225 amostras de leite analisadas pelo método eletrénico no presente estudo,
verificou-se 122 (54,2%) inferiores a 1.000.000 CS/mL e 103 (45,8%) superiores a
1.000.000 CS/mL (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicdo de Staphyloccocus spp. em numero absoluto e respectiva
porcentagem, encontradas no cultivo microbioldgico de amostras de leite de acordo com
a contagem de células somaticas pelo método eletrdnico

Resultado CCS! eletronica
Microbioldgico Acima de 1.000.000 CS/mL  Abaixo de 1.000.000 CS/mL Total
Staphyloccocus spp. 14 (13,5%) 4 (3,2%) 18
Sem isolamento
bacteriano em meio 89 (86, 5%) 118 (96,7 %) 207
Baird-Parker
TOTAL 103 122 225

contagem de células somaticas
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Verificou-se que em 122 amostras apresentaram contagens inferiores a 1.000.000
CS/mL, mas ao realizar o isolamento e identificacdo microbioldgica, utilizando 0 meio
de cultura Baird-Parker, constatou-se a presenca de micro-organismos pertencentes ao
género Staphylococcus spp. em 4 (3,2%). Nas amostras com contagens superiores a
1.000.000 CS/mL, das 103 amostras, 14 (13,5%) apresentaram isolamento, totalizando
18 amostras (Tabela 3).

Foi possivel identificar a presenca de micro-organismos pertencentes ao género
Staphylococcus spp. em 18 amostras de leite dentre as 225 amostras coletadas, e ao
realizar a CCS pelo método eletrénico, 14 amostras com isolamento microbiolégico
apresentaram valores superiores a 1.000.000 CS/mL enquanto que 4 amostras com
isolamento microbiolégico apresentaram valores inferiores a 1.000.000 CS/mL.

Das 122 amostras de leite analisadas pelo método eletrénico que apresentaram
valores inferiores a 1.000.000 CS/mL, 96% nao apresentaram isolamento microbioldgico,
valor considerado satisfatorio para identificar animais saudaveis, podendo ser utilizado
na triagem dos animais e auxiliar o produtor na tomada de decisoes.

Das 232 amostras analisadas, 54 (23,3%) apresentaram contagens inferiores a
800.000 CS/mL, valor segundo Leitner et al. (2008), indicativo de um leite de alta/boa
qualidade, 124 (53,5%) abaixo de 1.500.000 CS/mL indicando leite de média qualidade
e 54 (23,5%) demonstraram baixa qualidade do leite, com contagens superiores a
1.500.000 CS/mL. Leite de cabra com menos de 400.000 CS/mL indica auséncia de
ocorréncia de infeccdo intramamaria, sendo considerado ideal, porém, dificilmente obtido
na préatica.

A CCS eletronica quando realizada em equipamentos calibrado com leite de vaca
superestima os valores quando comparado ao método microscopico. No presente trabalho
o aparelho eletrdnico superestimou 2,2 vezes a CCS microscépica. Esse resultado
corroborou com os valores obtidos por Souza et al. (2015), ao analisarem 240 amostras
de leite, pelo método microscépico x eletronico, utilizando aparelho Combi 2500
(Bentley Instruments, Chaska, MN, EUA). Esses autores verificaram que o aparelho
superestimou aproximadamente 2 vezes a CCS microscopica. Machado (2013), ao
analisar CCS de 513 metades mamarias verificou que o Somacount 300® calibrado para
0 leite bovino superestimou em 2,1 vezes a CCS microscopica, valores semelhantes ao
obtido no presente estudo.

A contagem de células somaéticas pelo método eletrbnico ainda € muito discutida

por conta da diferenca nos valores encontrados quando comparado ao método



56

microscopico, porém, observa-se correlagdo positiva entre os dois métodos. No presente
trabalho a CCS eletronica apresentou correlagdo positiva de r=0,88 com a CCS
microscopica.

Machado (2013) ao determinar a associagdo entre CCS automatica e microscopica
observou correlacdo de r=0,95. Trabalho realizado por Arcuri et al. (2004), utilizando 86
cabras das racas Saanen e Toggenburg de um criatorio localizado no Municipio de
Coronel Pacheco-MG ao correlacionar a CCS pelo método eletrdnico e microscépico,
obtiveram uma curva de estimacao linear de r=0,98.

No presente trabalho observou-se elevada associacdo entre a CCS automaética e
microscopica (R?>= 0,77; P=<0,0001), com equacdo linear de previsio para CCS
microscopica, utilizando os valores da CCS automatica de y=1,1588x — 1,2932. (Grafico
1). Essa equacdo indica que € possivel estimar o valor para CCS microscépica a partir da
CCS eletronica e estabelecer um fator de correcdo que corrija a superestimacdo pelo

método eletrdnico.

CCS eletrdnica(logl0CS/mL)

- »=11588x ~1,2932
- R =0,7768

T T T T T T T
4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0
CCS microscdpica (log10 CS/mL)

Graéfico 1. Regressao linear entre a CCS automatica e microscopica.

Fit O 95% Confidence Limits ------ 95% Prediction Limits

Segundo Madureira (2006), a técnica de coloracdo € trabalhosa e pouco utilizada
nos laboratdrios de rotina, pois se trata de um teste oneroso, que leva tempo e esta sujeito
a erros, com isso, tem sido estudada uma equagéo capaz de estimar a CCS pelo método
microscopico por meio da CCS pelo método eletrdnico como uma possivel solugdo, uma

vez que é perceptivel correlagdo alta entre os dois testes.
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No inicio da lactacdo, compreendido entre os meses de outubro e novembro 2015,
os valores encontrados para CCS eletronica foram significativamente inferiores, seguido
de um aumento nos meses de dezembro de 2015, janeiro e fevereiro de 2016, e uma
reducdo no més de margo de 2016. As médias obtidas para os animais da ragca Saanen
foram superiores tanto para a CCS eletronica quanto para CCS microscopica quando
comparadas aos animais da raga Anglo Nubiano, conforme dados apresentados na Tabela
4,

Tabela 4. Contagem de células sométicas pelo método eletrénico e microscdpico no leite
de cabras de diferentes racas e periodo de lactacdo

- Células Somaticas/mL
Analises

Eletronica Microscopica
Raca
Saanen 2.100.0007 2.000.0002
Anglo Nubiano 1.400.000° 1.200.000°
CV(%) 117,86 176,48
Periodo
Out/15 700.000° 600.000°
Nov/15 600.000° 300.000°
Dez/15 1.700.000°° 1.400.000°
Jan/16 3.600.000? 3.900.000?
Fev/16 2.300.000° 2.000.000°
Mar/16 1.500.000°¢ 1.200.000°
CV(%) 117,86 176,48

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste Tukey Pr<0,001

O estéagio de lactacdo influenciou os valores determinados para CCS pelos métodos
eletrbnicos e microscépicos (Tabela 4). Comportamento semelhante foi observado por
Vilanova et al. (2008), ao analisarem o leite de cabra durante os meses de dezembro,
janeiro, fevereiro e marco. Os valores encontrados para CCS foram de 233.000,
1.059.000, 789.000, 500.000 e 685.000 CS/mL respectivamente, observando que o0s
meses correspondentes ao estigio intermediario da lactacdo (janeiro e fevereiro)
apresentaram valores mais elevados. Madureira et al. (2006) utilizando o método
eletronico observaram para a fase inicial 160.000 CS/mL de leite, seguido de aumento
significativo na fase intermediéria e final da lactacdo, com média de 508.000 e 278.000
CS/mL, respectivamente.

Observa-se ainda, que as CCS aumentaram significativamente durante o inicio da

estacao chuvosa, compreendido nos meses de janeiro e fevereiro de 2016, periodo em que
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ocorreu precipitacdo pluviometrica de 226 e 104 mm na regido de Sobral-CE
(FUNCEME, 20186).

Em estudo realizado por Zaninelli et al. (2015), analisando a CCS entre os dias 0
(zero) a 180 de lactacdo observaram que durante o estagio médio e final da lactacdo os
valores aumentaram significativamente se comparados ao inicio da lactacdo, com valores
para o estagio inicial, médio e final de 5,19 + 0,04 [logCCS], 5,46 + 0,04 [logCCS] e 5,59
+ 0,04 [logCCS], respectivamente.

8 Teste de diagnostico

Quando se utiliza um teste de diagnostico é de fundamental importancia saber a
probabilidade de que um animal com resultado positivo seja realmente infectado, bem
como um animal com resultado negativo seja de fato, ndo infectado.

Sabendo-se que o valor preditivo dos testes avaliados no presente estudo foi afetado
pela sensibilidade, especificidade e prevaléncia baixa da mastite subclinica de 8% no
rebanho, verificou-se que a Contagem de Células Somaticas pelo método microscopico e
eletronico identificou corretamente os verdadeiros positivos, 12,3% e 13,6%,
respectivamente (Tabela 5).

O teste da CCS microscopica em relacdo ao isolamento bacteriano utilizando o
meio de cultura Baird-Parker apresentou sensibilidade de 50,0%, especificidade de
70,1%, VPP de 12,3%, VPN de 94,3% e acuracia de 68,5%. E para o método eletrénico,
verificou-se sensibilidade de 77,7%, especificidade de 57,0%, VPP de 13,6%, VPN de
96,7% e acuracia de 56,9% (Tabela 5).

Tabela 5. Sensibilidade (SE), especificidade (ES), valor preditivo positivo (VPP) e valor
preditivo negativo (VPN) e acuracia (AC) dos testes utilizados para o diagnostico da
mastite subclinica caprina

Testes SE (%) ES (%) VPP (%) VPN (%)  AC (%)
CCS microscépico 50,0 70,1 12,3 94,3 68,5
CCS eletronico 77,7 57,0 13,6 96,7 56,9

Quando a prevaléncia da doenca € baixa os testes tendem a apresentar VPP baixo e
VPN alto. No presente estudo, por ter sido realizado em um rebanho experimental
localizado em apenas uma regido de Sobral deduz-se que os testes avaliados ndo foram
eficientes em diagnosticar animais com mastite subclinica, porém, é possivel observar

que o VPN para os testes CCS microscopico e CCS eletronico apresentaram VPN alto,
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podendo ser utilizados como teste de triagem para animais suspeitos de infeccao
intramamaria, reduzindo os custos com o exame microbioldgico.

Machado (2013), utilizando ponto de corte de 1.000.000 CS/mL obteve para o teste
de CCS microscopica sensibilidade, especificidade, VPP e VPN de (30%, 85%, 70% e
52%, respectivamente), ressaltando, portanto, a importancia do teste para o diagnostico.

Em trabalho realizado por Diaz et al. (2011), ao analisar o teste da CCS

eletronica em trés fazendas diferentes (F1, F2 e F3), adotando valor de 1.000.000 CS/mL
como ponto de corte obtiveram sensibilidade e especificidade para F1 (87% e 80%), F2
(62% e 75%) e F3 (58% e 90%), respectivamente.

Em estudo realizado por Romero et al. (2012), ao adotar o ponto de corte 300.000
CS/mL para a CCS eletrbnica, a sensibilidade e especificidade foram de 85,0% e 65,0%
respectivamente, e observaram que amostras contendo 2.400.000 e 800.000 CS/mL
apresentaram infeccdo intramamaria, enquanto que, até o limite de 315.000 CS/ mL as

glandulas mamarias eram saudaveis.
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CONCLUSOES

A Contagem de Células Somaticas (CCS) pelo método microscopico utilizando
o0 corante pyronina Y-verde de metila é mais confiavel, porém é um método demorado,
trabalhoso, de alto custo laboratorial.

Os métodos de Contagem de Células Somaticas (CCS) analisados apresentam
alta correlacdo linear crescente entre si, permitindo estabelecer uma equagéo linear de
previsdo para CCS microscopica a partir da CCS pelo método eletrénico.

A alta associacao entre os dois testes indica que é possivel estabelecer um fator
de correcdo que corrija a superestimacdo da Contagem de Células Somaticas (CCS) pelo
método eletronico.
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CAPITULO 3

CARACTERISTICAS CELULARES DO LEITE DE CABRAS
LEITEIRAS POR MEIO DA REALIZACAO DA PROVA DO CMT, TEOR DE
CLORETOS, CONDUTIVIDADE ELETRICA, pH EM RELACAO AO
ISOLAMENTO DE Staphylococcus spp.
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RESUMO

Atualmente existem testes diagnosticos eficientes que detectam a mastite subclinica em
bovinos, porém, para caprinos esses métodos ainda sdo controversos por apresentarem
resultados falso-positivos, sendo necessario, portanto, estudos para inferir confiabilidade
aos resultados obtidos para confirmagdo da enfermidade. Foram coletadas amostras de
leite mensais durante seis meses, de 20 cabras das racas Saanen (n=9) e Anglo Nubiana
(n=11). As coletas foram realizadas individualmente, por teto, totalizando 232 amostras
de leite, nas quais foram realizadas pesquisa de Staphylococcus spp., teste de
condutividade elétrica (CE), pesquisa do teor de cloretos e pH. Usou-se um delineamento
inteiramente casualizado e as médias foram comparadas pelo Teste F a 5% para racas e
Tukey a 5% para o periodo. Para sensibilidade dos testes diagndésticos foi definida como
a proporcao dos verdadeiros positivos entre todos os doentes, a especificidade como a
propor¢do dos verdadeiros negativos entre todos os sadios, e a eficiéncia ou acuracia
como a proporc¢ao de acertos do teste diagnostico. O teste CMT apresentou sensibilidade
de 61,1% e especificidade de 43%, ndo sendo portanto, recomendado para o diagndstico
da mastite. O teste de CE apresentou VPN de 100%, valor considerado alto, ou seja, 0
teste também foi capaz de identificar 100% dos animais verdadeiramente sadios,
indicando que pode ser recomendado como prova de triagem para mastite subclinica. A
prevaléncia de mastite subclinica causada por estafilococos coagulase-negativa foi de 8%.
Os resultados encontrados para o teste de cloretos apresentaram sensibilidade de 88,8%
e especificidade de 9,3%, as 210 amostras analisadas que apresentaram média superior a
0,221, 194 (92,0%) ndo apresentaram isolamento microbiol6gico, ndo sendo portanto
eficiente em identificar cabras com mastite subclinica. O pH foi superior nas amostras
com isolamento bacteriano, independente da raca.

Palavras-Chave: Cabra leiteira; Estafilococos coagulase-negativo; Estafilococos
coagulase-positivo; Mastite subclinica
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CELLULAR CHARACTERISTICS OF MILK OF DAIRY GOAT BY
MEANS OF THE REALIZATION OF THE CMT TEST, CONTENT OF
CHLORIDES, ELECTRICAL CONDUCTIVITY, pH IN RELATION TO THE
INSULATION OF Staphylococcus spp.

ABSTRACT

Nowadays there are efficient tests that detect subclinical mastitis in bovine, but, for goats
the diagnosis is still controversial to present false positive result, Therefore, it is necessary
to evaluate the available tests to infer reliability to the diagnosis of the disease. Monthly
samples were collected for six months, of 20 goats of the Saanen (n = 9) and Anglo
Nubian (n = 11). The sample were performed individually, per ceiling, totaling 232 milk
samples, in which were research of Staphylococcus spp., electrical conductivity test,
content of chlorides and pH,. Has been used a completely randomized design and the
average compared by test F 5% to race and Tukey 5% to period. A linear regression model
was used to evaluate the concordance between SCC electronic and microscopic. For the
sensitivity of diagnostic tests was defined as the proportion of true positives among all
sick, and specificity as the proportion of true negatives among all healthy, and the
efficiency or accuracy as the proportion of the successes of diagnostic test. The CMT test
showed a sensitivity of 61.1% and specificity of 43%, not being recommended for the
diagnosis of mastitis. The EC test showed 100% NPV, considered high value, that is, the
test was able to identify 100% of truly healthy animals, indicating that it may be
recommended screening for subclinical mastitis. The prevalence of subclinical mastitis
caused by Staphylococcus coagulase-negative was 8%. The results found for the chlorides
test showed sensitivity of 88.8% and specificity of 9.3%, the 210 analyzed samples that
presented an average higher than 0.221, 194 (92.0%) didn't present microbiological
isolation, being therefore not efficient in identifying goats with subclinical mastitis. the
pH was higher in samples with bacterial isolation, independent of race.

Key words: Dairy goat; Staphylococcus coagulase-negative; Staphylococcus coagulase-
positive; subclinical mastitis
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INTRODUCAO

A mastite € uma doenca infectocontagiosa causada por micro-organismos
patogénicos que afetam a saude da glandula mamaria e provocam alteracfes macro e
microscopica no leite.

A classificacdo da mastite pode ser dada de acordo com grau de infeccdo, em clinica
e subclinica. A clinica € caracterizada por apresentar sintomas visiveis no Ubere do animal
como edema, dor, rubor e aumento da temperatura e alteragGes no leite, como, presenca
de grumos, pus, sangue e alteracdo na cor (COSTA, 1998). Ja a mastite subclinica, so €
possivel ser detectada por meio de testes laboratoriais.

A mastite clinica caprina é causada principalmente por Staphylococcus aureus e em
casos subclinico da doenca, por estafilococos coagulase-negativos (ECN) (FASULKOV
etal., 2015).

Segundo Bianchini et al. (2010), independente da regido ou pais, a mastite
subclinica caprina apresenta 0 mesmo padrdo em casos de infecgdo intramamaria, sendo
o Staphylococcus spp o principal agente causador da doenga.

Em estudo conduzido por Salaberry et al. (2015), utilizando placas de Petri
contendo agar-sangue de carneiro (5%), das 226 amostras de leite proveniente de sete
propriedades de caprinos leiteiros, 122 amostras apresentaram multiplicagcdo bacteriana,
e dessas, 110 (90,2%) foram identificadas como Staphylococcus spp., sendo 90 (73,8%)
coagulase-negativa e 20 (16,4%) coagulase-positiva, nove (7,4%) Corynebacterium spp.
e trés (2,5%) Streptococcus spp.

Contreras et al. (2007), relataram que infec¢Bes intramamarias causadas por S.
aureus necessitam de maior atengdo por causarem danos a saude dos animais e prejuizo
na producdo, serem resistentes aos antibioticos, possuirem alta patogenicidade e
apresentar implicacdes importantes em saude puablica, tendo em vista que produzem
toxinas que podem ser excretadas no leite e permanecer estaveis nos produtos destinados
aos consumidores, caracterizando quadros de intoxicacdo alimentar (FAGUNDES e
OLIVEIRA, 2004).

Durante o processo inflamatorio da glandula mamaria ocorre a destruicdo das
junces celulares e do sistema bomba ativa, aumentando a permeabilidade dos vasos

sanguineos e permitindo que a taxa de passagem de ions de cloretos presentes no sangue
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seja maior que o normal, ocasionando mudancas na composicao fisico-quimica do leite
(WEGNER e STUUL, 1978; DELLA LIBERA et al., 2011).

Por meio de testes sensiveis aos ions de cloreto é possivel detectar os animais que
apresentam mastite subclinica, uma vez que o aumento da presenca de cloretos no leite
estd associado ao quadro de infeccdo intramamaria. Quando a presenca de cloreto de
sodio estd acima de 0,2% € um indicativo de mastite subclinica (BARCELLOS, SILVA
e MARQUES JUNIOR, 1987).

O aumento da concentracdo dos ions de Na*e CI e reducdo de K*, decorrente da
infeccdo intramamaria, influencia na condutividade elétrica e pH do leite, tornando-o
mais alcalino, uma vez que o aumento de cloro eleva o pH para valores préximos de 7
(sete), leite tipico alcalino, sendo considerado como indicativo de mastite subclinica
(CALLEFE e LANGONI, 2015).

Segundo os padrdes estabelecidos pela legislacdo brasileira, para o leite de cabra
fresco admite-se pH ligeiramente &cido, em torno de 13 a 18 °Dornic, expresso em pH
6,5 a 6,8 respectivamente (BRASIL, 2000).

A avaliagdo microbioldgica ¢ considerada “padrdo-ouro” por ser o melhor teste
para o diagndstico da mastite subclinica caprina, pois varios agentes etiolégicos podem
causar a doenga e a presenca de micro-organismos no leite € um indicativo de infeccdo
intramamaria (CONTRERAS et al., 2007). Por ser um método oneroso e demorado, que
depende de laboratério, testes capazes de identificar alteracbes no leite estdo sendo
estudados para avaliar a confiabilidade para o diagnostico da doenca em casos de mastite
subclinica caprina.

Tendo em vista a escassez de informagdes para o diagnostico da mastite subclinica
caprina, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a validade preditiva dos testes
California Mastitis Test (CMT), teor de cloretos, condutividade elétrica (CE) e pH em
relacdo ao isolamento de Staphylococcus spp. para o diagnostico da mastite subclinica

caprina.
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MATERIAL E METODOS

1 Selecéo dos animais e coleta das amostras de leite

O experimento foi conduzido na Embrapa Caprinos e Ovinos localizada a 4 Km de
Sobral-CE, durante o periodo de outubro de 2015 a margo de 2016, utilizando 20 cabras
das racas Saanen (n=9) e Anglo Nubiana (n=11) (Figura 1), criadas em condicGes de
manejo semi-intensivo com periodos de pastejo na caatinga em pasto de capim graméo,
alimentadas no cocho com feno de capim tifton e suplementadas com concentrado
formulado para atender as exigéncias nutricionais dos animais em lactacdo segundo
recomendado pelo NRC (1981), concentrado formulado a base de milho, soja, célcio e

fésforo, ofertado 440 g de racdo por animal ao dia durante todo o experimento.

Figura 1. Animais da raca Saanen e Anglo Nubiana utilizados no experimento.
Fonte: Arquivo Pessoal, Moura, J. W. F. (2015)

Apos a parigdo foram aguardados 40 dias para o inicio das coletas, respeitando os
trés estagios de lactacdo distintos: inicial (40 dias pés-fase colostral), intermediario (cerca
de 100 dias intermediarios) e final (40 dias antes da secagem) (GUIMARAES et al.,
1989).

Mensalmente, na ordenha da manha, depois da realizacdo do exame clinico da
glandula mamaéria, teste da Caneca Telada e da prova do CMT e a limpeza dos tetos com
algoddo embebido no alcool etilico 70% (v/v) em todos os animais, foram colhidas
amostras de leite de cada metade mamaria, sendo um frasco estéril para o exame
microbiologico e um frasco para deteccdo do teor de cloretos, pH, CE, perfazendo 80
amostras durante a fase inicial, 76 amostras na fase intermediaria e 76 amostras na fase

final, totalizando 232 amostras de leite durante todo o experimento. No més de janeiro
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uma cabra da raca Anglo Nubiana secou e uma amostra da raca Saanen se perdeu. Para a
coleta das amostras seguiram-se os procedimentos recomendados pelo National Mastitis
Council (1996) (OLIVER et al., 2004).

Durante a ordenha foram aplicadas as Boas Praticas Agropecuarias (BPA) visando
melhorar as condicGes sanitarias dos animais. Para isso adotou-se:

- Higienizacdo adequada das maos dos ordenhadores, assim como dos

equipamentos, utensilios e instalacdes;

- Foi estabelecida uma linha de ordenha;

- Realizacao do teste da caneca telada do fundo escuro;

- Antissepsia dos tetos pré ordenha (Pré-dipping) usando uma solucéo desinfetante

com iodo a 0,5%;

- Ap0s as coletas todas as fémeas foram conduzidas até a sala de ordenha para

retirada do leite por meio da ordenha mecanica e encaminhadas para o alojamento.

- Antissepsia dos tetos pds ordenha (P6s-dipping) com uma solucdo desinfetante a

base de iodo e glicerina;

- O concentrado foi fornecido ap6s a ordenha para manter os animais em pé,

evitando a entrada de micro-organismos para a glandula mamaria.

2 Exame clinico da glandula mamaria, teste da caneca telada e antissepsia dos tetos
antes da ordenha

O exame clinico da glandula mamaria foi realizado para o diagnéstico da mastite
clinica por meio da inspecdo e a palpacdo das metades mamarias no momento da
antissepsia dos tetos, na pré-ordenha, observando-se altera¢cbes como aumento de volume,
presenca de dor, aumento de temperatura e rubor.

Para a higienizacdo dos tetos foi utilizado uma solucéo contendo iodo a 0,5% com
0 auxilio do copo sem retorno. Cada teto foi enxugado com papel toalha. E, em seguida,
foram coletados os trés primeiros jatos na caneca telada do fundo escuro para observar a
presenca de grumos, pus ou sangue (Figura 2) (RADOSTITS et al., 2002). Caso fosse
diagnosticado algum animal com mastite clinica, seria tratado, porém néo participaria do

estudo.
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Figura 2. Teste da caneca telada.
Fonte: Arquivo Pessoal, Moura, J. W. F. (2015)

3 Realizagéo do California Mastitis Test (CMT)

Apobs o teste da caneca de fundo escuro foram colhidos aproximadamente 2 mL de
leite de cada metade da glandula mamaria em cada reparticdo circular da bandeja plastica,
escoando o excesso de leite por meio da inclinacdo da bandeja, e em seguida adicionado
a mesma quantidade de reagente utilizando uma pisseta evitando a formacéo de espuma.
A homogeneizagdo ocorreu por meio de movimentos circulares entre 10 a 15 segundos,
seguido da interpretacéo do teste (SCHALM e NOORLANDER, 1957).

Foram consideradas positivas as misturas (leite + reagente) que apresentaram
evidente formacé&o de gel viscoso, acompanhado ou ndo da coloragao roxa e negativo para
as misturas que nao se alteraram, ou seja, que ndo apresentaram evidéncia de viscosidade
(Figura 3) (HIPOLITO et al., 1965).

Figura 3. Reacéo positiva ao CMT.
Fonte: Arquivo Pessoal, Moura, J. W. F. (2015)
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4 Teor de cloretos

Para o procedimento pipetou-se 10 mL de leite em um béquer de 50 mL e
adicionou-se 5 gotas de cromato de potéassio a 5%. Apds prévia homogeneizacédo, as
amostras de leite foram submetidas a analise quantitativa do teor de cloretos pela técnica
de titulacdo pelo nitrato de prata 0,1N.

O principio da prova consiste na reacdo do nitrato de prata com ions cloreto
presentes no leite, formando sal de prata. O excesso de ions de prata produz, com o
indicador cromato de potéssio, um complexo de coloracéo alaranjado-escuro (AMARAL
etal., 1988).

O volume utilizado de nitrato de prata durante a titulacdo da amostra de leite foi
multiplicado pelo fator 0,0355 que corresponde ao peso molecular do cloreto no NaCl,
para calcular a concentracdo do teor de cloretos presente nas amostras (Figura 4)
(MORITA e ASSUMPCAO, 1972).

Figura 4. Teste de cloretos em leite de cabra: a - Titulagdo da amostra de leite b -

coloracéo alaranjado-escuro apos a titulagdo como indicador de excesso de ions de prata.
Fonte: Arquivo Pessoal, Moura, J. W. F. (2015)

5 pH e Condutividade Elétrica (CE)

Para a realizagdo do teste foram coletados 20 mL de leite de cada metade mamaria
em tubos falcon, destes, 10 mL foram utilizados para analise do pH e 10 mL para o teste
da CE. Para verificar o pH utilizou-se um eletrodo acoplado ao analisador ultrassonico
de leite - Lactoscan SA (Entelbra). Simultaneamente, foi realizado o teste de CE por meio
do sensor integrado ao sistema e os resultados mensurados em miliSiemens (mS) por

meio do aparelho Lactoscan SA (Figura 5).
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Figura 5. Lactoscan SA para os testes pH e CE.
Fonte: Arquivo Pessoal, Moura, J. W. F. (2015)

6 Isolamento das estirpes de Staphylococcus spp.

O isolamento das estirpes de Staphylococcus spp. do leite foi considerado como o
teste padréo para determinacéo da acuracia dos demais testes de diagnoésticos realizados,
uma vez que a presenca desses micro-organismos esta associada a infeccao intramamaria
caprina (CONTRERAS et al., 2007).

As amostras foram colhidas de acordo com os procedimentos recomendados pelo
National Mastitis Council (1996) (OLIVER et al., 2004). Apds a colheita as amostras
foram identificadas e acondicionadas em uma caixa de material isotérmico contendo gelo
reciclavel e transportadas ao Laboratério de Microbiologia da Embrapa Caprinos e

Ovinos.

6.1 Identificacéo e isolamento das estirpes de Staphylococcus spp.

Foi alcado 0,01 mL de cada amostra de leite e estriado nas placas de Petri contendo
0 meio Agar Baird-Parker com Telurito de potassio e incubado por 24 a 48 horas em
estufa microbiologica a 37°C (Figura 6) (BAIRD-PARKER, 1990). A seguir, foram
preparados esfregagos e corados pelo método de Gram e as culturas que apresentaram
forma de cocos Gram-positivo sob a forma de cachos de uva foram submetidas as provas
de catalase, coagulase livre e de producdo de acetoina (VP) (Mac FADDIN, 1976).
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Figura 6. Coldnias de Staphylococcus spp., em meio agar Baird-Parker.
Fonte: Arquivo Pessoal, Moura, J. W. F. (2015)

6.2 Teste da catalase

Realizou-se um esfregaco com uma alcada de cultivar em uma lamina de vidro
limpa e adicionou-se uma gota de peroxido de hidrogénio (H202) a 3%. As estirpes que
apresentaram imediata formacdo de bolhas (liberacdo de gas) foram consideradas
positivas (Figura 7) (Mac FADDIN, 1976).

by
Figura 7. Teste da catalase em colbnias isoladas.
Fonte: Arquivo Pessoal, Moura, J. W. F. (2015)

6.3 Teste da coagulase livre em tubo

As colonias isoladas no meio Baird-Parker foram inoculadas em tubos de ensaio
contendo o caldo de infusdo de cérebro coracdo (Brain Heart Infusion - BHI) e incubadas
a 37°C por 24 horas (Mac FADDIN, 1976). Em sequéncia, acrescentaram-se aos tubos de
ensaio, 0,5 mL de plasma de coelho diluido a 1:3 em solug&o de cloreto de sodio a 0,85%
esterilizado. Em seguida os tubos foram agitados e levados ao banho-maria a 37 °C com
leitura realizada apds uma, duas, trés, quatro e 24 horas (GARCIA et al.,1980). O
resultado foi considerado positivo ao constatar a coagulagdo do plasma (Figura 8).
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Figura 8. Teste de coagulase livre em tubo a-Tubos de ensaio contendo o caldo de
infusdo de cérebro e plasma de coelho ao banho-maria b- Tubos de ensaio apds 24

horas sem formag&o de coagulo.
Fonte: Arquivo Pessoal, Moura, J. W. F. (2015)

6.4 Teste de Voges-Proskauer

Para verificar a producdo da acetoina a partir da glicose, inoculou-se uma algada
contendo estafilococos da cultura do BHI em caldo MRVP (Methyl-red VVoges-Proskauer
Broth) e incubou-se a 37 °C por 48 h. Em seguida foram adicionados 0,6 mL de uma
solugdo de o—naftol a 5% e 0,2 mL de hidroxido de potassio a 40% (reativo de Barrit) em
cada tubo. Apés agitacdo, foram mantidos por 15 minutos em temperatura ambiente para
a realizacdo da leitura, sendo positivo aqueles que apresentaram coloracdo vermelha
(Figura 9) (Mac FADDIN, 1976).

Figura 9. Resultado negativo nos tubos laterais e positivo (coloracdo vermelha) no

tubo central para o teste de VVoges-Proskauer.
Fonte: Arquivo Pessoal, Moura, J. W. F. (2015)

7 Analise estatistica

As variaveis quantitativas foram submetidas aos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett,
a fim de serem verificados os pressupostos da normalidade e homogeneidade,
respectivamente. As associagdes entre 0s testes microbiol6gicos no meio Baird-Parker e
CMT foram avaliadas pelo teste ndo paramétrico de Qui-quadrado.
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Para a comparacdo das médias das variaveis Cloretos, Condutividade, pH, entre
0s grupos POSITIVO e NEGATIVO do CMT e do Microbioldgico foi realizada analise
de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste F para racas e Tukey para o

periodo. Considerou-se um nivel de significancia de 5%. O software estatistico utilizado

para as analises foi 0 SAS 9.2 (2009).

A sensibilidade dos testes diagnosticos foi definida como a proporcdo dos

verdadeiros positivos entre todos os doentes, a especificidade como a proporcdo dos

verdadeiros negativos entre todos os sadios, e a eficiéncia ou acurdcia como a
proporcdo de acertos do teste diagnostico (MEDRONHO e PEREZ, 2002). Foram

elaboradas tabelas de acordo com o0 modelo proposto na Tabela 1, sendo possivel calcular

as caracteristicas de cada teste diagnostico estudado, considerando 0 exame

microbiol6gico como o padréo-ouro, de acordo com 0 mencionado a seguir:

Tabela 1. Possiveis resultados para um teste de diagnostico

Teste Doenca
Presente Ausente Total
Positivo a - b . a+h
(Verdadeiro positivo) (Falso positivo)
Negativo c , d . c+d
(Falso negativo) (Verdadeiro negativo)
Total a+c b+d a+b+c+d

Thrusfield (1995).

Se = Valor positivo x 100
Valor positivo + Falso negativo

Es= Valor negativo x 100
Valor negativo + Falso positivo

VPP = Real positivo x 100
Real positivo + Falso positivo

VPN = Real negativo x 100
Real negativo + Falso negativo

Ac = Real positivo + Real negativo x 100
a+b+c+d
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RESULTADOS E DISCUSSAO

8 Isolamento Microbioldgico

Durante o periodo experimental ndo houve manifestacdo de mastite clinica nos
animais envolvidos na pesquisa.

Do leite avaliado, foram isoladas e identificadas 18 estirpes de Staphylococcus
spp.. Todas foram coagulase-negativas e catalase-positivas, e apenas uma foi positiva ao
teste de producdo de acetoina (VP). Todas as coldnias isoladas foram cocos gram-

positivas em formato de cachos de uva (Figura 10).
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Figura 10. Staphylococcus spp. Cocos gram-positivo em forma de cachos de uva.
Fonte: Arquivo Pessoal, Moura, J. W. F. (2015)

A ocorréncia de estafilococos coagulase negativas (ECN) é comum em casos de
mastite subclinica. Em estudo realizado por Gomes et al. (2014), o principal agente
etiologico associado a infeccdo intramamaria em cabras leiteiras também pertenceram ao
grupo ECN, sendo isolado em 90,5% das amostras de leite analisadas. Esses autores
também observaram a presenca de Corynebacterirum spp em 5,40% e Staphylococcus
aureus em 4,05% das amostras analisadas.

Os resultados obtidos nos exames microbiolégicos do presente estudo corroboram
com outros autores, que também encontraram maior frequéncia de ECN em casos de
mastite subclinica. Em estudo realizado por Salaberry et al. (2016), observaram que do
total de 214 amostras coletadas, 122 apresentaram multiplicacdo bacteriana, e dessas, 110
(90,2%) foram identificadas como Staphylococcus spp., sendo 90 (73,8%) ECN e 20
(16,4%) estafilococos coagulase positivo (ECP), nove (7,4%) Corynebacterium spp. e
trés (2,5%) Streptococcus spp, reforcando a importancia dos ECN em casos de mastite

subclinica caprina.
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Cavalcante et al. (2013), ao analisarem 61 amostras de leite, observaram maior
prevaléncia para Staphylococcus spp. (90,3%), sendo o S. aureus (29,5%) o agente mais
isolado, seguido de S. intermedius (26,2%), S. epidermidis (21,3%) e outros ECN
(14,7%). Também foram isolados Streptococcus spp. (4,9%), Micrococcus spp. (1,7%) e
Enterobacter spp. (1,7%).

Langoni et al. (2012), observaram que 0s micro-organismos mais isolados foram
0s S. aureus (34,6%), seguido pelo S. epidermidis (26%), Staphylococcus caprae (25%),
Streptococcus dysgalactiae (6,7%), Corynebacterium bovis (2,9%), Streptococcus uberis
(1,9%), Escherichia coli (1,9%) e Micrococcus spp. (1%).

Em analise realizada por Almeida et al. (2013), do total de 129 amostras de leite
74 (57,4%) apresentaram multiplicacdo microbioldgica, sendo o patégeno mais
prevalente o estafilococos coagulase-negativa, que ocorreu em 59 amostras (79,7%),
seguido de Streptococcus spp. em seis amostras (8%), Proteus vulgaris, Pseudomonas
spp. e E. coli em trés amostras (4%), estafilococos coagulase-positiva em duas amostras
(2,7 %) e Klebsiella spp. em uma amostra (1,3%).

9 Exame clinico da glandula mamaria e teste California Mastitis Test

O nUmero de amostras positivas ao CMT foram superiores nos meses entre
dezembro de 2015 e marco de 2016 (fase intermediaria e final da lactacdo), quando
comparado aos meses de outubro e novembro de 2015 (fase inicial da lactacédo) (Tabela
2).

Tabela 2. Reacdo ao California Mastitis Test das metades mamarias de cabras leiteiras
de diferentes racas em diferentes periodos de coleta

Coleta Anglo Nubiano (n=11) Saanen (n=9) Total

+ - + - + -
Out/2015 0 22 6 12 6d 342
Nov/2015 4 18 3 15 7¢d 332
Dez/2015 7 15 9 9 160cd 2420
Jan/2016 17" 3 13™ 3 30? 6°
Fev/2016 10" 10 13 5 232 15b¢
Mar/2016 4" 16 13 5 17b¢ 21b

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste Tukey P<0,001
*animais secaram
**amostras perdidas

Durante a fase inicial, entre os meses de outubro e novembro de 2015, 13 amostras
de leite foram positivas ao CMT e 67 negativas; na fase intermediaria, entre 0os meses de

dezembro de 2015 e janeiro de 2016, foram 46 amostras positivas ao CMT e 30 negativas;
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e na fase final, entre os meses de fevereiro e marco de 2016, foram 40 amostras positivas
ao CMT e 36 negativas (Tabela 2).

O alto indice de resultados falso-positivos se deve a forma de secrecdo de leite da
espécie caprina, que por ser apOcrina, € comum que ocorra a presenca de corpusculos
citoplasmaticos contendo fragmentos de nucleo e células de descamacdo que podem
influenciar na intensidade da reacdo (PAAPE e CAPUCO, 1997). Segundo Dulin et al.
(1982), a quantidade de células de descamacdo aumenta durante o declinio da curva de
lactacdo, elevando o indice de resultados falso-positivos ao teste CMT.

Do leite oriundo das metades mamarias avaliadas, 133 (57,3%) reagiu ao teste
CMT, contudo, em apenas 11 (8,0%) verificou-se a presenca de micro-organismos

pertencentes ao género Staphylococcus spp. (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicdo de Staphylococcus spp., em nUmero absoluto e respectiva
porcentagem, encontrados no cultivo microbioldgico seletivo no leite avaliado, de acordo
com o California Mastitis Test

Resultado CMT!? Total
Microbiol6gico Positivo Negativo
Staphyloccocus spp. 11 (8,0%) 7 (7,0%) 18
Sem isolamento bacteriano 0 0
no Baird-Parker 122(92,0%) 92 (93,0%) 214
TOTAL 133 99 232

1California Mastitis Test.

No presente estudo o teste CMT foi positivo para 133 amostras de leite, dessas, 11
(8,0%) apresentaram isolamento microbioldgico no meio Baird-Parker e 122 (92,0%) nédo
apresentaram isolamento. Sendo assim, resultados positivos ao teste CMT podem néo
estar necessariamente relacionados a infec¢do intramamaria, uma vez que os ECN séo 0s
principais agentes envolvidos em caso de mastite subclinica caprina.

Cavalcante et al. (2013), ao analisarem amostras de leite de 218 fémeas, verificaram
que 58 (26,6%) apresentaram resultado positivo ao CMT, as quais foram coletadas para
exame bacteriologico. Das 107 amostras de leite positivas ao teste, 61 (57,0%)
apresentaram multiplicacéo bacteriana e, apos correlacionar os resultados bacterioldgicos
encontrados com o total de fémeas positivas ao CMT, verificou-se que 82,7% estavam

com mastite subclinica.
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Verificou-se que em 99 amostras de leite negativas ao CMT, 7 (7,0%) apresentaram
isolamento microbioldgico no meio Baird-Parker (falso negativo) e 92 (93,0%) néo
apresentaram isolamento (Tabela 3).

Em estudo realizado por Almeida et al. (2013), das 129 amostras de leite analisadas,
apenas seis foram positivas ao CMT, destas, trés continham ECN, duas E. coli e uma
Klebsiella spp. Uma amostra foi positiva ao CMT, porém, negativa ao exame
microbioldgico, demonstrando que a correlacao entre os testes utilizados foi considerada

baixa.

9 Cloretos

O teor de cloretos encontrado nesse estudo variou entre 0,159 a 0,426 g/100 mL,
com média de 0,267 g/100 mL. Valores semelhantes foram obtidos por Almeida et al.
(2013), que ao analisarem o teor de cloretos em leite de cabras de 11 propriedades dos
estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro obtiveram valores minimo, méaximo e médio de
0,120, 0,690 e 0,250 g/100 mL, respectivamente.

Em estudo realizado por Lima Janior et al. (1994) foi observado valor médio de
0,204 mg/100 mL de teor de cloretos no leite de cabra, reafirmando os achados de Barros
e Leitdo (1992), cujos valores também mostraram-se elevados.

E possivel observar que as médias para o teste de cloretos ndo diferiram entre

glandulas mamarias saudaveis e com isolamento microbioldgico (Tabela 4).

Tabela 4. Teor de cloretos obtidos no leite entre diferentes racas com e sem isolamento
microbiol6gico

Resultado microbioldgico Saanen Anglo Nubiana Geral

Staphyloccocus spp. 0,2742 0,315? 0,2952

Sem |sola}ment_o bacteriano 0.274° 0,276° 0,275
em meio Baird-Parker

N&o houve diferenca entre as ragas avaliadas pelo teste F Pr=0,138

No presente estudo, o teor de cloretos no leite de cabra ndo variou em funcdo da
infeccdo intramamaria. Trabalho realizado por Diaz et al. (2012), utilizando cabras da
raca Murciano-Granadina, divididas nos grupos: sem infeccdo intramamaéria, infectadas e
tratadas, infectadas durante o experimento e ambas as glandulas infectadas, obtiveram
valores para o teor de cloretos antes do estabelecimento da infeccdo de 0,192, 0,189, 0,183
e 0,208 g/100 mL respectivamente. Apos o estabelecimento da infeccéo os valores foram
de 0,193, 0,201, 0,192 e 0,221 ¢g/100 mL, respectivamente. Os autores concluiram que
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houve aumento no teor de cloretos apds a infec¢do, enquanto que, em animais com
glandulas saudaveis ndo houveram mudancas. Ao analisarem a relacdo sodio:potassio e a
interrelacdo dos dois fatores, observaram diferenca apenas em animais que apresentaram
infeccdo intramamaria bilateral.

Das 232 amostras de leite analisadas pelo teste de cloretos, no presente estudo, 22
(9,5%) apresentaram medias inferiores a 0,221 g/100 mL e 210 (90,5%) superiores a
0,221 g/100 mL (Tabela 5).

Tabela 5. Distribuicdo de Staphyloccocus spp. encontrados no cultivo microbioldgico de
amostras de leite de acordo com o teor de cloretos

Resultado Cloretos g/100 mL Total
microbioldgico Acima de 0,221 Abaixo de 0,221
Staphyloccocus spp. 16 (8,0%) 2 (9,0%) 18
Sem isolamento bacteriano 0 0
em meio Baird-Parker 194 (92,0%) 20 (91,0%) 214
TOTAL 210 22 232

Verificou-se que 22 amostras apresentaram valores inferiores a 0,221 g/100mL,
mas ao realizar o isolamento e identificacdo microbioldgica, constatou-se a presenca de
micro-organismos pertencentes ao género Staphylococcus spp. em 2 (9,0%). Nas
amostras com valores superiores a 0,221 g/100mL, das 210 amostras, 194 (92,0%) néo
apresentaram isolamento (Tabela 5).

A raca ndo interferiu no teor de cloretos, porém é possivel observar valores
crescentes durante o estagio inicial, médio e final da lactacdo (Tabela 6).

Tabela 6. Teor de cloretos no leite de cabra de diferentes racas e estagio de lactacdo

Anélises Cloretos
Racas
Anglo Nubiana 0,279%
Saanen 0,2742
Periodo
Out/15 0,236°
Nov/15 0,272
Dez/15 0,253
Jan/16 0,296?
Fev/16 0,310?
Mar/16 0,298?
CV (%) 11,013

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste Tukey Pr<0,001
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Em estudo realizado por Tonin et al. (2002), os teores de cloretos apresentaram
valores crescentes durante os estagios de lactacdo em cabras ordenhadas uma vez ao dia,
encontrando valores médios no periodo inicial, médio e final de 0,179, 0,201 e 0,216
0/100 mL, respectivamente. Para fémeas ordenhadas duas vezes ao dia os valores obtidos
na ordenha da manha foram de 1,75, 0,211 e 0,213 g/100 mL, e pela tarde de 0,183, 0,217
e 0,213 g/100 mL, respectivamente.

10 Condutividade Elétrica e pH

O teste de CE do presente estudo apresentou valores entre 4,67 e 8,13 mS/cm,
média de 5,79 mS/cm e mediana de 5,74 mS/cm. Romero et al. (2012), ao analisarem o
leite de fémeas primiparas (28) e multiparas (56) da raca Murciano-Granadina no quarto
més de lactacdo obtiveram média de 5,07 e 5,45mS/cm, respectivamente.

No presente estudo, ndo houve diferenca entre a CE proveniente de glandulas
mamarias saudaveis das que apresentaram isolamento microbioldgico (5,79 e 6,01
mS/cm, respectivamente) (Tabela 7). O mesmo foi observado por Romero et al. (2012),
que ao analisarem os primeiros 100 mL de leite obtidos durante o inicio da ordenha e o
leite obtido durante a ordenha mecanica observaram que nao houve diferenca da CE do
leite proveniente de glandulas mamarias saudaveis (5,42 e 5,26 mS/cm respectivamente)
das infectadas (5,44 e 5,29 mS/cm respectivamente). Porém, ao analisarem o leite obtido
no final da ordenha a CE foi superior para glandulas mamarias infectadas (5,14 mS/cm)

guando comparada com as ndo infectadas (5,01 mS/cm).

Tabela 7. Condutividade Elétrica (CE) e pH em leite de cabras Anglo Nubiana e Saanen

Resultado microbiologico Condutividade elétrica mS/cm pH

Staphyloccocus spp. 6,012 6,712
Sem |sola}ment_o bacteriano 5,79° 6,58
em meio Baird-Parker

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste F P<0,05

Resultados obtidos por Diaz et al. (2011), em experimento realizado em trés
diferentes fazendas, 2 comerciais (fazenda 1=250 animais e fazenda 2=800 animais) e
uma fazenda experimental (fazenda 3=200 animais) todas localizadas no Sudeste da
Espanha, observaram que para glandulas mamarias saudaveis, os valores encontrados
para as fazendas 1, 2 e 3 foram de 5,01, 5,67 e 5,63 mS/cm e para glandulas com infecgéo
foram de 5,09, 5,69 e 5,73 mS/cm, respectivamente.
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Diaz etal. (2011), relataram que o grupo de fémeas com glandulas sem isolamento
bacteriano, porém, com média superior a 1.000.000 CS/mL apresentaram médias
superiores para CE (5,75 e 5,79 mS/cm em primiparas e multiparas, respectivamente),
qguando comparadas com animais com glandulas saudaveis (5,15 e 5,66 mS/cm em
primiparas e multiparas, respectivamente). Os autores ndao observaram diferenca quando
compararam fémeas com glandulas mamarias infectadas por bactérias (5,29 e 5,68 mS/cm
a primiparas e multiparas, respectivamente) das fémeas saudaveis.

Tangorra et al. (2010), ao analisarem a média dos 20 maiores resultados obtido no
teste da CE um grupo de 8 cabras da raca Saanen de segunda pari¢cdo observaram que 0s
valores aumentaram durante os estagios de lactacdo e em glandulas mamarias com
infeccdo. Nas fases inicial, média e final para glandulas mamarias saudaveis foram
10,71+0,14, 13,72+0,12 e 14,66+£0,15 mS/cm e para glandulas doentes 11,74+0,13,
14,06+0,13 e 14,57+0,09 mS/cm, respectivamente.

No presente estudo, adotou-se como valor médio, 520 mS/cm, conforme
determinado por Romero et al. (2012). Das 232 amostras de leite analisadas pelo teste de
CE, 13 (5,6%) foram inferiores a 5,20 mS/cm e 219 (94,4%) foram superiores a 5,20
mS/cm (Tabela 8).

Tabela 8. Distribuicdo de Staphyloccocus spp. em numero absoluto e respectiva
porcentagem, encontradas no cultivo microbioldgico de amostras de leite de acordo com
o teste de Condutividade Elétrica

Resultado Condutividade elétrica

Microbioldgico Acima de 5,20 mS/cm Abaixo de 5,20 mS/cm Total
18 0
Staphyloccocus spp. (8,0%) (0%) 18
sactriand em meio 201 13 214
0 0
Baird-Parker (92,0%) (100%)

TOTAL 219 13 232

Verificou-se que 13 amostras apresentaram valores abaixo de 5,20 mS/cm e ao
realizar o isolamento e identificacdo microbioldgica, ndo houve presenca de micro-
organismos pertencentes ao género Staphylococcus spp. Nas 219 amostras com valores
superiores a 5,20 mS/cm, 201 (92,0%) n&o apresentaram isolamento de Staphyloccocus
spp. (Tabela 8).
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Verificou-se que os valores para a CE obtidos para os animais da raga Saanen
foram superiores (p<0,001) aos da raca Anglo Nubiana (Tabela 9), com valores de 5,80
mS/cm e 5,72 mS/cm, respectivamente.

A CE foi influenciada pelos estagios de lactacdo apresentando diferenca entre 0s
meses de coleta, conforme Tabela 9. Durante os meses de novembro de 2015 e janeiro de
2016 a CE foi maior quando comparado aos meses de outubro de 2015, fevereiro e margo
de 2016.

Em trabalho realizado por Diaz et al (2011), verificou que a CE aumentou durante
0s meses de lactacdo, obtendo no estagio inicial de 5,41 mS/cm, intermediario de 5,81

mS/cm e final de 6,03 mS/cm.

Tabela 9. Comparacdo do teste de Condutividade Elétrica e pH entre as ragas durante a
curva de lactacao

Anélises Condutividade Elétrica pH
Racas
Anglo Nubiana 5,72 6,572
Saanen 5,882 6,612
Periodo
Out/15 5,64° 6,73%
Nov/15 5,962 6,47¢
Dez/15 5,81% 6,742
Jan/16 5,982 6,61
Fev/16 5,61P 6,43¢
Mar/16 5,77% 6,53%
CV (%) 7,20 2,96

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste Tukey Pr<0,001

Estudo realizado por Zaninelli et al. (2015), analisando o leite de cabra de
glandulas mamarias com infec¢do observaram diferenca significativa durante o estagio
inicial, médio e final, com valores entre 10,9+0,1, 14,8+0,3 e 14,5+0,4 mS/cm,
respectivamente.

Para o pH, houve uma variacdo de 6,0 a 7,5, com média de 6,5. Esses resultados
corroboram com os obtidos por Almeida et al. (2013), que ao analisarem o pH do leite de
cabra proveniente de 11 fazendas observaram uma variagdo de 6,5 a 6,7 e média de 6,6.

Ao analisar o pH das amostras de leite de animais com infeccdo intramamaria
verificou-se média superior quando comparado com fémeas saudaveis (6,71 e 6,58,
respectivamente) (Tabela 7).

A Instrucdo Normativa n° 37 (BRASIL, 2000) objetivando regulamentar os padroes

técnico de producdo, identidade e qualidade do leite de cabra, estabeleceu o pH entre 6,6
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a 6,8 como parametro indicativo de qualidade e saude da glandula mamaria. Valores
superiores podem ser utilizados como indicativo de infeccdo intramamaria. Partindo
dessa premissa, adotou-se como valor médio de 6,7 para o teste de pH, em relacdo ao
isolamento bacteriano.

Do leite analisado pelo teste de pH, 157 (67,67%) apresentaram inferiores a 6,7 e
75 (32,32%) e superiores a 6,7 (Tabela 10).

Tabela 10. Distribuicdo de Staphyloccocus spp. encontrados no cultivo microbioldgico
de leite de cabras de acordo com o pH

Resultado pH Total
microbiologico Acima de 6,7 Abaixo de 6,7
Staphyloccocus spp. (12%% ) (6,8% ) 18
Sem isolamento 66 148 214
bacteriano (88,0%) (94,0%)
TOTAL 75 157 232

Verificou-se que 157 amostras apresentaram pH inferior a 6,7, mas ao realizar o
isolamento e identificacdo microbiol6gica, constatou-se a presenca de micro-organismos
pertencentes ao género Staphylococcus spp. somente em 9 (6,0%) e nas amostras com pH
superior a 6,7, das 75 amostras 66 (88,0%) nao apresentaram isolamento (Tabela 10).

Durante uma infeccdo intramamaria o leite torna-se mais alcalino, pois aumenta a
permeabilidade dos vasos sanguineos permitindo a passagem de ions, principalmente de
cloro, que eleva o pH, para valores proximos de 7 (sete), leite tipico alcalino, sendo
considerado como indicativo de mastite subclinica (CALLEFE e LANGONI, 2015).

11 Testes diagnosticos para mastite subclinica

Quando se utiliza um teste diagndstico é de fundamental importancia saber a
probabilidade que um animal com resultado positivo seja realmente infectado, bem como
um animal com resultado negativo seja de fato, ndo infectado.

Sabendo-se que o valor preditivo dos testes avaliados no presente estudo foi afetado
pela sensibilidade, especificidade e prevaléncia baixa da mastite subclinica de 8% no
rebanho, verificou-se que os testes apresentaram baixo VPP,

Quando a prevaléncia da doenga é baixa, 0s testes tendem a apresentar baixo VPP
e alto VPN. No presente estudo, por ter sido realizado em um rebanho experimental

localizado em apenas uma regido de Sobral deduz-se que os testes avaliados ndo foram
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eficientes em diagnosticar animais com mastite subclinica, porém, é possivel observar
que o VPN para a CE, utilizando o ponto de corte de 5,20 mS/cm, foi alto.

Para o teste de CE em relagédo ao isolamento bacteriano, obteve sensibilidade de
100%, especificidade de 6,0%, VPP 8,2%, VPN 100% e acuracia de 13,3% (Tabela 11).
A CE apresentou alta sensibilidade em identificar os animais doentes e acusou 100% dos
animais que estavam verdadeiramente sadios (VPN), podendo ser utilizado como prova
de triagem para mastite subclinica e associado ao exame microbioldgico “padrao-ouro”
para confirmar o diagnostico.

Ao analisar o ponto de corte para CE de 5,20 mS/cm, Romero et al. (2012),
observaram que para o estudo, foi considerado o melhor valor, obtendo sensibilidade e
especificidade VPP e VPN de 70%, 50%, 58% e 65% respectivamente.

Diaz et al. (2011), ao analisarem o teste da CE em trés fazendas diferentes (F1, F2
e F3), adotando um valor de 5,20 como ponto de corte, obtiveram sensibilidade,
especificidade, VPP e VPN para F1 (60%, 48%, 40% e 70%), F2 (80%, 20%, 48% e
55%) e F3 (95%, 20%, 30% e 90%) respectivamente.

Tabela 11. Sensibilidade (SE), especificidade (ES), valor preditivo positivo (VPP) e valor
preditivo negativo (VPN) e acuracia (AC) dos testes utilizados para o diagnostico da
mastite subclinica caprina

Testes SE (%) ES (%) VPP (%) VPN (%) AC (%)
CE 100,0 6,0 8,2 100,0 133
Cloretos 88,8 9,3 7.6 90,9 15,5
CMT 61,1 43,0 8,3 92,9 44,4
pH 50,0 69,1 12,0 94,2 67,6

Como o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA) nédo preconiza teor de cloretos para o controle de qualidade do leite
de cabra, no presente estudo, adotou-se como valor médio, 0,221 g/100 mL, conforme
trabalho realizado por Diaz et al. (2012). Partindo desse principio, para o teste de cloretos
em relagdo ao isolamento bacteriano obteve-se sensibilidade e especificidade de 88,8% e
9,3%, respectivamente, e o VPP, VPN e acuracia de 7,6%, 90,9% e 15,5%,
respectivamente.

O CMT em relagédo ao isolamento bacteriano no presente estudo apresentou
sensibilidade de 61,1%, especificidade de 43,0%, Valor Preditivo Positivo (VPP) de
8,3%, Valor Preditivo Negativo (VPN) de 92,9% e acuracia de 44,4%. (Tabela 11).
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Apesar do CMT ser validado para deteccdo de mastite subclinica na espécie bovina,
para a espécie caprina o teste apresenta elevado nimero de falsos positivos e baixa
eficiéncia, ndo sendo portanto, recomendado para o diagnostico da enfermidade.

Durante o experimento realizado por Machado (2013), utilizando o teste CMT e
classificando pelo grau de intensidade da mistura (leite + reagente) observou que o VPP
para reagdo 2+ foi de 41,5% e para 3+ foi de 38,0%, valores considerados baixos,
constatando que o teste é inviavel para o diagnostico de animais com mastite subclinica
caprina.

Utilizando o ponto de corte de 6,7 para o pH em relacdo ao isolamento
microbioldgico, para o presente estudo observou-se sensibilidade de 50%, especificidade
de 69,1%, VPP de 12%, VPN de 94,2% e acuracia de 67,6%.
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CONCLUSOES

O teste de CMT, por apresentar muitos resultados falso-positivos, ndo deve ser
recomendado para o diagnostico de cabras com mastite subclinica isoladamente;

O teste de cloretos ndo foi eficiente em identificar cabras com mastite subclinica;

A Condutividade Elétrica, por sua confiabilidade em determinar os animais
verdadeiramente sadios (VPN), pode ser recomendada como prova de triagem para
mastite subclinica;

O teste de pH foi influenciado pela presenca de micro-organismos na glandula
mamaria.
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CONSIDERACOES FINAIS

A mastite ainda € motivo de preocupacdo por parte dos produtores de leite e o
diagnostico precoce dos animais infectados é fundamental para o controle da enfermidade
no rebanho.

E importante que o produtor esteja atendo ao manejo sanitario do rebanho, a fim de
evitar a disseminacao da doenca e prevenir os animais saudaveis, com isso, recomenda-
se a adogdo das Boas Praticas Agropecuarias (BPA).

A adocdo de Boas Praticas Agropecuarias (BPA) visa favorecer as condicbes
sanitarias do rebanho, melhorando a saude dos animais e, consequentemente, a qualidade
do leite.

O uso de programas de controle da mastite baseia-se principalmente no manejo dos
animais, como:

-Higienizacdo adequada das mdos dos ordenhadores, assim como dos
equipamentos, utensilios e instalacdes;

-Estabelecimento de uma linha de ordenha, em que os animais sadios devem ser
ordenhadas primeiro;

-Realizacdo do teste da caneca telada do fundo escuro diariamente antes de cada
ordenha, para retirada dos trés primeiros jatos, procurando visualizar alteragOes
macroscopicas do leite como grumos, pus e sangue que possam indicar mastite clinica;

-Pré-dipping em cada ordenha utilizando uma solucéo desinfetante com iodo a 0,5%
e enxuga-los com papel toalha;

-P6s-dipping, apo6s a ordenha, onde cada teto deve ser imerso em uma solucao
desinfetante a base de iodo 0,5% com glicerina;

-Fornecer alimento com o objetivo de manter os animais de pé ap6s a ordenha, para
que a esfincter do teto se feche, evitando a entrada de micro-organismos para a glandula
mamaria;

-Higienizacao dos utensilios, equipamentos e instalagdes com agua e desinfetantes
apropriados para cada superficie de contato;

-Isolar do rebanho e tratar os animais com mastite clinica o mais breve possivel.
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E recomendado que o produtor realize exames periédicos no rebanho com o
objetivo de identificar animais que estejam com infeccdo intramaméria e o agente
etiologico envolvido, auxiliando no tratamento adequado e na elaboracdo do plano de
controle e prevencao da doenca.

E de fundamental importancia a conscientizacdo dos produtores acerca do
impacto da mastite clinica e subclinica no sistema de producéo e na qualidade do leite. A
prevencdo ainda é a melhor forma de evitar a disseminacéo da doenca no rebanho, com
isso, € necessario que seja realizado treinamento com os funcionarios sobre as boas
praticas de higiene com o objetivo de contribuir na melhoria da qualidade do leite, tornar

0 sistema mais produtivo e produzir alimento seguro aos consumidores.



