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Celularidade do leite no diagnéstico de
infeccdes intramamarias em bovinos

Milk cellularity in the diagnosis of intramammary
infection in cattle

RESUMO: Objetivou-se com o presente estudo avaliar a contagem de células sométicas por
diferentes métodos, para o diagndstico da mastite bovina. Foram utilizadas 112 amostras de
leite de uma tnica propriedade, provenientes de 28 vacas da raca Holandesa em lactag@o,
nas quais foram realizados exames bacterioldgicos, contagens de células sométicas (CCS), o
California Mastitis test (CMT) e o Wiscosin Mastitis test (WMT). Os resultados mostraram
que 30,36% das amostras de leite foram positivas no exame bacteriolégico, sendo o
Corynebacterium bovis (58,82%) o patégeno mais frequentemente isolado, seguido por
Streptococcus dysgalactiae (38,24%) e Staphylococcus chromogenes (2,94%). Os valores
logaritmicos da CCS das amostras de leite negativas no exame bacteriolégico (4,59 + 0,88)
foram inferiores as amostras de leite positivas (5,68 +0,70), positivas para C. bovis (5,38 = 0,66)
e positivas para S. dysgalactiae (6,14 + 0,48), no exame bacterioldgico (p < 0,0001). Foram
observadas correlagdes médias entre a CCS e o CMT (r = 0,50; p < 0,0001) e 0o WMT
(r=0,44; p <0,0001). A correlacdo entre 0 CMT e o WMT foi baixa (r = 0,23; p = 0,0157).
Conclui-se entdo que o CMT demonstrou ser um teste de aplicagdo facil e rapida, que pode
ser rotineiramente utilizado no diagndstico da mastite, assim como a CCS.

ABSTRACT: The present study aimed to evaluate the milk cellularity indicators in the
diagnosis of bovine mastitis. To this end, 112 milk samples from 28 Holstein dairy cows
were used. Bacteriological examination, automatic somatic cell count (SCC), California
Mastitis test (CMT); and Wisconsin Mastitis test (WMT) were performed. The results
showed that 30.36% of the milk samples were positive for bacteriological analysis, with
Corynebacterium bovis being the most frequently isolated pathogen (58.82%), followed
by Streptococcus dysgalactiae (38.24%), and Staphylococcus chromogenes (2.94%). The
logarithmic values of SCC from the bacteriologically negative milk samples (4.59 + 0.88)
were lower than the bacteriologically positive milk samples (5.68 = 0.70), as well as for
those infected with Corynebacterium bovis (5.38 £ 0.66) and Streptococcus dysgalactiae
(6.14 = 0.48) (p < 0.0001). Significant correlation between SCC and CMT (r = 0.50;
p <0.0001) and WMT (r = 0.44; p < 0.0001) were found. The correlation between CMT and
WMT was r = 0.23 (p = 0.0157). Thus, CMT and automatic SCC can be used to diagnose
mastitis, once they are of easy and fast performance.
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1 Introducao

A mastite € uma das principais enfermidades das vacas
leiteiras, comprometendo a viabilidade de toda a cadeia
produtiva do leite, afetando desde o produtor, passando pela
industria, até o consumidor final. Os custos relacionados a
mastite incluem a redugdo da producdo de leite, o descarte
precoce de animais, os tratamentos, a mao de obra, a reducdo
da qualidade do leite e, consequentemente, a redugcdo no
pagamento por qualidade do leite (HUIJPS et al., 2008).

A mastite pode ser classificada em clinica e subclinica. A
mastite clinica € de féacil diagndstico por permitir observar
manifestacdes clinicas visiveis, como edema de ubere,
sensibilidade da glandula mamadria e presenca de sangue e de
grumos ou de pus no leite. Por outro lado, a mastite subclinica
apresenta certo grau de dificuldade na identificagdo, pois
ndo h4 alteragdes clinicas evidentes na glandula mamaria
que possam ser observadas macroscopicamente. Uma das
formas utilizadas para o diagndstico da mastite subclinica
¢ pela deteccdo de alteragdo nos componentes do leite,
principalmente pelo aumento da celularidade (SOUZA et al.,
2009; DELLA LIBERA et al., 2011). Na medida em que este
tipo de mastite € mais frequente do que a mastite clinica, o
emprego de testes auxiliares no diagnéstico desta enfermidade
€ necessario. Os testes para avaliagdo da celularidade do leite
incluem a contagem de células somadticas (CCS), o California
Mastitis test (CMT) e o Wiscosin Mastitis test (WMT). O
emprego dos testes de diagndstico indiretos acarreta em
reducdo nos casos de mastite, oferecendo, consequentemente,
um produto licteo de melhor qualidade (OLIVEIRA et al.,
2011).

Ademais, o exame bacteriolgico apresenta limitacoes,
como custo e tempo para a cultura bacteriolégica; além disso,
deve-se lembrar que nem sempre a mastite vem acompanhada
da presenca de bactérias (DELLA LIBERA et al., 2011).
Pyorélda (2003), Nunes et al. (2008) e Della Libera et al.
(2011) relataram algumas limita¢des do exame bacteriolégico,
ocasionando resultados falso-negativos pelos seguintes
motivos: presenga de enzimas e proteinas no leite — como a
lisozima e a lactoferrina — que podem mascarar e dificultar o
isolamento bacteriano; o agente etiol6gico pode ser eliminado
em baixa concentragdo ou ndo ser eliminado intermitentemente;
a infeccdo ser suportada por endotoxinas bacterianas e
compostos bio-ativos liberados pelas células inflamatdrias,
que podem prejudicar a sobrevivéncia bacteriana, ou ainda a
infecgdo ser causada por patdégenos que nio sdo detectados
pelos exames bacterioldgicos usualmente utilizados na rotina
laboratorial.

Diante de todas estas observagdes, o presente estudo
objetivou a avalia¢do dos testes de celularidade do leite no
diagndstico da mastite em bovinos.

2 Material e Métodos

No presente estudo, foram utilizadas 112 amostras de leite
produzido por 28 vacas da raga Holandesa de diferentes fases
da lactacdo, provenientes de um udnico rebanho criado no
Estado de Sao Paulo.

As amostras de leite foram colhidas em trés aliquotas.
A primeira aliquota foi destinada para a CCS automatica; a

segunda aliquota para o CMT e o WMT, e a terceira aliquota
para o exame bacteriolégico.

As amostras destinadas a avaliagdo da celularidade pela
CCS automadtica foram colhidas em frascos especificos
contendo o conservante bronopol e analisadas por citometria
de fluxo'.

As amostras destinadas a avaliacdo pelos testes CMT
e WMT foram colhidas em frascos de polipropileno com
capacidade para 15 mL. Para o teste CMT, foi utilizado
detergente comercial especifico’ (2 mL do reagente em 2 mL
de leite), observando-se a intensidade da reacdo (aumento
da viscosidade da mistura leite — reagente) e variagdes do
pH (SCHALM; NOORLANDER, 1957). O resultado obtido
foi interpretado da seguinte forma: i) negativo, quando ndo
houve a precipitacio da solucdo; ii) tragos, quando a solucdo
apresentou uma precipitacao, mas o leite escorreu na placa
com facilidade e ndo formou liquido gelatinoso; iii) fracamente
positivo (+), quando a solucdo apresentou-se coagulada e o
liquido ligeiramente viscoso, positivo; iv) (++), quando a
solucdo apresentou algumas particulas coaguladas e o liquido
apresentou-se bem viscoso, e v) fortemente positivo (+++),
quando a solucgdo apresentou-se completamente coagulada
e gelatinosa.

Para o teste WMT, foram utilizados detergente e kit
comercial especifico’. Ap6s a diluigdo do reagente com dgua
destilada na mesma proporcao e a adi¢@o de leite, a solugao foi
homogeneizada e desprezada. A solucdo restante nos tubos foi
quantificada e interpretada conforme estipulado pelo fabricante.
Amostras que apresentaram reacdo 3 a 7 mm correspondem a
CCS de 140.000 a 260.000 mL"; de 8 a 14 mm, correspondem
a CCS de 300.000 a 565.000 células mL'; de 15 a 28 mm,
correspondem a CCS de 620.000 a 1.525.000 células mL', e
as reagdes de 29 a 35 mm correspondem a CCS de 1.610.000
a2.280.000 células mL™".

Para o exame bacterioldgico, as amostras de leite foram
colhidas — realizando-se previamente a antissepsia do teto —,
acondicionadas em frascos estéreis e mantidas congeladas
(a—20 °C por 2 meses). Apds este periodo, as amostras foram
estriadas em placas de Petri contendo meio de dgar-sangue de
carneiro (dgar base* acrescido de 7% de sangue de carneiro)
e dgar Sabourand-dextrose®, sendo entdo incubadas a 37 °C
por 24 e 72 h. Para as amostras com crescimento bacteriano,
foi feita a identificacdo das bactérias por meio de provas
bioquimicas (OLIVER et al., 2004).

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa
estatistico GraphPad Prisma 5.0 (GraphPad software,
Inc., San Diego, EUA). A normalidade foi verificada
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados da CCS
foram transformados em escala logaritmica, pois nido
apresentaram distribui¢do normal; posteriormente, foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e ao teste de
comparacdo entre médias de Tukey-Kramer. As correlagdes
foram verificadas pela correlacdo de Spearman. As correlagdes
entre o exame bacterioldgico e a avaliacdo da celularidade
(CCS, CMT e WMT) foram realizadas de duas formas, a saber:

! Somacount 300, Bentley Instruments®, Chaska, EUA.
2 Reativo especifico, marca Fatec®.

3 Reativo especifico, marca: TecLab®.

+ Blood Agar base - Oxoid Hampshire - U.K.

3 Sabourand dextrose Agar - Oxoid Hampshire - U.K.
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amostra negativa no exame bacteriol6gico (0) e amostra
positiva no exame bacterioldgico (1); ou ainda foram divididas
em amostras negativas no exame bacteriolégico (0), amostras
positivas no exame bacteriolégico em que foram isolados
patégenos classificados como secunddrios (por exemplo,
Corynebacterium bovis e estafilococos coagulase-negativo)
(1), que levam a menor celularidade do leite, e amostras
positivas no exame bacteriolégico em que foram isolados
patégenos classificados como principais (por exemplo,
Streptococcus dysgalactiae) (2), que ocasionam maior
celularidade no leite (DJABRI et al., 2002; SCHUKKEN et al.,
2003; SOUZA et al., 2009).

Os dados qualitativos CMT e WMT foram submetidos
ao teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. A predigdo
dos testes diagndsticos e a concorddncia entre o exame
bacterioldgico e os valores de corte para CCS e CMT foram
analisadas pelo programa estatistico Dag Stat (Diagnostic
and Agreement Statistics) (MacKINNON, 2000). Foram
utilizados os valores logaritmicos de 5,0 e 5,3 (PYORALA,
2003; DELLA LIBERA et al., 2011) para a CCS e o escore
zero (0) do CMT (DELLA LIBERA et al., 2011) e o escore
cinco do WMT (valor correspondente a 195.000 células mL™")
como valores de corte para estas varidveis. Os resultados foram
apresentados como média + desvio padrao. O valor de p <0,05
foi considerado como significativo.

3 Resultados

No presente estudo, foram encontradas 34 (30,36%)
amostras de leite positivas no exame bacterioldgico. Destas
34 amostras, em 20 (58,82%), foram isolados Corynebacterium
bovis, em 13 (38,24%) Streptococcus dysgalactiae e, em
apenas uma (2,94%), foi isolado Staphylococcus chromogenes.

Os valores logaritmicos da CCS das amostras de leite
negativas no exame bacteriolégico (4,59 = 0,88) foram
inferiores as amostras de leite positivas (5,68 = 0,70), positivas
para C. bovis (5,38 = 0,66) e positivas para S. dysgalactiae
(6,14 + 0,48), no exame bacterioldgico (p < 0,0001).

Os valores dos escores do CMT nas amostras de leite
negativas ao exame bacteriolégico (0,32 + 0,71) foram menores
do que nas amostras positivas (0,73 = 1,01) (p = 0,025);
porém, apenas uma tendéncia a maiores escores no CMT
entre as amostras de leite proveniente de quartos mamarios
considerados infectados por C. bovis (0,65 + 0,88) (p =0,063)
e S. dysgalactiae (0,85 = 1,21) (p = 0,097) foi observada,
quando esses escores foram comparados aos das amostras de
leite negativas no exame bacterioldgico.

Todavia, os escores do WMT nas amostras de leite positivas
para S. dysgalactiae (19,75 + 7,26) foram maiores do que os
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escores das amostras negativas de leite no exame bacteriol6gico
(11,22 + 4,43) (p = 0,0003) e das amostras de leite positivas
para C. bovis (11,95 +7,36) (p =0,0037). As amostras de leite
negativas no exame bacteriol6gico ndo diferiram das amostras
de leite positivas no exame bacteriolégico (14,88 + 8,16)
(p = 0,13) e das amostras de leite positivas para C. bovis
(p =0,53) no WMT.

Correlagdes médias entre a CCS e o CMT (r = 0,50;
p < 0,0001), e o WMT (r = 0,44; p < 0,0001) e o exame
bacteriolégico (r=0,52; p <0,0001) foram observadas. Baixas
correlacdes foram verificadas entre o CMT e o WMT (r=0,23;
p =0,0157), entre o exame bacteriol6gico e o CMT (r =0,21;
p =0,024), e entre o exame bacteriolégico e o WMT(r = 0,14;
p=0,15). Ademais, a correlacio entre o exame bacteriolégico
classificado em escores (negativo, positivo para patégenos
classificados como secunddrios, e positivos para patégenos
considerados como principais) e a CCS, CMT e WMT foi
de 0,54 (p < 0,0001), 0,21 (p = 0,025) e 0,19 (p = 0,052),
respectivamente. A concordancia entre o exame bacteriol6gico
e os valores logaritmicos de corte para a CCS (5,0 e 5,3) e o
CMT (0) foram de 0,66 (p = 0,045), 0,75 (p = 0,042) e 0,67
(p = 0,045), respectivamente.

Os valores preditivos da CCS e do CMT, utilizando-se os
valores de corte previamente estabelecidos, estdo apresentados
na Tabela 1.

4 Discussao

No presente trabalho, foi observado que o C. bovis foi o
agente mais frequentemente isolado. Do mesmo modo, as
bactérias deste gé€nero foi também as mais frequentemente
isoladas por Souza et al. (2009). A alta frequéncia de isolamento
de C. bovis pode estar relacionada com a auséncia da pratica
da desinfeccdo dos tetos apds a ordenha (BRITO et al., 1999).

O aumento da celularidade do leite nas amostras positivas
no exame bacteriolégico ocorre devido ao aumento do
nimero de leucécitos de origem sanguinea para dentro do
ldmen alveolar, que estd relacionado a patogenicidade do
agente etioldgico envolvido (SOUZA et al., 2009). Neste
contexto, corroborando com o presente estudo, Laranja e
Santos (2000) descreveram que C. bovis causa leve aumento
na CCS. Isto se deve ao fato de o agente ter viruléncia limitada,
caracterizando-o como patdgeno secunddrio nas mastites.
No entanto, Elias et al. (2005) relataram que S. dysgalactiae
contribui consideravelmente para o aumento da CCS. Este fato
salienta a importancia da identificagdo do agente etioldgico
da mastite, pois a identificagdo permite a correta terapia para
a doenca. Ademais, a extensdo da perda leiteira ocasionada
pela infeccdo e a resposta ao tratamento estdo intimamente

Tabela 1. Valores preditivos da contagem de células somaticas (CCS) e do California Mastitis test (CMT) para a deteccdo da mastite.

log CCS (5,0) log CCS (5,3) CMT (0) WMT (5)
Sensibilidade 0,78%* 0,67* 0,39* 0,94
Especificidade 0,62%* 0,78** 0,79%** 0,08+
Valor preditivo positivo 0,46* 0,56* 0,45* 0,31%%*
Valor preditivo negativo 0,87%%* 0,85%%* 0,75%%* 0,75
Razdo de probabilidades 14,93 *** 19,74%%% 3,95%* 0,12

*P entre 0,05 e 0,10; **P < 0,05 e ***valor altamente significativo (P < 0,0001).

V. 56, n. 1, jan./mar. 2013
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relacionados com o patégeno isolado (NUNES et al., 2008;
CUNHA et al., 2008).

Do mesmo modo, a positividade ao CMT foi associada ao
isolamento bacteriano. As maiores vantagens do CMT ¢ sua
facil e rdpida execugdo, ser de baixo custo e util para fazer
triagem em rebanhos, sendo considerado um bom instrumento
para o diagndstico da mastite (DELLA LIBERA et al., 2011).

A correlagdo entre a CCS e o CMT foi considerada
moderada. Resultados semelhantes, porém um pouco
inferiores, foram observados na correlacdo entre a CCS
automatica e o WMT. Barbosa et al. (2002) observaram uma
correlagdo de r = 0,70 (p = 0,0000) entre a CCS e o CMT.

Diante de todos estes resultados, pode-se dizer que,
neste estudo, a CCS e o CMT podem ser utilizados como
indicadores da presenca de infec¢do intramamdria, ja que
a concordancia entre o exame bacteriolégico e os valores
logaritmicos de corte para a CCS (5,0 e 5,3) e o CMT (0)
foram de moderados a altos. Este fato é reforcado pelos
resultados da razdo de probabilidades em amostras com
celularidade maior que 100.000 células mL™' e em amostras
com 200.000 células mL™" (Tabela 1), ou com reatividade no
CMT, demonstrando que amostras de leite com celularidade
maior que 100.000 células mL™"' apresentaram 14,93 vezes
mais chance de serem positivas no exame bacteriolégico
quando comparadas com as amostras com menor celularidade.
Do mesmo modo, amostras com celularidade maior que
200.000 células mL™" apresentaram 19,74 vezes mais chance
de ser positiva no exame bacteriolégico quando comparadas
aquelas amostras com menor celularidade, e a positividade ao
CMT apresenta 3,95 vezes mais chance de se isolar o agente
bacteriano do que aquelas que ndo sdo reativas ao CMT.

Ao considerar os valores preditivos encontrados, pode-
se sugerir o valor de corte de 200.000 células mL™",
correspondente ao valor logaritmico de 5,3, para o diagnéstico
da mastite bovina, mesmo considerando a alta porcentagem
de isolamento de C. bovis, ja que, na mastite, aspectos como
0s custos com tratamento devem ser considerados; na medida
em que o objetivo concentra-se na redugdo da prevaléncia da
infeccdo — sem probabilidade de eliminagdo da infecg¢do no
rebanho —, a especificidade apresenta prioridade em relacdo
a sensibilidade. Assim, o objetivo de selecionar valores de
corte para esta enfermidade € de maximizar a especificidade,
mantendo a sensibilidade em valores razodveis, desde que
a maioria dos casos seja identificada (NUNES et al., 2008).

No entanto, salienta-se que em rebanhos nos quais os
patégenos considerados secunddrios apresentam maior
prevaléncia, o valor de corte de 100.000 células mL™! deve
ser empregado, ou pelo menos considerado, para o envio de
amostras para a cultura bacteriolégica (SCHUKKEN et al.,
2003).

Diversamente, na comparacdo do WMT com o exame
bacteriolégico, ndo houve diferencas em relagdo ao
isolamento bacteriano, sendo observada diferenca significativa
apenas quando as amostras de leite negativas no exame
bacteriolégico foram confrontadas com as positivas para
Streptococcus dysgalactiae. Apesar de a sua utilizacdo ser
considerada limitada, pode-se dizer que 0 WMT € uma prova
semelhante ao CMT, mas com menor confiabilidade, e deve,
preferencialmente, se restringir apenas a amostra de tanque.

10

A celularidade do leite pode ser influenciada por varios
fatores, como estidgio de lactagdo, nimero de partos e
estacdo do ano; porém, a mastite ainda € a principal causa
do aumento da contagem de células somdticas no leite,
sendo este aumento dependente da patogenicidade do agente
(DELLA LIBERA et al., 2011; GOMES et al., 2011). Deve-se
salientar que o exame microbiologico sempre tem de ser
utilizado em conjunto com os indicadores da celularidade do
leite, pois altas CCS podem apresentar resultados negativos
no exame bacterioldgico. Por outro lado, amostras com baixa
celularidade também podem apresentar resultados positivos no
exame bacteriol6gico (DELLA LIBERA et al., 2011).

5 Conclusao

Conclui-se que a CCS e o exame bacterioldgico sao testes
confidveis para o diagnéstico da mastite infecciosa. O CMT
tem demonstrado ser um teste de aplicagao rapida, que pode ser
rotineiramente utilizado na ordenha. Porém, o WMT, quando
utilizado isoladamente, apresenta limitacdes.
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