50

Revista de Ciéncias Agroveterinarias, Lages, v.3, n.1, p.50-55, 2004

ISSN 1676-9732

VALIDACAO DA CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS E DO CALIFORNIA MASTITIS
TEST COMO METODO DIAGNOSTICO DA MAMITE SUBCLICA EM CAPRINOS

VALIDATION OF SOMATIC CELL COUNT AND CALIFORNIA MASTITIS TEST ESTIMATION AS A
DIAGNOSTIC TOOL FOR DAIRY GOAT’S SUBCLINICAL MASTITIS

Airton da Rosa dos Santos', Simone Scherer?, Verdnica Schmidt®

Recebido em: 13/03/2004. Aprovado em: 24/09/2004.

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi o de estabelecer
relagdes entre o California Mastite Test (CMT), Con-
tagem de Cé¢lulas Somaticas (CCS) e o isolamento
bacteriano, no diagnostico da mamite caprina. Através
de palpacdo e inspegdo do tbere de 244 caprinos de
diferentes racas e em diferentes periodos de lactagdo,
verificou-se auséncia de mamite clinica. Apresentaram
crescimento bacteriano, 24% das metades mamarias
identificando-se Staphylococcus aureus (28%) e
Staphylococcus coagulase negativo (29%). Toman-
do-se o exame bacteriologico como método padrao, de-
terminou-se que o CMT apresentou 59,2% de sensibi-
lidade, 78,2% de especificidade, 56,9% de Valor
Preditivo Positivo (VPP), 79,8% de Valor preditivo
negativo (VPN) e coeficiente de acordo mediano (k =
0,37) e a CCS, 18% de sensibilidade, 94% de
especificidade, 45,5% de VPP, 75,3% de VPN e coe-
ficiente de acordo mediano (k = 0,16), enquanto méto-
dos de diagnostico da mamite em caprinos. Os baixos
coeficientes de sensibilidade apresentados pelo CMT
e CCS indicam a nio utilizacdo de ambas as técnicas
como método de triagem no diagndstico da mamite em
caprinos.

PALAVRAS-CHAVE: mamite, caprinos, diagndstico,
CCS, CMT

SUMMARY

The aim of this work was to stablish relations between
California Mastitis Test (CMT), Somatic Cell Counting
(SCC) and the bacterial isolation. Absence of clinical
mastitis was verified by inspection and palpation in 244
goats of different races and in different periods of
lactation. 24% of the mammary halves presented
bacterial growth. Staphylococcus aureus (28%) and
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negative coagulate Staphylococcus (29%) were
identified. Using bacteriology as standard, it was
determined that CMT presents 59.2% of sensitivity,
78.2% of specificity, 56.9% of Positive Predictive Value
(PPV), 79.8% of Negative Predictive Value (NVP)
and medium kappa coefficient (k = 0,37) and the CCS
presents 18% of sensitivity, 94% of specificity, 45.5%
of PPV, 75.3% of NVP and medium kappa coefficient
(k=0,16), while methods of diagnosis of the mastitis in
goat. The low sensitivity coefficients showed by CMT
and CCS indicate that both tests should not be used as
selection methods to identify mastits.

KEY WORDS: mastitis, dairy goats, diagnostics, SCC,
CMT

INTRODUCAO

O leite ¢ um excelente meio para crescimento e
suporte de agentes potencialmente patogénicos ao ho-
mem, podendo ser originarios de contaminagdo pos-
ordenha ou de infecgdes do proprio animal
(NICOLETTI, 1997), em especial a mamite.

Mamite ¢ a inflamag&o total ou parcial da glan-
dula maméria (MORLAN, s.d.) causada pela presen-
¢a de um ou mais microorganismos patogénicos, po-
dendo apresentar-se na forma aguda, cronica ou
subclinica. No Brasil, a prevaléncia da mamite em
caprinos tem variado entre 22 ¢ 75% (MOTA et al.,
2000). Na regido Nordeste, sinais clinicos de mamite
foram relatados em 51,2% dos rebanhos (PINHEIRO
et al., 2000); ja no Rio Grande do Sul, 30,8% de meta-
des mamarias avaliadas foram positivas para mamite
subclinica (MURICY, 2003).

A mamite sub-clinica s6 ¢ detectada através de
analise do leite (LUQUET, 1985) e tem grande impac-
to na produtividade dos rebanhos leiteiros (PHILPOT
e NICKERSEN, 1991), podendo reduzirem 5 a20% a
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producdo de leite (CREMOUX e MENARD, 1996).
Nos caprinos, pode ser identificada através de cultura
de amostras de leite, “California Mastitis Test” (CMT)
e Contagem de Células Somaticas (CCS) (GUS e ACE,
1998). O CMT estima o contetido de células somaticas
no leite e ¢ interpretado subjetivamente (BRITO et al.,
1997).

A determinagdo da CCS no leite ¢ um método
convencional e amplamente usado para o diagnostico
da mamite subclinica em regides de bovinocultura lei-
teira desenvolvida. E também o parimetro mais em-
pregado para avaliagdo da qualidade higiénica do leite,
além de ser um instrumento valioso para avaliagdo e
monitorizacdo da mamite nos rebanhos (HEESCHEN
¢ REICHMUTH apud BRITO et al., 1997).

A utilizagdo desta metodologia em caprinos, en-
tretanto, ainda é controversa. Nesta espécie, a CCS ¢
maior que em bovinos (normalmente milhdes/mL) tan-
to em Uberes infectados como em sadios (GUS e ACE,
1998) e em todo o rebanho ha uma proporgao conside-
ravel de animais com baixa CCS (SCHULZ, 1994).

Varios estudos tém indicado e confirmado dife-
renga fisiologica e microbiologica entre a glandula ma-
maria caprina e bovina, demonstrando que devem ser
realizadas adaptacdes dos testes diagndsticos empre-
gados no leite bovino (SILVA et al., 2001).

O objetivo do presente estudo foi o de estabele-
cer relagdes entre o CMT, CCS e o isolamento
bacteriano, considerando que ha discordancia dos
pardmetros de interpretacdo do CMT e CCS no diag-
néstico da mamite caprina.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se exame clinico, através de palpacao
e inspecdo do ubere, observando a presenca de pro-
cesso inflamatorio, em 244 caprinos de diferentes ra-
cas e em diferentes periodos de lactagdo, exceto aqueles
no periodo colostral (< 8 dias pds-parto), componentes
do plantel de trés cabris na regido da Grande Porto
Alegre, RS. Os planteis, compostos por animais cru-
zas das ragas Anglo-nubiana, Saanen, Toggenburg e
Alpina, eram mantidos em sistema semi-extensivo em
campo nativo, com suplementa¢do no cocho. A orde-
nha, nos trés criatérios, era manual e realizada duas
vezes ao dia.

Procedeu-se a assepsia dos tetos com alcool
70% e coletaram-se aliquotas de leite de 488 metades
mamarias, diretamente em frascos estéreis com tam-
pa rosqueada, os quais foram identificados e encami-

nhados ao laboratorio sob refrigeracdo. O leite foi se-
meado em agar acrescido com 5% de sangue ovino e
as bactérias identificadas (MURICY, 2003). Para fins
de analise estatistica, amostras com crescimento
bacteriano foram consideradas positivas independente
do niimero de UFC/mL de leite.

Em dois destes cabris, além da coleta para exa-
me bacteriologico, realizou-se 0 CMT em 150 metades
mamarias, imediatamente apos a preparacgao higiénica
do ubere para a ordenha e o descarte e exame dos
primeiros jatos de leite. O reagente utilizado para o CMT
foi preparado, tendo como base um tenso-ativo aniénico
(LANGENNEGER et al., 1970) e as reacdes 2 ¢ 3
cruzes foram consideradas positivas (LIMA JUNIOR
et al., 1994; SILVA et al., 1996).

No terceiro cabril, além do exame bacteriologi-
co, em 120 amostras de leite realizou-se a CCS pelo
método de microscopia direta utilizando-se a colora-
¢ao de Broadhurst-Paley, segundo Schalm etal. (1971).
Foram determinadas as freqiiéncias dos dados (média,
mediana, desvio padrao, minimo, maximo); os coefici-
entes de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo, valor preditivo negativo e indice kappa dos
testes diagnosticos; e a construgcdo do Box plot. Os
dados foram analisados utilizando-se os programas
SPSS 8.0 e EPIINFO 6.0. Para comparagdo entre as
médias de CCS utilizou-se o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney. Utilizou-se a escala de valores do indi-
ce kappa de acordo com ABRAIRA (2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora White e Hinckley (1999) apontem que
a prevaléncia de mamite inclui ambas as formas, clini-
ca e subclinica, em nosso estudo ndo constatamos al-
teracdo no exame clinico, entre os 244 animais subme-
tidos a exames de palpacdo e inspegdo, indicando au-
séncia de mamite clinica. De um modo geral, os casos
de mamite clinica em caprinos sdo pouco freqiientes
(CREMOUX ¢ MENARD, 1996), variando entre 0 a
2% (CONTRERAS et al., 1999).

Das 488 amostras submetidas ao exame bacte-
riologico, 117 (24%) apresentaram crescimento
bacteriano. Dentre os microrganismos isolados foram
identificados Staphylococcus aureus (28%) e
Staphylococcus coagulase negativo (SCN) (29%).
Verificou-se, ainda, a presenga de microrganismos
Gram-negativos, como Escherichia coli e Serratia sp.,
isolados em uma amostra cada. Resultado semelhante
foi verificado em caprinos na regido metropolitana de
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Recife (LIMA JUNIOR et al., 1994), onde os princi-
pais agentes bacterianos isolados foram S. aureus e
SCN. O S. aureus tem sido encontrado nos casos de
mamite clinica (GUS e ACE, 1998). Entretanto, no pre-
sente estudo, verificamos indices semelhantes de SCN
e S. aureus em animais assintomaticos, fato também
observado na Alemanha (WINTER e
BAUMGARTNER, 1999). Por outro lado, na regido
do Vale do Taquari/RS (MURICY, 2003), assim como
na Frangca (CREMOUX ¢ MENARD, 1996) ¢ nos
Estados Unidos (CONTRERAS et al., 1999), os SCN
foram os agentes prevalentes em mamites subclinicas,
com 75%, 45% e 95,7%, respectivamente.

Existe, ainda, referéncia aos estreptococos fecais
entre os agentes mais comuns de mamite em caprinos
(SILVA, 1987). Entretanto, no presente estudo verifi-
camos a presenca de Enterococcus sp. em apenas
duas amostras (1,2%).

A cultura de amostras de leite individual é usada
para determinar a presenca de infec¢do na glandula
mamaria de animais leiteiros. Embora de grande utili-
dade para o diagnoéstico e controle de mamite, este pro-
cesso apresenta como limitagdes o grande nimero de
amostras que precisam ser examinadas, principalmen-
te quando se faz acompanhamento de rebanhos e se
necessitam avaliar amostras repetidas vezes (BRITO
etal., 1998); isto por que, a coleta individual em caprinos,
embora com 96% de Sensibilidade € 99,8% de Valor
Preditivo Negativo (VPN), apresenta apenas 60% de
Valor Preditivo Positivo (VVP) (CONTRERAS et al.,
1997). Baixo VPP indica elevado niumero de resulta-
dos falsos positivos ou entdo que a mera presenca de
bactérias no leite caprino ndo significa que o tbere es-
teja infectado (NDEGWA et al., 2000).

Em relag@o ao diagnostico indireto de mamite,
observou-se que 29 amostras foram positivas e 79 ne-
gativas, tanto no exame bacterioldgico como no CMT.
Tomando-se o exame bacteriologico como método pa-
dréo, observaram-se 22 amostras positivas no CMT e
negativas no bacterioldgico, constituindo-se em falsos
positivos. Acredita-se que o escore do CMT elevado
seja normal para caprinos quando comparado a bovi-
nos (GUS e ACE, 1998), uma vez que ocorre grande
quantidade de células epiteliais e particulas anucleadas
no leite caprino (SILVA et al., 1996). Entretanto,
Mycoplasma sp. e o virus da artrite-encefalite caprina
(CAE) nao sdo diagnosticados pelos métodos tradicio-
nais de isolamento e podem causar mamite e conse-
qiiente aumento do nimero de células somaticas. En-
tretanto, fatores correlacionados ao aumento do CMT,

tais como idade da cabra, higiene e tecnificagdo utili-

zada (WINTER ¢ BAUMGARTNER, 1999), além da

resposta sorologica a CAE (RYAN et al., 1993;

SANCHEZ et al., 2001), nao foram avaliados no pre-

sente estudo.

Verificou-se que 20 amostras positivas no bac-
teriologico foram negativas no CMT, constituindo-se
em resultados falsos negativos e, portanto, fonte de in-
fecgdo em potencial. Este resultado pode ser decor-
rente de infeccdo latente ou que ndo houve ainda esti-
mulo ao aumento do niimero de células somaticas
(NDEGWA et al., 2000). Da mesma forma, os corpus-
culos citoplasmaticos, por ndo apresentarem niicleo, ndo
reagem ao CMT e, conseqiientemente, nio interferem
nos resultados deste teste (PETTERSEN, 1981).

Determinou-se que 0 CMT, enquanto método di-
agnostico da mamite em caprinos, apresenta 59,2% de
sensibilidade, 78,2% de especificidade, 56,9% de VPP,
79,8% de VPN e coeficiente de acordo mediano (k =
0,37) (Tabela 1). Resultado semelhante foi obtido no
Kenia onde ndo foi observada correlagdo entre CMT
e bacteriologico, sendo 28,7% das amostras positivas
no bacteriologico e apenas 9,8% positivas no CMT e
9,7% na CCS (NDEGWA et al., 2000).

Tabela 1. Sensibilidade (S), Especificidade (E), Valor Preditivo
Positivo (VPP), Valor Preditivo Negativo (VPN) e
coeficiente kappa (k) do “California Mastitis
Test”(CMT) e da Contagem de Células Somaticas
(CCS) comparadas ao isolamento bacteriano, no
diagndstico da mamite em caprinos.

Parametros (%) CMT CCS
S 59,2 18
E 78,2 94
VPP 56,9 45,5
VPN 79,8 75,3
k 37 16

Verificou-se, que ndo houve diferenca significa-
tiva (p= 0,073) entre as médias de CCS de metades
mamarias com isolamento bacteriano (2.972.727 célu-
las/ mL) e sem isolamento bacteriano (1.881.839 célu-
las/ mL) (Tabela 2).

Tabela2. Contagem de Células Somaticas (CCS), segundo a

presenga ou auséncia de bactérias, em leite de 120
metades mamarias de caprinos.

CCS Bacterioldgico positivo  Bacteriologico negativo
(n=33) (n=87)

Meédia 2.972.727* 1.881.839%

(£ sd) (+4.678.640) (£5.186.775)
Mediana 9,6x 10° 46x10°
Minima 1x10° 4x10*
Miéxima 1,6 x 107 3,7x 107

Percentil 25 2,3x10° 4,6 x10°
75 2,6 x 10° 1,42 x 10°

a: letras iguais na mesma linha indicam que nao houve diferenca estatistica significa-
tiva; sd: desvio padrdo
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Verificou-se, ainda, que em 75% das amostras
negativas no exame bacteriologico encontrou-se CCS
<1,42x 10°¢, o que ndo ¢ um fato raro (ANDRADE et
al., 2001). Por outro lado, os valores medianos, em
ambos os casos, foram menores do que 1x10° cel/mL.
Entretanto, somente nas metades mamarias com bac-
teriologico negativo a mediana foi menor que 5x 10°
células/mL, considerado como limite fisioldgico para
caprinos leiteiros saudaveis (GUS e ACE, 1998).
CREMOUX e MENARD (1996) observaram CCS
maior que 750.000 em 41% de animais saudaveis. Ja
ANDRADE et al. (2001) encontraram 40% dos ani-
mais examinados com CCS superior a 1 milhdo, prova-
velmente devido ao experimento ter sido conduzido em
fémeas em inicio e final do periodo de lactacdo, onde
espera-se aumento da CCS.

A utilizag¢do da CCS nio esta bem estabelecida
no diagnodstico da mamite caprina. No presente estudo
os valores maximos, minimos e médios de CCS encon-
trados foram semelhantes, o que pode ser visualizado
na Figura 1.
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Figura 1. Box plot da Contagem de Células Sométicas (CCS) em
120 amostras de leite com isolamento bacteriano presen-
te e ausente, no diagndstico da mamite de caprinos.
*amostras com valores extraordinariamente elevados de
CCS.

Observou-se, tanto na presenca como auséncia
de crescimento bacteriano, valores extraordinariamente
elevados de CCS. Isto pode ser decorrente do fato de
que células nao leucocitarias sdo normalmente obser-
vadas como resultado do processo de secregdo da glan-
dula mamaria (OLISZESWKI et al., 2002). Discute-
se, ainda, que a relagdo entre a magnitude e tempo de
duragdo das alteragdes da glandula mamaria, decor-

rentes de mamites, é variavel segundo o estado
nutricional, o patégeno envolvido (HARMON, 1994),
o numero de lactagdes e o més do ano (FAHR et al.,
1999). Por outro lado, ocorre uma correla¢do inversa
entre CCS e volume de leite produzido (MANLONGAT
et al., 1998) e o efeito do dia da lactacdo ndo € signifi-
cativo na CCS (CONTRERAS et al., 1999).

No presente estudo observou-se que 06 amos-
tras foram positivas e 82 foram negativas tanto no exa-
me bacteriologico como na CCS. Tomando-se o exa-
me bacteriologico como método padrao, observaram-
se 05 amostras positivas na CCS e negativas no bacte-
riologico, constituindo-se em falsos positivos. Fatores
quimiotaticos fisiologicos sao responsaveis pelo aumento
da CCS uma vez que ocorre infiltracdo de
polimorfonucleares na glandula mamaria caprina no fi-
nal da lactacdo, mesmo na auséncia de infeccdo
(MANLONGAT, 1998). Numerosas particulas
citoplasmaticas sdo desprendidas da superficie apical
das células secretorias durante a secrecdo lactea em
caprinos e somente métodos especificos para detectar
DNA podem distinguir estas particulas de células
somaticas, o que nao ¢ o caso do método de
microscopia direta, utilizado no presente estudo.

Outros testes, como o da beta-glicuronidase,
estdo sendo utilizados na determinagdo da CCS
(OLISZEWSKI et al., 2002). Além da presenga de
particulas citoplasmaticas, a CCS em caprinos pode
ser influenciada pelo estagio de lactagdo, CAE e nu-
mero de partos (PAAPE e CAPUCO, 1997), fatores
estes ndo observados no presente estudo. Verificou-
se, ainda, que 27 amostras positivas no bacteriologico
foram negativas na CCS, constituindo-se em resulta-
dos falsos negativos.

Determinou-se que a CCS, enquanto método di-
agnostico da mamite subclinica em caprinos, apresen-
ta 18% de sensibilidade, 94% de especificidade, 45,5%
de VPP, 75,3% de VPN e coeficiente de acordo medi-
ano (k =0,16) (Tabela 1).

Conhecer as causas fisiologicas e patologicas
de aumento de CCS em caprinos € necessario antes
de se estabelecer os limites de CCS como parametro
da qualidade do leite (SCHULZ, 1994) bem como sua
utilizagdo e o CMT no diagndstico da mamite em
caprinos.

CONCLUSOES

O CMT e a CCS apresentaram coeficiente de
sensibilidade inferior a 60% indicando a néo utilizagao
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de ambos enquanto método de triagem no diagnostico
da mamite em caprinos. Por outro lado, o coeficiente
de especificidade, em especial da CCS (94%), aponta
para a utilizagdo destes testes na confirmacgao
diagnostica dos casos de suspeita clinica de mamite,
na espécie caprina.
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