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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar diferentes indicadores inflamatérios no diagnéstico da
mastite em bovinos. Desta forma, a contagem de células somaticas (CCS) o California Mastitis Test
(CMT), a concentragdo hidrogenionica (pH), a condutividade elétrica (CE), e o contetido de cloretos
de 321 amostras de leite provenientes de quartos mamarios negativos a prova de fundo escuro e sem
nenhuma alteragdo clinica evidente foram analisadas. Os valores preditivos foram calculados pela
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e razdo de probabi-
lidades utilizando diferentes valores de corte, e considerando o exame bacteriol6gico como “padrao
ouro”. O exame bacteriolégico resultou em 46,73% das amostras positivas, sendo o Staphylococcus
sp. o principal género isolado. A CCS e o CMT apresentaram-se como os melhores testes para o
diagnéstico indireto da mastite. No entanto, o pH, a condutividade elétrica e o contetido de cloretos
ndo se mostraram como métodos diagnéstico seguros quando utilizados isoladamente.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE INDICATORS OF INFLAMMATION IN THE DIAGNOSIS OF
BOVINE MASTITIS. The aim of this trial was to evaluate and compare the distinct indictors of
inflammation in the diagnosis of mastitis. The somatic cell count (SCC), the California Mastitis
Test score, the electrical conductivity, the hydrogen ion concentration (pH), the chloride content
and the bacteriological status of 321 milk samples from mammary glands without any clini-
cal signs were analyzed. Their predictor value as an indicator of inflammation was calculated
considering the bacteriologic examination as the gold standard test. Then, the sensitivity, specificity,
positive predictive value, negative predictive value and likelihood ratio at various cut-off values
were established. The bacteriologic exam resulted in 46.73% of the samples being positive, with
Staphylococcus sp. the main genus isolated. The SCC and CMT proved to be the best predictors.
On the other hand, pH, electrical conductivity and chloride content did not prove to be reliable
diagnostic indicators when used in isolation.

KEY WORDS: Intramammary infection, milk, somatic cell count.

A mastiteéum processoinflamatério da glandula
mamadria usualmente causado por bactérias, sendo
a doenga de maior impacto econdmico na pecudria

a isso, os testes bacterioldgicos nem sempre sdo
confidveis (McDouaaLL et al., 2001; PYoraLA, 2003),
sendo reportado que o isolamento bacteriano pode

leiteira mundial. Além disso, é a principal causa de
descarte de animais, e a prevencao e o tratamento
desta enfermidade sdo responsaveis pela maior por-
centagem do uso de antimicrobianos em rebanhos
leiteiros (RUEGG; REINEMANN, 2002; MAKOVEC; RUEGG,
2003).

A deteccdo definitiva da mastite é baseada no
isolamento de patégenos por meio da coleta asséptica
das amostras de leite (McDouGALL et al., 2001). No
entanto, o exame bacteriol6gico apresenta limitagdes
devido a exigéncia de exames laboratoriais, tempo
requerido para a cultura e custos. Adicionalmente

nao ser identificado em mais de 20% das amostras
(Makovec; RUEGG, 2003; TAPONEN ef al., 2009).

A mastite também ocasiona mudangas na com-
posicgdo lactea, sendo sua extensdo dependente da
respostainflamatéria. Alguns componentes sao mais
marcantes que outros podendo ser utilizados como
ferramenta paraa detecgao do processo inflamatério
(PyoraLLA, 2003). Sabendo que essas alteragdes ocor-
rem durante o processo inflamatério, testes indire-
tos como a contagem de células somaticas (CCS),
o California Mastitis Test (CMT), a concentracdo
hidrogeniénica (pH), acondutividadeelétrica, o con-
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teado de cloreto e lactose podem ser utilizados para
diagndstico dessa enfermidade (RUEGG; REINEMANN,
2002). A precisdo dos testes diagndsticos pode ser
mensurada pelasensibilidade (SE), que éa proporgao
de animais doentes que sdo corretamente classifica-
dos como doentes, e pela especificidade (ES), que é
denominada como a porcentagem de animais sadios
que sao devidamente enquadrados como sadios. Os
valores preditivos positivos (VPP) enegativos (VPN)
sao definidos como a probabilidade que um animal
sadio ou doente apresenta de ser corretamente clas-
sificado, considerando a prevaléncia da doenca na
populacao estudada. Ja a razdo de probabilidades
(RP) é definida pelo aumento na probabilidade de
um valor positivo seja um verdadeiro resultado
positivo comparado com um animal ndo examinado
(McDoucaLL et al., 2001).

Neste trabalho objetivou-se, por meio das alte-
ragdes do leite e na glandula mamaria, avaliar o
desempenho de diferentes testes na predigdo da
presenca bacteriana em amostras lacteas, com o in-
tuito de se estabelecer meios diagndsticos auxiliares
na identificacdo da mastite infecciosa.

Foram coletadas 321 amostraslacteas, provenien-
tes de quartos mamarios negativos a prova de fundo
escuro esemnenhumaalteracdoclinicaevidente, que
foram submetidas a determinag¢do da concentragdo
hidrogenidnica, condutividade elétrica, CCS, CMT
e exame microbiolégico.

No exame bacteriol6gico, 10 uL das amostras de
leite foram semeados em placa de Petri contendo
agar-sangue de carneiro desfibrinado (5%) e incuba-
dos a 37°C por 24 a 48 horas. A identificagdo bacte-
riana foi realizada conforme critérios estabelecidos
pelo National Mastitis Council em 1999.

A determinacdo da concentracao hidrogenidénica
foirealizadaem pH-metromodelo B474 da Micronal®
(Celm®, Barueri, Brasil). A mensuracdo da concen-
tragdo de cloreto (925 Chloride Analyzer, Corning®,
Nova lorque, EUA) e a condutividade elétrica (CE)
(Milk Checker®, Téquio, Japdo) foram realizadas
em aparelhos utilizados para tal finalidade. A CCS
foirealizada pela microscopia através de esfregacos
corados com hematoxilina-eosina (BENITES ef al.,
2001), onde foram contados 100 campos, sendo ainda
diferenciadas as populagdes de leucécitos polimor-
fonucleares e mononucleares por suas caracteristicas
morfotintoriais. O CMT foi realizado conforme des-
crito por McDoucaALL et al. (2001), sendo agrupado
em negativo (0) e positivo, este altimo subdividido
em 1+, 2+ e 3+.

Os dados foram analisados utilizando programa
estatistico GraphPad InSat Software (GraphPad
Software, Inc., EUA). Os dados da CCS foram
transformados em escala logaritmica, pois ndao apre-
sentaram distribuicdo normal. O efeito da presenca
bacteriana soba CCS, o CMT, a pH, a condutividade

elétrica, o conteudo de cloretos foram avaliados uti-
lizando o One-Way Analysis of Variance (ANOVA)
paracomparagdo entre as médias, seguido pelo teste
de Tukey para comparagdes multiplas. A correlacao
entre as varidveis quantitativas CCS e o CMT foi
determinada pela correlacdo linear de Pearson (r).
O valor de P 2 0,05 foi considerado significativo
(Sampralo, 2002).

As predigoes dos testes diagnosticos foram ava-
liadas pelo teste exato de Fisher através da SE, ES,
VPP, VPN e RP considerando o exame bacteriolégico
como padrdo ouro. Nestes casos, foram utilizados
os valores de corte para SE, SP, VPP, VPN e RP na
CCS de 5,00; 5,30 e 5,60 por estarem dentro dos
parametros estabelecidos pela Instrucao Normati-
va 51 e sugeridos por RUEGG; REINEMANN (2002); no
CMT empregou-se valores de 0 (zero) e 1 (um); na
CE estabeleceu-se os valores de 4,0; 5,5 e 6,75 como
proposto por RUEGG; REINEMANN (2002) e BRUCKMAIER
et al. (2004), no pH utilizou-se os valores de 6,63;
6,69 e 6,81, e na concentracao de cloretos os valores
de 100,5; 142,7 e 183,5 mg/100 mL como sugerido
por OcaLa et al. (2007) em animais com alta e baixa
contagem de células somaticas.

Na provabacteriolégicaforam observadas46,73 %
das amostras positivas. Destas, 64,00% foram iso-
lados Staphylococcus sp., 19,33% Streptococcus sp.,
10,67% Corynebacterium sp., 2,67% Staphylococcus
spp. e Streptococcus sp., 2,00% Staphylococcus spp. e
Corynebacterium sp. e 1,33% Streptococcus sp. e
Corynebacterium sp. Desta forma, o presente estudo
corrobora com os dados descritos por MAKOVEC;
RuecG (2003), BARKEMA et al. (2006) e MACHADO et
al. (2008), onde se ressaltou a importancia destes
géneros bacterianos na etiologia da mastite bovina.

Na CCS foram encontrados valores logaritmicos
de 4,70 (£ 0,71) e 5,48 (£ 0,75) células/mL para os
animais negativos e positivos (P < 0,0001), respecti-
vamente. Sabe-se que as glandulas mamarias sadias
de bovinos geralmente apresentam valores logarit-
micos da CCS menores que 5,30 células/mL, sendo
que a maioria das mamas higidas mantém valores
logaritmicos da CCS inferiores a 5,0 células/mL
(RuecG; REINEMANN, 2002). Na proporcao das popu-
lagdes de leucdcitos no leite, dado pela proporgao
de polimorfonucleares sobre a de mononucleares,
observou-se os valores médios de 1,72 (£ 2,53) e 3,72
(£4,67) nos animais negativos e positivos no exame
bacteriolégico (P < 0,0001), respectivamente. No
CMT, obteve-se os valores médios de 0,22 (£ 0,63) para
os animais negativos e 0,91 (£ 1,01) para os positivos
(P<0,0001). Na concentracao hidrogenidnica foram
observados valores de 6,57 (£ 0,17) e 6,63 (£ 0,18)
para os animais negativos e positivos (P = 0,0055),
respectivamente. Valores semelhantes foram des-
critos por DELLA LiBERA et al. (2001) em animais com
baixa (<5 x 10° células/mL) e alta celularidade (<5
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x 10° células/mL). No teor de cloretos encontrou-se
104,70 (+ 25,58) e 109,90 (x 30,98) mg/100 mL para
0s animais negativos e positivos (P = 0,1017), res-
pectivamente. Valores similares do teor de cloretos
foram descritos por OcaLa et al. (2007) em animais
combaixa (<2,5x10°células/mL)ealta celularidade
(<2,5x10° células/mL) no leite. Na CE observou-se
valores de 4,51 (x 0,69) para os animais negativos e
4,60 (£ 0,74) mS/cm para os negativos (P = 0,249).
Similarmente, DELLA LiBErA ef al. (2001) encontraram
valores semelhantes em animais com baixa (<5 x 10°
células/mL) e alta celularidade (< 5 x 10° células/
mL). Os valores preditivos dos distintos marcadores
inflamatérios ao utilizar os diferentes valores de corte
estdo apresentados na Tabela 1.

A CCS é um marcador inflamatério da glandula
mamaria amplamente utilizada no diagnéstico da
mastite (RUEGG; REINEMANN, 2002). O isolamento
bacteriano foi associado com aumento significante
na CCS, principalmente decorrente do aumento de
polimorfonucleares, apresentando como o melhor
preditor paraa determinacdo da presenga bacteriana.
O escore de CMT foi positivamente correlacionado
comaCCS(r=0,73; P<0,0001) e presenca bacteriana
(P<0,0001). Assim, a CCSe o CMT apresentaram-se
como testes confidveis na identificacdo da mastite
infecciosa, como ja foram demonstrados por outros
autores (RUEGG; REINEMANN, 2002; PYORALLA, 2003).

Oaumento do pH durante a mastite esta associa-
do com o aumento da permeabilidade da glandula
mamaria aos componentes sanguineos, o que fazcom
que ocorra a migracao de componentes alcalinos do
sangue, principalmente oionbicarbonato. Oaumento
significativo na concentragdo hidrogenionica foi en-
contrado, como demonstrado por OcaLaet al. (2007),
em animais com baixa e alta CCS, porém os valores

Tabela 1 - Valores preditivos dos testes diagnosticos.

preditivos encontrados foram apenas razoaveis ao
confrontar com a CCS.

Os ions cloreto e os fons sédio estdo presentes na
circulagdo sanguinea e durante a mastite atravessam
os capilares sanguineos, direcionando-se ao limen
dos alvéolos da glandula mamadria. Tal processo
ocorre devido ao aumento da permeabilidade vascu-
lar e a destruicdo das jungdes celulares e do sistema
de bombeamento idnico causados pelo processo
inflamatério (ZAFaLoN et al., 2005). Varios autores,
ao avaliarem a condutividade elétrica do leite, que é
determinada pelaconcentragdoionicaeaconcentragdo
de cloretos, relataram baixa predigdo destes testes na
deteccdo de mastite infecciosa, como encontrado no
presente estudo, sendo ainda sugerida a analise entre
asmetades comointuito de se melhorara predi¢ao do
teste (RUEGG; REINEMANN, 2002). Foi também relatado
que estes parametros apenas podem ser utilizados no
diagnostico desta enfermidade no leite proveniente
da cisterna do teto anterior a ejecdo do leite pelos
alvéolos (BRUCKMAIER et al., 2004).

Todavia, esses parametros podem ser influen-
ciados por fatores como idade, estagio lactacional,
producao, estagdo do ano, fragdo lactea coletada,
variacOes entre animais e patogenicidade do agente,
podendo refletir na avaliagdo dos testes analisados.
Ainda, grande parte da predicdo dos testes diag-
nosticos é baseada no exame bacteriolégico como
padrao ouro, no entanto a mastite nem sempre re-
quer a presenga bacteriana ou se consegue sucesso
no isolamento bacteriano (PYoraLA, 2003; ZAFALON
et al., 2005).

Desta forma, pode-se concluir queaCCSe o CMT
apresentaram-se como ferramentas confidveis para
o diagnoéstico da mastite, ndo podendo o mesmo ser
aplicado para os demais testes.

Variavel Valores de corte SE SP VPP VPN RP
CCS 5,00* 0,831 0,739 0,757 0,817 3,183
5,30* 0,674 0,774 0,858 0,540 2,979
5,60* 0,622 0,787 0,905 0,388 2,915
CMT 0,00* 0,888 0,470 0,652 0,789 1,675
1,00* 0,935 0,227 0,577 0,756 1,209
pH 6,63* 0,805 0,384 0,594 0,637 1,307
6,50* 0,894 0,238 0,568 0,667 1,173
6,69 0,970 0,053 0,534 0,615 1,025
Cloreto 110,05 0,610 0,497 0,575 0,532 1,211
(mg/100 mL) 142,70* 0,976 0,106 0,550 0,800 1,092
183,50* 0,994 0,053 0,540 0,889 1,050
Condutividade elétrica 4,00 0,503 0,567 0,567 0,503 1,161
(mS/cm) 5,50 0,982 0,060 0,538 0,75 1,044
6,75 0,994 0,020 0,532 0,75 1,014

*: P <0,05. CCS: contagem de células soméaticas, CMT: California Mastitis Test, pH: concentracao hidrogeniénica, Clo-
reto: concentracao de cloretos, Se: sensibilidade, SP: especificidade, VPP: valor preditivo positivo, VPN: valor preditivo

negativo, RP: razdo de probabilidades.
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