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ESTUDO DA INFECQAQ INTRAMAMARIA E DOS METODOS DE TRIAGEM
PARA DETECCAO DE MASTITE SUBCLINICA EM BUFALAS

RESUMO - A mastite é a enfermidade que mais causa prejuizos de ordem
guantitativa e qualitativa nos sistemas de producéao de leite no mundo. A prevencao e
controle da doencga precisam envolver atividades praticas e eficientes que auxiliem a
tomada de decisfes rapidas na fazenda. Os métodos de triagem para o diagnostico
da mastite aplicados as bufalas leiteiras sdo aqueles desenvolvidos especificamente
para as vacas. Assim, 0 objetivo geral da tese foi estudar a mastite subclinica em
bufalas e avaliar os métodos de triagem que auxiliam o diagnéstico da doenca na
fazenda. O trabalho se divide em quatro capitulos que tratam de: revisar a literatura
sobre as tematicas (l); caracterizar o leite de quartos mamarios com e sem infec¢céo
intramamaria, e avaliar a associacdo entre a presenca de infec¢éo intramamaria e as
caracteristicas microbioldgicas do leite de quartos mamarios de bufalas, posicdo dos
tetos e os resultados dos métodos de triagem (I1); e avaliar os testes rapidos California
Mastitis Test , Somaticell e condutividade elétrica como métodos de triagem para
auxiliar o diagnostico da mastite subclinica em bufalas diretamente na fazenda (lIl). O
estudo foi realizado em um rebanho de bufalas no estado do Rio Grande do Norte.
Foram colhidas 533 amostras de leite de quartos mamarios que foram submetidas a
contagem eletrénica de células somaticas (CCS), aos testes de triagem (California
Mastitis Test — CMT, teste Somaticell - SO e condutividade elétrica — CEL) e ao exame
microbiolégico para diagnéstico da mastite subclinica (IMM: positiva/negativa),
classificacdo da infeccdo (negativa, contagiosa, ambiental, mista e oportunista) e do
microrganismo envolvido (negativa, individual ou misto). Foram desenvolvidas
analises descritivas por distribuicdo de frequéncias, e medidas de posi¢ao, disperséo
e distribuicdo dos dados para caracterizacado dos quartos mamarios. Também foram
realizadas analises associativas pelo modelo linear generalizado e teste de qui-
guadrado para verificar a dependéncia e correspondéncia entre os métodos de
triagem e a presenca da infeccao intramamaria. A avaliagdo dos métodos de triagem
foi obtida pelas estimativas de estimativas da sensibilidade, especificidade, acuracia
e concordancia (coeficiente kappa) e pela curva ROC. A contagem eletrbnica de
células somaticas foi tomada como referéncia para a diferenciacdo dos quartos
mamarios com alta e baixa CCS, considerando quatro pontos de corte (150, 200, 280
e 400 mil céls/mL) e diferentes critérios de classificacdo dos quartos mamarios pelos
métodos de triagem - “tracos, 1+, 2+ e 3+” e “1+, 2+ e 3+” (CMT); SO = 150, 200 e
400 céls/mL; e CEL = 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0 mS/cm. A maioria dos quartos mamarios
avaliados tinham até 400 mil céls/mL. As reacfes positivas ao CMT ocorreram em
59,29% dos quartos mamarios avaliados, sendo a reacédo 1+ a mais frequente dentre
as positivas. 46,72% dos quartos mamarios apresentou CCS acima de 400 mil céls/mL
pelo teste SO. A CEL de 49,34% dos quartos mamarios era maior que 4,5 mS/cm. As
médias de CCS, SO e CEL foram 1.104,90 e 675,95 céls/mL e 4,88 ms/cm,
respectivamente. A infeccdo intramamaria foi diagnosticada em 68,73% dos quartos
mamarios investigados, sendo que metade (50,55%) estava infectada por apenas uma
espécie de microrganismo. A maioria dos casos de IMM positiva era do tipo contagiosa
(47,62%), principalmente por Corynebacterium bovis e Streptococcus agalactiae,
seguida da ambiental (30,69%), principalmente Streptococcus dysgalactiae,
Escherichia coli, Klebsiella spp. e Enterococcus spp; e oportunista (19,58),



representada pelos Staphylococcus spp. coagulase negativa. Houve variagao
significativa de CCS nas classes de CMT, SO e CEL. Foi encontrada correspondéncia
altamente significativa entre os testes CMT e Somaticell. Nao existe associagao entre
a CCS, posicao do quarto mamario, presenca da infeccéo, tipo da infeccédo e do
microrganismo. H& associagao entre a variagdo da condutividade elétrica e a presenca
de IMM e concordéancia entre esta e os resultados de CMT. O critério do CMT que
considera a reacao de traco foi melhor para selecionar os quartos mamarios com CCS
a partir de 150 e 200 mil céls/mL. Ja para uma triagem menos rigorosa, com CCS nos
pontos de corte 280 e 400 mil céls/mL, a melhor avaliagdo do CMT foi no critério que
nao considera a reacao de traco. As melhores avaliacfes para o teste Somaticell nos
pontos de corte em 150 e 200 mil céls/mL foram nos critérios = 200, e em 280 e 400
mil céls/mL, foi no critério = 400. De forma mais especifica, os valores criticos do teste
Somaticell e condutividade elétrica que maximizam a capacidade de detectar
corretamente os quartos mamarios de bufalas com contagem de células somaticas de
150, 200, 280 e 400 céls/mL sé&o, respectivamente 253 (244 - 263), 363 (340 - 379),
398 (379 - 418) e 477 (470 - 485) mil céls/mL e 4,5 mS/cm. Os métodos de triagem
realizados na fazenda auxiliam a identificacdo de quartos mamarios com alta
contagem de células somaticas. A condutividade elétrica e o CMT tém relacdo com a
presenca de infecgdo intramamaria, mas o diagnoéstico da doenca deve ser confirmado
pelo exame microbiolégico do leite quartos mamarios de bufalas. A associacdo dos
métodos de triagem pode ser uma escolha assertiva para os programas de controle e
prevencéo da doenca em rebanhos bubalinos.

Palavas-chave: Bubalus bubalis, CCS, glandula mamaria, leite, teste diagnostico
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INTRAMAMMARY INFECTION AND SCREENING TESTS STUDY FOR THE
SUBCLINICAL MASTITIS DETECTION IN BUFFALOES

ABSTRACT - Mastitis is the disease that causes the most quantitative and
gualitative losses in milk production systems in the world. Disease prevention and
control need to involve practical and efficient actions that may help on decision-making
on farm. Screening methods applied for mastitis diagnosis in dairy buffaloes are those
developed specifically for cows. Thus, the objective of the thesis was to study
subclinical mastitis in buffaloes and to evaluate the screening methods that help the
disease diagnosis in farm. The work is divided into four chapters that deal with:
reviewing the literature on the themes (1); to characterize breast milk with and without
intramammary infection and to evaluate the association between the presence of
intramammary infection and microbiological characteristics of buffalo milk, teat
position, and the results of screening methods (I1); and evaluate the California Mastitis
Test (CMT), Somaticell (SO) and electrical conductivity (EC) rapid tests as a screening
method to assist the diagnosis of subclinical mastitis in buffaloes on farm (l11). The work
was developed in a buffaloes commercial herd in the Rio Grande do Norte state. A
total of 533 randomly selected milk samples were obtained and submitted to electronic
somatic cell count (SCC), screening tests (CMT, SO and EC) and microbiological
examination for diagnosis of subclinical mastitis (IMM: positive/negative), infection
classification (negative, contagious, environmental, mixed and opportunistic) and
microorganism involved (negative, individual or mixed). Descriptive analyzes were
performed by frequency distribution and measures of position, dispersion and
distribution of data to samples characterize. Associative analyzes were also performed
by the generalized linear model and chi-square test to verify the dependence and
correspondence between the screening methods, SCC and the presence of
intramammary infection. The evaluation of screening methods was obtained by
estimates of estimates of sensitivity, specificity, accuracy and agreement (kappa
coefficient) and the ROC curve. SCC was taken as a reference for the differentiation
of the high and low SCC, considering four cutoff points (150, 200, 280 and 400 x1000
cells/mL) and different criteria for the classification of the fourth breast by the methods
- “Traces, 1+, 2+ and 3+” and “1+, 2+ and 3+” (CMT); SO =150, 200 and 400 thousand
cellsimL; and EC = 3.0, 4.0, 5.0 and 6.0 mS/cm. Most of the mammary quarters
evaluated had up to 400 x1000 cells/mL. Positive reactions to CMT occurred in 59.29%
of the mammary quarters evaluated, with the 1+ reaction being the most frequent
among positive ones. 46.72% of the mammary quarters presented CCS above 400
x1000 cells/mL by the SO test. The CEL of 49.34% of the breast quarters was greater
than 4.5 mS/cm. The average CCS, SO and CEL were 1,104.90 and 675.95 x1000
cells/mL and 4.88 ms/cm, respectively. Intramammary infection was diagnosed in
68.73% of the mammary quarters investigated, and half (50.55%) were infected by
only one species of microorganism. Most cases of positive IMM were contagious
(47.62%), mainly by Corynebacterium bovis and Streptococcus agalactiae, followed
by environmental (30.69%), mainly Streptococcus dysgalactiae, Escherichia coli,
Klebsiella spp. and Enterococcus spp.; and opportunistic (19.58), represented by
Staphylococcus spp. negative coagulase. There was significant variation in SCC in
CMT, SO and EC classes. Highly significant correspondence was found between CMT
and SO. There is no association between SCC, quarter position, presence of infection,
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type of infection and microorganism. There is an association between the variation of
CE and the presence of IMM and agreement between it and the results of CMT. The
CMT trace reaction criterion was better to select the breasts with SCC from 150 and
200 x1000 cells/mL. For less rigorous screening, with SCC at cutoffs 280 and 400
x1000 cells/mL, the best CMT evaluation was the criterion that does not consider the
trace reaction. The best evaluations for the Somaticell test at the cutoff points at 150
and 200 x1000 cells/mL were at criteria = 200, and at 280 and 400 x1000 cells/mL at
criteria 2 400. The critical values of the SO and EC that maximize the ability to correctly
detect the buffaloes quarter with 150, 200, 280 and 400 x1000 cells/mL SCC are 253
(244 - 263), 363 (340 - 379), 398 (379-418) and 477 (470-485) x1000 cells/mL,
respectively, and 4.5 mS/cm. Screening methods on farm assist in the identification of
mammary quarters with high SCC. EC and CMT are related to the presence of
intramammary infection, but the diagnosis of the disease should be confirmed by
microbiological examination. The combination of screening methods can be an
assertive choice for disease control and prevention programs in buffalo herds.

Keywords: Bubalus bubalis, diagnostic, mammary gland, milk, SCC
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CAPITULO 1 - Considerac@es gerais

1. INTRODUCAO

A salude da glandula mamaéria de fémeas leiteiras € um elemento de grande
importancia para fazendas de producdo de leite. A infeccdo intramamaria (IMM)
consiste na invasao da glandula principalmente por bactérias que esta associada a
perdas quantitativas e qualitativas no leite, aumento do custo de producao e descarte
involuntario de animais, dentre outros prejuizos (Singh e Singh, 1994; Tripaldi et al.,
2003; Tripaldi et al., 2010; Ruegg e Pantoja, 2013). Por isso, as fazendas leiteiras de
todo o mundo adotam programa de prevencgao e controle da doenca.

A mastite € uma doenca causada pela inflamacdo da glandula mamaria em
decorréncia da invasao por microrganismos, injarias externas ou processo fisiol6gico
natural (estresse). Apesar de as fémeas bubalinas serem mais resistentes a IMM em
relacdo as fémeas bovinas, a literatura tem reportado que aquelas também sé&o
acometidas pela doenca (Tripaldi et al., 2010; Medeiros et al., 2011; Sollecito et al.,
2011; Purohit et al., 2014; Kashyap et al., 2019).

A condicdo da saude intramamaria € confirmada pelo exame microbioldgico do
leite, que indica a presenca de processo infeccioso. Quando esta instalada uma IMM,
as células de defesa (somaticas) sdo recrutadas para o local, principalmente os
neutrofilos, o que aumenta a sua proporcao no leite (Bastos, 2004; Tripaldi et al., 2010;
Pizauro, 2013). A contagem de células somaticas (CCS) é usada, entdo, para
acompanhar a resposta imunologica do animal frente ao processo infeccioso. Os
métodos de triagem se baseiam na contagem direta ou indireta destas células no leite,
dando indicios da presenc¢a de mastite subclinica. Ainda ndo existe uma concordancia
sobre o limite critico de CCS e do método de triagem que indica corretamente a
presenca de mastite subclinica em bufalas.

De maneira geral, os estudos evidenciam baixas a médias contagens de células
somaticas no leite e relatam pouca prevaléncia de mastite em rebanhos bubalinos
(Mustafa et al., 2013; Purohit et al., 2014; Elhaig e Selim, 2015), o que né&o elimina a
necessidade de se estudar melhor a doenca na espécie.

No sentido de contribuir para um melhor entendimento sobre a doenca e

ferramentas de monitoramento para sua prevencao e controle na fazenda, o objetivo



geral da tese foi desenvolver um estudo sobre a mastite subclinica e avaliar os

métodos triagem para o diagnéstico da doenca em quartos mamarios de bufalas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bubalinocultura leiteira

O bufalo doméstico € originario da Asia, pertence ao género Bubalus e espécie
bubalis, familia Bovidae e subfamilia Bovinae. Sua domesticacdo ocorreu ha 5 mil
anos, mais recente que a domesticacéo dos bovinos Bos Taurus e Bos indicus, que
ocorreu ha 10 mil anos (Borghese e Mazzi, 2005).

O continente asiatico detém de 97,4% do rebanho bubalino mundial, seguido
da Africa (1,7), Américas (0,7) e Europa (0,2), sendo o Brasil o pais que possui a maior
populacao bubalina em toda a América, cerca de 1,3 milhdes de cabecas (FAO, 2019).

O inicio da criacdo de bufalos no Brasil ocorreu por volta do ano 1980, em
diversas regifes do pais (Bernardes, 2007). Estima-se que no Brasil o efetivo do
rebanho bubalino é de 1.381.395,00 cabecas (IBGE, 2019), destinadas a producao de
carne ou leite, dependendo da regido do pais. A maior parte do efetivo encontra-se na
regido Norte do Brasil, principalmente no estado do Para; seguindo-se nas regides
Sudeste, onde se encontra a maior concentracdo de exploracOes leiteiras,
principalmente no estado de S&o Paulo; Nordeste, principalmente no litoral e estado
do Maranhédo; Sul, principalmente no Rio Grande do Sul;, e Centro-Oeste,
principalmente no estado do Goias (IBGE, 2019) (Figura 1).

Centro-Oeste
Sul 3,75%
7,48%

Nordeste
9,42%

Sudeste
13,39%

Norte
65,96%

Figura 1. Distribuicdo do efetivo bubalino nas regides brasileiras (IBGE, 2019).



A partir dos anos 90, houve um aumento no nimero de industrias brasileiras
voltadas a fabricacdo de produtos derivados do leite bubalino, as quais sao
responsaveis pelo uso de grande parte do leite produzido no pais (Tonhati et al.,
2011). Dois grandes fatores que contribuem para o interesse no beneficiamento do
leite bubalino sdo as caracteristicas peculiares da matéria-prima em termos de
composicdo, que supera a concentracdo de solidos (Rangel et al.,, 2011) e o
rendimento (Teixeira et al., 2005), quando se compara com as caracteristicas do leite
bovino.

As fémeas bubalinas sao susceptiveis a problemas sanitarios semelhantes aos
de vacas, podendo ser acometidas pela mastite. Entretanto, sua resisténcia a infeccao
intramamaria é maior que a bovina. Primeiramente porque a selecdo genética das
bufalas, especialmente em termos produtivos, ainda ndo alcangou o estagio ja
estabelecido para as vacas especializadas, o que ainda Ihes confere rusticidade e
menor susceptibilidade a mastite. Além disso, as bufalas leiteiras detém de tetos mais
protegidos devido a maior quantidade de melanina, queratina e vascularizacdo (tbnus)
do esfincter; assim como possuem maior concentragdo de lactoferrina e
lactoperoxidase, que auxiliam na defesa contra os microrganismos invasores. Elas
também contam com células de defesa (neutréfilos) com maior eficacia antibacteriana
em relacdo as vacas (Kapronezai et al., 2005; Sollecito et al., 2011).

Considerando que o mercado possui uma vasta diversificacdo em termos de
produtos lacteos e, consequentemente, uma concorréncia significativa, a oferta de
derivados do leite bubalino apresenta-se como uma maneira estratégica de a industria
se estabelecer no mercado. O diferencial da origem da matéria-prima, da ao produto
final uma esséncia nobre e refinada, permitindo que a industria atenda um nicho de

mercado e ofereca seus produtos com valor agregado ainda maior.
2.2 Infecgdo intramamaria em bufalas

A inflamacdo dos tecidos intramamarios de fémeas leiteiras, chamada de
mastite, pode se dar por ordens fisiologicas (estresse), a partir de injarias externas e
traumas no Ubere e tetos, ou por invasdo de microrganismos atraves do orificio do

teto, conhecida como infec¢éo intramamaria (IMM) (Smith, 2002).



A mastite tem diferentes graus de intensidade, duragdo e consequéncias, e pode
se apresentar de maneira clinica ou subclinica. A mastite clinica é uma reacéao
inflamatdria com sinais clinicos evidentes que se mostram concomitantemente ou néo,
como: animal apético; inchaco, alta temperatura e alteracdo da textura glandular; e
mudanga no aspecto do leite secretado, apresentando aumento de viscosidade,
presenca de grumos, sangue, pus ou coloracéo anormal (Schalm et al., 1971; Harmon,
1994). Ja na mastite subclinica, o Ubere nédo apresenta sinais visiveis de inflamacéao
e o leite tem aparéncia normal. Entretanto, existe a presenga de microrganismos
invasores com aumento das células de defesa no leite, que também pode apresentar
caracteristicas fisico-quimicas alteradas (Schalm et al., 1971; Harmon, 1994;
Alhussien e Dang, 2018).

A prevaléncia da mastite subclinica € maior de que a clinica (Philpot e Nickerson,
1991), e, devido sua expressao silenciosa e impacto na produtividade do rebanho e
qualidade do leite e derivados, sua identificacdo faz parte das medidas de controle da
doenca.

A mastite infecciosa é a mais recorrente em rebanhos leiteiros em todo o mundo
e sua instalacdo e duracdo depende do microrganismo (tipo e capacidade de
colonizagdo e persisténcia na glandula), do hospedeiro (magnitude e duragdo da
resposta imune a invasao, condicao fisioldgica) e do ambiente (higiene e praticas de
manejo para prevencado de novas infecgbes e combate/cura).

A invasdo do Ubere pelos microrganismos € conhecida como infeccdo
intramamaria (IMM). A proporc¢éo de casos positivos para a IMM nos rebanhos leiteiros
€ medida pela prevaléncia. Estudos simultaneos nas duas espécies confirmam que a
prevaléncia e a taxa de novos casos (incidéncia) de IMM € menor em bufalas (Mahajan
et al.,, 2011; Mustafa et al., 2013; Elhaig e Selim, 2015). Os estudos indicam
prevaléncias entre 8,81 e 68,33 % em rebanhos bubalinos (Vianni et al., 1990;
Kapronezai et al., 2005; Salvador et al., 2012; Mustafa et al., 2013; Pizauro et al.,
2014; Kashyap et al., 2019).

As bufalas sdo menos susceptiveis a IMM de que as vacas, embora a infeccao
envolva microrganismos semelhantes em ambas as espécies (Kapronezai et al., 2005;
Moroni et al., 2006; Purohit et al., 2014). Além disso, a incidéncia e prevaléncia da

mastite subclinica pode ser influenciada por diferencas regionais, sazonais e



climaticas (Nyman et al., 2007) que estdo relacionadas principalmente as condi¢des
ideais de proliferacdo bacteriana ambiental.

Os principais microrganismos que provocam mastite nos animais leiteiros sao as
bactérias. Mas as leveduras, fungos e até algas também podem comprometer a saude
do Ubere (Smith, 2002). Esses microrganismos se agrupam em contagiosos, que séo
principalmente Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Corynebacterium
bovis; e em ambientais, representados pelas outras espécies do género
Streptococcus, bactérias entéricas (coliformes), fungos e algas (Radostits et al., 2007;
Bastos e Birgel, 2011; Medeiros et al., 2011).

Os microrganismos contagiosos sdo dependentes do animal e incapazes de
sobreviver fora da glandula mamaria. Eles sdo transmitidos de animal a animal
principalmente na ordenha, por meio das teteiras, méos do ordenhador, ou boca do
bezerro. Esses microrganismos geralmente se associam a mastite subclinica e
cronica, possuindo alta persisténcia. Ja os ambientais, adentram o Ubere geralmente
estdo presentes no solo, cama dos animais e ambientes umidos. A mastite subclinica
por patégenos ambientais tem maior prevaléncia quando ocorrem mudancas de
temperatura e umidade, em comparacdo com os patdégenos contagiosos (Voltolini et
al., 2001). Os microrganismos ambientais provocam aumento subito da contagem de
células somaticas, com regressdo em poucas semanas (Haas et al., 2004). A cura
espontanea da mastite ambiental € mais facil de que a cura da contagiosa, porque 0s
patégenos contagiosos tém maior predilecdo pelo ambiente intramamario, fazendo a
IMM persistir.

O principal microrganismo contagioso associado a mastite que merece rapida
tomada de deciséo € Staphylococcus aureus, porque ele provoca perdas na producéo
e prejuizos irreversiveis na glandula mamaria de animais leiteiros (Fagiolo e Lai,
2007). Esse microrganismo possui mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos,
dificultando seu tratamento, e tém capacidade de produzir toxinas termoestaveis
associadas a intoxicacdo alimentar no homem (Al-Tarazi et al., 2009; Johler e
Stephan, 2010; Moura et al., 2019). S. aureus e 0s estreptococcus ambientais (S.
uberis e Strep. dysgalactiae) causam infec¢des invasivas ao tecido mamario, sao
persistentes/cronicas e tém um tratamento mais dificil e demorado (Burton e Erskine,
2003).



Streptococcus agalactiae € um parasita estrito do Ubere e a principal fonte de
infeccado é a glandula maméaria de animais doentes, mas também pode ocorrer atraves
da pele das tetas, lesbes e hiperqueratose. A infeccdo por S. agalactiae ocorre
superficialmente nos dutos de leite, mas causa mastite clinica e subclinica com
aumento significativo de CCS e perdas consideraveis na producéo de leite e também
provoca altas taxas de lipélise e protedlise no leite (Fagiolo e Lai, 2007; Jorgensen et
al., 2016). Ele pode sobreviver em fezes, utensilios e equipamentos de ordenha
(Jorgensen et al., 2016). Por isso, o tratamento dos animais doentes, a correta
higienizacdo das méos do ordenhador e dos materiais e equipamentos de ordenha
sdo importantes para o controle desse patogeno.

Alguns estudos mostram que os géneros Staphylococcus spp., Streptococcus
spp. e Corynebacterium spp. sdo os mais prevalentes em bufalas com IMM (Bastos e
Birgel, 2011; Medeiros et al., 2011; Pizauro et al., 2014). Corynebacterium spp. foi o
patdbgeno mais prevalente em bufalas durante o periodo chuvoso, quando também
aumentou levemente a CCS, no estado de Sao Paulo, Brasil (Pizauro et al., 2014).
Ele causa mastite subclinica leve, sem alteracdes evidentes na producéo e qualidade
do leite (Pantoja et al., 2009; Catozzi et al., 2017).

Ainda podem ser encontradas infec¢es por microrganismos oportunistas, como
Staphylococcus spp. coagulase negativos (SCN), que fazem parte da microbiota
natural da pele e canal do teto. Eles sdo uma das causas mais frequentes de mastite
subclinica e as principais espécies desse grupo sao S. chormogenes e S. warneri. Em
rebanhos com baixa prevaléncia de microrganismos contagiosos, os SCN passam a
prevalecer, mas ndo provocam uma resposta nao intensa de CCS e tém alta taxa de
cura espontanea (Schukken et al.,, 2009; Condas et al, 2017). SCN e
Corynebacterium bovis produzem substancias antibacterianas que podem inibir por
competitividade as infecgBes pelos demais patdgenos, protegendo a glandula
mamaria (Biggs, 2009).

Rebanhos com mastite contagiosa controlada ou que passam a conviver com
condicbes ambientais inadequadas (problemas de cama, manejo de ordenha, alta
umidade em piquetes e salas de ordenha) desenvolvem geralmente a mastite
ambiental, que se apresenta principalmente como clinica e com alta CCS (Dhakal,

2006). Os coliformes, principalmente Escherichia coli e Klebisiella spp., juntamente



com os Streptococos uberis e Strep. dysgalactiae, sdo 0s principais representantes
do grupo ambiental. Mas também podem ser encontradas infeccbes ambientais por
Enterococus spp., Bacillus spp., Aerococus viridans, e Lactococus lactis (Bobbo et al.,
2017).

Fémeas leiteiras estdo submetidas a fatores ambientais desafiadores que Ihes
expdem a IMM tanto durante a lactacdo, quando durante o periodo seco. Esses fatores
estdo relacionados principalmente ao clima, as instalacdes e ao manejo (Harmon,
1994; Bastos e Birgel, 2011; Pizauro, 2013), que devem ser considerados nas acoes
para o controle e prevencéo da mastite no rebanho.

A resposta do animal frente a IMM depende de sua da espécie, raca, ordem de
parto, periodo de lactacao, nivel de producéo, magnitude e duracdo da resposta imune
e do tipo de microrganismo envolvido na doenca (Harmon, 1994; Bastos e Birgel,
2011; Rhoda e Pantoja, 2012; Pizauro, 2013; Alhussien e Dang, 2018).

2.2.1 Contagem de células somaticas

A expressao “células somaticas” se refere as células derivadas do corpo do
animal que estdo presentes no leite. A maioria das células somaticas do animal
saudavel sédo globulos brancos do sangue - os leucdcitos (linfécitos, macréfagos e
neutrofilos). Também séo encontradas em menor proporgéo as células resultantes da
regeneracdo epitelial pela descamacao normal do tecido alveolar e dos ductos da
glandula mamaria (Tripaldi et al., 2010; Alhussien e Dang, 2018).

A presenca das células sométicas no leite € um fendbmeno fisiol6gico normal,
pois elas representam a segunda barreira para a defesa do Ubere contra
microrganismos invasores, sendo a primeira barreira a estrutura anatémica (epitélio
do teto, esfincter, etc.) e fatores quimicos (citocinas) (Alhussien e Dang, 2018).

Uma vez instalada a IMM por microrganismos, mais células de defesa do animal
séo recrutadas para o interior do Ubere para combaté-los e aumentam de proporcao,
indicando a condi¢éo de saude do Ubere. Por isso, a contagem de células sométicas
(CCS) no leite consiste atualmente na ferramenta mais usual para aferir a saude da
glandula mamaria de fémeas lactantes.

Apesar de as fémeas bubalinas possuirem mecanismos de defesa da glandula

mamaria que as permitem uma melhor resposta frente a IMM em relacdo as vacas, a



literatura tem reportado que estas também sdo acometidas pela doencga na sua forma
clinica e subclinica (Tripaldi et al., 2010; Medeiros et al., 2011; Sollecito et al., 2011,
Purohit et al., 2014; Kashyap et al., 2019). Entretanto, os valores de referéncia
utilizados para CCS de leite bovino mostram-se inadequados para bufalas (Amaral et
al., 2005; Medeiros et al., 2011), o que pode estar ligado as diferencas nas
caracteristicas anatémicas e fisioldgicas relacionadas a glandula mamaria das duas
espécies.

Os valores médios para a CCS no leite de bufalas podem variar de acordo com
diversos fatores como a idade animal, a fase de lactacdo, a estacdo do ano, clima,
dentre outros (Céron-Mufioz, 2002; Rangel et al., 2011; Salari et al., 2013; Moura et
al., 2017). De maneira geral, os estudos evidenciam baixas a médias contagens de
células sométicas e relatam pouca prevaléncia de casos clinicos em rebanhos
bubalinos (Céron Mufioz et al., 2002; Tripaldi et al., 2003; Kapronezai et al., 2005,
Pardo, 2007; Purohit et al., 2014), mas isso ndo elimina a necessidade de se estudar
melhor a doengca em rebanhos da espécie.

Bastos (2004) e Pizauro (2013) identificaram maior propor¢cao de neutroéfilos, em
relacdo aos linfécitos e macr6fagos em amostras de leite de bufalas com IMM, como
também acontece em vacas. Tripaldi et al. (2010) observaram que o incremento de
CCS no leite de bufalas acima de 100 mil céls/mL é diretamente relacionado ao
aumento na proporcao de neutrofilos e na reducao de linfocitos.

O leite obtido de um quarto mamario saudavel tem CSS abaixo de 100 mil
céls/mL para vacas, que sdo diagnosticadas com mastite subclinica com a CCS a
partir de 200 mil céls/mL (Smith, 2002), valor também constatado no leite de bufalas
com IMM no estudo de Dhakal (2006). Segundo Medeiros et al. (2011), valores de
CCS acima de 280 mil céls/mL s&o um indicativo de infec¢do da glandula mamaria em
bifalas. Mas, segundo Rhoda e Pantoja (2012), espera-se que muitas amostras de
leite com CCS maior que 200 mil céls/mL usadas para determinar a presenca e tipo
da IMM sejam provavelmente negativas. A reducdo da CCS até abaixo de 200 mil
céls/mL acontece gradualmente apds a cura espontanea ou o tratamento, e o tempo
para normalizar depende muitas vezes das espécies de microrganismos envolvidos

na IMM (Ruegg, 2013). Por isso, os estudos e a¢des sobre a CCS e a IMM devem ser



cautelosos e devem considerar a realidade de cada rebanho e o tipo de colheita de

dados utilizado (se dados historicos ou pontuais, por exemplo).
2.3 Prejuizos causados pela mastite

A mastite pode provocar prejuizos cumulativos e irreversiveis na glandula
mamaria devido a atrofia e necrose do tecido secretor, incluindo relevantes perdas
gualitativas do leite e seus derivados (Harmon, 1994; Céron-Mufioz et al., 2002).
Estima-se que a mastite subclinica causa perdas econémicas consideraveis, uma vez
gue ela atua de forma silenciosa na maior parte do rebanho, reduzindo a producéo e
gualidade de leite (Singh e Singh, 1994; Tripaldi et al., 2003; Tripaldi et al., 2010;
Ruegg e Pantoja, 2013).

As perdas pela mastite em bufalas sdo de aproximadamente 17,5% na producéo
de leite, sendo os quadros severos responsaveis pela reducéo diaria de 0,35 litros de
leite por animal (Singh e Singh, 1994). Somam-se a iSso 0s custos com tratamento, o
descarte de leite devido as alteracdes em suas caracteristicas nhormais ou pelo residuo
de antibiéticos, além da perda do animal por descarte involuntario ou morte. Existem
ainda os prejuizos potenciais para o consumidor, pois o leite de animal acometido pela
infeccdo pode ser um veiculo de microrganismos e suas toxinas capazes de
desencadear doencas em humanos. Por esses motivos, a mastite € a doenca que
mais causa prejuizos aos sistemas de producao de leite mundiais (Ruegg e Pantoja,
2013; Purohit et al., 2014).

A elevacdo na CCS esta diretamente relacionada ao decréscimo na
produtividade, alterac6es na composi¢éo quimica do leite (gordura, lactose e caseina);
na atividade enzimatica e, portanto, nas propriedades de coagulacdo durante a
producao de derivados (Céron-Mufioz et al., 2002; Montanhini et al. 2013). Tripaldi et
al. (2010) identificaram que as bufalas com CCS maior que 200 mil céls/mL possuiam
maior Contagem Bacteriana Total (666 mil UFC/mL), e menor producdo de leite,
guando comparadas com as bufalas com CCS abaixo de 200 mil céls/mL.

O cuidado com os niveis de CCS do leite também tem como foco evitar prejuizos
na sintese dos componentes do leite (Céron-Muiioz et al., 2002; Tripaldi et al., 2003),
resguardar a seguridade e vida de prateleira do alimento (Mazal et al., 2007; Sollecito

et al., 2011), atenuar os efeitos de aumento do tempo de coagulagao do leite (Tripaldi
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et al., 2003; Mazal et al., 2007) e perda de gordura e proteina no soro de queijos
(Andreatta et al., 2009); além também de minimizar efeito negativo sobre o
rendimento, propriedades sensoriais e aceitabilidade do produto final (Tripaldi et al.,
2003; Montanhini et al., 2013; Coelho et al., 2014, Sales et al., 2016).

Tripaldi et al. (2003) tiveram evidéncias de que o uso de leite bubalino com até
200 mil céls/mL garantem as suas propriedades tecnoldgicas, principalmente
coagulacéo, ideais para a o6tima eficiéncia de fabricacdo de derivados. Esse é o
mesmo valor de CCS adotado como limite pelas industrias na Italia, onde o leite de
bufalas € em sua maior parte empregado na producdo de mozzarella.

Este assunto deve ter, portanto, a merecida atencdo, jA que 0S prejuizos
causados pela doenca em questédo sdo de extrema relevancia para a bubalinocultura
e para a industria lactea (Céron-Mufioz et al., 2002; Kapronezai et al., 2005; Medeiros
et al., 2011; Purohit et al., 2014).

2.4 Programa de controle de mastite

As fémeas leiteiras estdo diariamente expostas a inflamacéo intramamaria. A
eliminacdo completa dos microrganismos do ambiente onde os animais séao criados €
inviavel, na pratica. Como toda doenca, a IMM provoca a resposta do sistema imune
e 0 constante contato do animal com o microrganismo estimula a manutengao dessa
resposta defensiva, deixando-o preparado para rapida resposta em caso de infec¢éo
aguda. A resposta imune e a cura da infeccdo dependem primordialmente desse
feedback do préprio organismo animal, e, ndo exatamente da eficiéncia de quimicos
usados no tratamento (Ruegg e Pantoja, 2013). Assim, é desejavel que o sistema
imune dos animais responda ativamente no combate a invasao de microrganismos
para a cura espontanea da IMM. Essa resposta pode ter como consequéncia a
oscilacdo na contagem de células somaticas no leite ao longo da lactacdo, com
ocorréncia de picos seguidos de diminuicdo. Nessa conjuntura, é importante que os
rebanhos convivam com a presenca da mastite e em baixa prevaléncia (< 30%).

Essa dinamica de resposta animal e a gestdo das informacdes obtidas no
acompanhamento do rebanho, além das praticas preventivas e de tratamento sao
importantes para o controle da doenca. Informagbes importantes tomadas

subsequentemente e as revisdes mensais do histérico de cada animal, como nimero
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de casos curados, novos casos e casos crénicos, prevaléncia e incidéncia devem ser
consideradas para avaliar a saude do rebanho (Rhoda e Pantoja, 2012; Ruegg e
Pantoja, 2013). Somente o dado pontual de CCS referente a apenas um més, por
exemplo, ndo € suficiente para o diagnéstico completo e a tomada de decisdes
adequada sobre a IMM.

O conselho americano de mastite (National Mastitis Council) orienta as praticas
de manejo estratégicas para o controle eficaz da doenca no rebanho. Essas praticas
sédo adotadas amplamente para vacas e se baseiam em: |) procedimentos adequados
de desinfeccdo dos tetos antes e apOs ordenha (pré e pds-dipping); Il) cuidados
preventivos em todas as vacas secas (antibioticoterapia); Ill) tratamento dos casos
clinicos e registro de todos os casos; 1V) separacdo e descarte dos animais que
sofreram muitos casos de mastite clinica (crénicos); V) manutencdo adequada do
equipamento de ordenha (Jorgensen et al., 2016). Além disso, Ruegg e Pantoja (2013)
sugerem outros pontos praticos na implementacdo dos programas de controle de
mastite — a) os produtores devem trabalhar com sua equipe para desenvolver um
plano anual de saude do Ubere que inclua metas claras para a qualidade do leite,
garanta a prevencdo de novas infecgbes (incluindo a limpeza e conforto das
instalacdes), e a identificacdo e monitoramento de vacas cronicamente infectadas. O
gerenciamento incisivo da IMM é extremamente eficaz para ajudar as fazendas
atenderem aos padrdes da industria para a qualidade do leite e seguranca alimentar.

A intensificacao de procedimentos de higienizacdo pré-ordenha é essencial para
reduzir o risco de IMM ambiental e de contaminacdo do leite de bufalas que tém
contato com pocas de agua ou lamas. Para a remocao de sujeiras, Borguese et al.
(2007) relatam que algumas fazendas da lItalia utilizam uma piscina com agua limpa
para que as bufalas mergulhem na entrada da sala de pré-ordenha; outra opcao € a
utilizagdo de aspersores antes da ordenha. Eles recomendam que essa forma de
limpeza deve estar associada a secagem dos tetos posteriormente, para evitar a
drenagem de bactérias para dentro do teto.

A maior parte do leite produzido pelas bufalas fica armazenado em nivel alveolar
e, se ndo estiverem bem induzidas a liberagcédo, algumas podem demorar na ejecao
do leite, mesmo se ordenhadas por até 15 minutos (Borguese et al., 2007). Nessa

situacao, os tecidos do Ubere e do teto sofrem estresse por pressdo mecanica durante
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periodo prolongado, o que pode levar a prejuizos no esfincter (hiperqueratose), uma
das barreiras fisicas da mastite. Em razédo disso, recomenda-se uma inducao da
ejecdo de leite adequada pela presenca do bezerro, contato tatil/manual ou
alimentacdo na ordenha. Pode ser considerada a aplicacdo de uma dose fisiol6gica
de ocitocina exdgena em bufalas que apresentam dificuldade de responder aos
demais estimulos, entretanto, 0 mais aconselhavel é incluir essa caracteristica na

selecdo dos animais da fazenda (Borguese et al., 2007).
2.5 Métodos de avaliacao da saude da glandula mamaria

O diagnostico de mastite é baseado em sinais clinicos e exames laboratoriais. O
teste de Tamis € o método que permite, na fazenda, a identificacdo rapida de animais
com mastite clinica. Ele € empregado na rotina de cada ordenha e consiste na analise
visual dos primeiros jatos de leite em uma caneca de fundo escuro (Kapronezai et al.,
2005). O animal com mastite clinica apresenta o leite com grumos, secre¢ao purulenta
e/ou sanguinolenta no momento do teste e também pode apresentar sinais clinicos na
textura glandular, inchaco e vermelhidéo.

Uma vez que a quantidade e proporcao de células de defesa se relaciona
diretamente com a infeccdo e as reagfes inflamatorias intramamarias em fémeas
leiteiras, a contagem de células somaticas (CCS) é uma ferramenta pratica para se
acompanhar a saude da glandula mamaria dos animais em lactacédo, indicar os casos
de mastite subclinica e € um subsidio para tomada de decisdes na fazenda que adota
o programa de controle da doenca (Moroni et al., 2006; Araujo et al., 2012). A CCS
ndo diagnostica a infeccdo, mas sim, a resposta inflamatoria do sistema imune na
glandula mamaria. Somente o exame microbioldgico do material secretado pelo Ubere
comprova a instalacao de patdégenos no local e o diagnostico da doenca.

Medeiros et al. (2011) indicam que o exame microbioldgico do leite € o melhor
método para diagndstico da mastite subclinica em bufalas, porque como as fémeas
bubalinas tém uma resisténcia maior a infeccdo mamaria, € comum observar animais
com alta CCS sem um quadro infeccioso. Por isso, a cultura bacteriana é o método
indicado para diagnostico definitivo da mastite nesta espécie, que direcionara a

decisao para tratamento e manejo dos animais.
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As técnicas de cultivo microbiol6gico exigem mais tempo e cuidados para a
colheita, preparo e analise do material e sdo mais onerosas em relacdo a contagem
de células somaticas. Diante disso, as fazendas que adotam programas de controle
de mastite usam métodos de triagem dos animais antes de submeté-los ao método
diagnéstico (exame microbiolégico). Esses métodos de triagem se baseiam na
contagem direta ou indireta de células somaticas no leite.

Como ocorre nas vacas, alteracdes celulares também estao relacionadas com
a presenca de IMM em quartos mamarios de bufalas. Mas ainda ndo existe uma
concordancia sobre o limite critico de CCS e do método de triagem que indica a
presenca de mastite em bufalas.

Os valores abaixo de 100 mil céls/mL ocorrem sempre em bufalas saudaveis
(Tripaldi et al., 2010). Sharma et al. (2007) identificaram caso de mastite clinica com
CCS em 280 mil céls/mL. Alguns autores adotam 200 mil céls/mL como o limite critico
para identificar bufalas com possivel mastite subclinica (Moroni et al., 2006; Tripaldi
et al., 2010; Sollecito et al., 2011). Diferentemente destes, Medeiros et al. (2011),
confrontando resultados (n=1986) do California Mastitis Test, CCS e exame
microbioldgico de leite bubalino na regido nordeste do Brasil, chegaram a concluséo
de que uma bufala é diagnosticada com mastite subclinica quando o leite tem a partir
de 280 mil céls/mL.

Como a mastite subclinica é silenciosa, o diagndéstico precisa ser auxiliado por
testes de triagem. Esses testes se baseiam na contagem direta ou indireta de células
somaticas no leite, dando indicios da presenca de mastite subclinica, que é
posteriormente confirmada por método diagndstico microbiolégico (Fagiolo e Lai,
2007).

2.5.1 Métodos diretos

Os métodos existentes atualmente para a contagem de células soméaticas ja
foram largamente testados para o leite da espécie bovina, tradicionalmente produzido
no mundo inteiro. O método classico € o de contagem direta das células presentes no
leite através de microscopia (Schalm et al., 1971), reconhecido como método padrao
para CCS pelo International Dairy Federation (ISO 13366-1|IDF 148-1:2008), e

utilizado para calibrar os demais métodos. Este método estima a quantidade de
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células a partir de 10 pL de leite (0,01mL) em Iamina. A contagem direta microscoépica
consome tempo, depende da subjetividade humana e € tediosa, o que culmina em
uma precisao insatisfatoria do método (Orlandini e Bijgaart, 2011).

Com o advento das tecnologias, surgiram métodos eletronicos auxiliados por
computador para a contagem direta de células sométicas, o que facilita o
acompanhamento e controle da saude do rebanho com alta precisao.

O método automatizado de contagem direta mais usado atualmente é o fluoro-
opto-electronico (ISO 13366-2|IDF 148-2:2006), ou de citometria de fluxo, que
contabiliza eletrénicamente por fluorescéncia e impulsos elétricos as células inteiras,
com nucleo integro, presentes no leite e fornece a informacdo por interface
computadorizada (IDF,1995). Esse método se baseia na técnica de coloracéo
fluorescente (com brometo de etidio) do DNA das células presentes em 50 pL de leite
(0,05mL) que passam uma a uma por um laser em feixe, emitem pulsos fluorescentes
gue sdo captados por um sistema oOptico e traduzidos em contagem celular (Bentley...,
1997).

Esse é um método de rotina aplicado em todo o mundo para a analise de um
vasto numero de amostras, porque ele permite um elevado rendimento analitico
(amostras/hora) com alta precisao e facilidade de analise (Orlandini e Bijgaart, 2011).
O investimento inicial do equipamento € alto e a sua calibracdo requer uso de
amostras padronizadas que tem um acesso dificultoso (Orlandini e Bijgaart, 2011).

O custo de investimento na aquisicéo e a manutencao de equipamentos dificulta
0 seu uso diretamente na fazenda, entdo existem laboratérios que recebem as
amostras das fazendas e viabilizam a execucao das analises. Os equipamentos mais
conhecidos sdo o Direct Cell Counter (DCC) (DeLaval International AB, Tumba,
Sweden), Fossomatic (Foss Electric, Hillerod, Dinamarca) e Somacount FC (Bentley
Instruments, Chaska, EUA).

2.5.2 Métodos indiretos

Com uma maior preocupacdo em se acompanhar rotineiramente a saude da
glandula mamaria dos animais, também foram desenvolvidos métodos que viabilizam
a investigacao diretamente na fazenda, de forma menos onerosa e mais pratica, em

relacdo as andlises para contagem direta de células somaticas. Estes consistem em
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testes de estimacdo do numero de células sométicas e do grau de inflamacéo,

baseados em reacdes de viscosidade e na eletrocondutividade do leite.

2.5.2.1 California Mastitis Test

Schalm e Noorlander (1957) desenvolveram o California Mastitis Test (CMT)
gue ha muitos anos é empregado nas fazendas como método de triagem para
deteccdo de mastite subclinica. Esse teste é baseado no Wisconsin Mastitis Test
proposto Thompson e Postle (1964) e se fundamenta na reacdo entre uma solucéo e
os acidos nucleicos das células presentes no leite, que resulta em um material mais
espesso quanto maior for a quantidade celular. O CMT consiste na mistura do leite a
um reagente composto por substancia detergente — violeta ou purpura de bromocresol
gue expde e coagula o material nuclear das células, provocando uma reacao de
liguida (aspecto normal do leite) a gelatinosa (Schalm e Noorlander, 1957).

O caso de mastite subclinica é identificado pelo CMT a partir do limiar de tracos

(suspeita), ou escore 1 (reacéo leve) até o escore 4 (Fosgate et al., 2013) (Tabela 1).

Tabela 1. Intensidade de reacéo, interpretacéo e escore dos resultados do California
Mastitis Test de acordo com a reacéo do leite ao reagente.
Reacéo Interpretacdo Escore

Negativa Sem formacao de gel apds agitacédo - 0

Liquido com ligeira precipitacdo, escorre com

SUEREIE facilidade, mas sem aspecto gelatinoso flcces L

Positiva fraca L_|qU|do coagu!adp, escorre Ilgelramente 1+ 20
viscoso, com ligeiro aspecto gelatinoso

Positiva Liquido coagulado, escorre muito viscoso, o 30

moderada aspecto de gel espesso '

Positiva forte L|qU|_do completamente coagulado, aderente e 3t 4.0
gelatinoso

Adaptado de Schalm e Noorlander (1957).

A faixa de CCS encontrada para cada escore de CMT tem uma variabilidade
alta, ndo demonstrando uma relacao direta forte entre o valor de CCS e o escore de
CMT (Langoni et al., 2012). O resultado do CMT depende da interpretacédo subjetiva
da pessoa que executa e a dificuldade de correspondéncia entre a CCS e o CMT
fornece uma proporc¢ao de resultados falso-negativos (Fosgate et al., 2013).

Sharma et al. (2007) identificaram dois quartos mamarios de bufalas com CCS
de 280 mil céls/mL e de 3.100 mil céls/mL, na posicdo posterior esquerda e direita,

respectivamente, tendo o primeiro uma intensidade de reacdo ao CMT de 1+ e o
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segundo de 3+, indicando que o CMT pode auxiliar a identificacdo de bufalas com

mastite instantaneamente na fazenda.

2.5.2.2 Teste Somaticell

O mais recente teste por viscosidade empregado nas fazendas € o Teste
Somaticell (Idexx Laboratories Inc., Westbrook, Maine, USA), método adaptado do
CMT, que consiste na mistura do reagente ao leite, dentro de um tubo graduado em
niveis de 69 a 1970 céls/mL, permitindo a leitura direta do resultado. O valor estimado
de CCS corresponde ao nivel em que se encontra o contetudo do tubo. Ele foi objeto
de estudo em vérias pesquisas com vacas (Rodrigues et al., 2009; Araujo et al., 2012;
Langoni et al., 2012; Pereira Neto et al., 2014; Rossi et al., 2018) e supera a
praticidade e precisdo do CMT, tendo em vista que o resultado € lido em uma escala
numeérica, dispensando interpretacdo subjetiva. A limitacdo deste teste é que sua
utilizacdo requer padronizacdo em todos os momentos da analise, exigindo que o
protocolo indicado pelo fabricante seja seguido nos minimos detalhes, incluindo
contagem de tempo cronometrado. Além disso, todo o material fica inutilizavel e deve
ser descartado ap6s o teste, o que contribui negativamente para a geragdo de

residuos solidos para 0 meio ambiente.

2.5.2.3 Condutividade elétrica do leite

Outro método de triagem pratico que pode ser adotado para auxiliar no
diagnostico da mastite € a determinacao da condutividade elétrica do leite (CEL) e seu
uso remonta da década de 40 (Norberg, 2005). Quando da instalacdo de processo
infeccioso, a permeabilidade dos vasos sanguineos da glandula fica prejudicada,
desequilibrando as concentracdes de ions que entram para os alvéolos e sdo
secretados no leite. O método de triagem dos animais pela condutividade elétrica se
baseia na mensuracdo da corrente elétrica do leite derivada desses ions,
principalmente cloro, sodio e potassio (Santos e Fonseca, 2007).

A CEL pode ser mensurada em aparelho portatil, simples e de custo acessivel,
como também por meio de sensores acoplados a linha de ordenha em sistemas
automaticos, permitindo afericdo a cada ordenha com aplicacéo para segregacao de

animais ou do leite ordenhado de acordo com o valor de CEL. A CEL se apresenta
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como um método viavel para triagem dos animais na fazenda, devido a praticidade da
sua leitura.

Tripaldi et al. (2010) identificaram que as bufalas com CCS maior que 200 mil
céls/mL possuiam maior quantidade de cloretos (0,882 mg/mL) em relacdo as bufalas
com CCS abaixo de 200 mil céls/mL.

Bastos e Birgel (2011) encontraram valores médios de 29 e 105 mil céls/mL e
de 4,05 e 4,62 mS/cm para contagem de células somaticas e condutividade elétrica
do leite de quartos mamarios sem e com IMM, respectivamente. Ja Hussain et al.
(2012) identificaram que a condutividade média do leite de budfalas sadias e
acometidas pela mastite foi de 4,9 e 6,1 mS/cm, respectivamente. Moura et al. (2017)
encontrou maior condutividade (3,24 mS/cm) no leite dos animais incluidos no grupo
de maior CCS (685 mil céls/mL), em compara¢édo ao grupo de menor CCS (470 mil
céls/mL; 3,09 mS/mL).

2.5.3 Acurécia diagnéstica

Canaes (2004) inferiu que o método automatico por citometria de fluxo
subestimou a CCS do leite bubalino em 45,8%, quando comparado ao método de
contagem microscopica. Entretanto, o estudo obteve uma correlacéo de 0,95 (n = 82)
entre os dois métodos. Ja Malavolta (2006) viu que a CCS eletrbnica subestimou a
contagem microscopica em 30,67% e que os métodos tinham uma correlacéo baixa
de 0,32 (n = 378). Tripaldi et al. (2010) também observaram diferenca entre os
métodos, em que a média de CCS realizada por microscopia foi de 314 mil céls/mL e
por citometria de fluxo, 250 mil céls/ml (subestimando em 20,4% a CCS microscopica).

Ao contrario dos trés estudos anteriormente citados, Bastos (2004) observou
gue o méetodo de CCS eletronica por citometria de fluxo superestimou a CCS
microscopica média em 4.108,99% e 2.077,06% para as amostras de leite negativas
e positivas ao exame microbioldgico, respectivamente. Em numeros absolutos, o
método eletrénico acrescentou 28.311 céls/mL e 100.177 céls/mL a média das
amostras de leite analisadas por método microscopico.

Malavolta (2006) ndo encontrou diferencas estatisticas entre a CCS eletronica
e microscopica usando o ponto de corte de 200 mil céls/mL e defende que o

diagnostico positivo para mastite subclinica em bufalas quando se usa esse limite
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critico de CCS néao é afetado pelo emprego do método eletrénico e, por isso, ele
também é eficaz na deteccéo do estado de saude intramamaria de bufalas.

Essas divergéncias de sub ou superestimacao na contagem de células por meio
do método automatizado pode aparentar um erro. Mas, Canaes (2004) e Malavolta
(2006) sugerem que a diferenca entre os métodos eletrbnico e microscopico é
basicamente devido ao critério para contabilidade celular. A contagem microscopica
fornece uma estimativa da concentracao de células a partir de 10 pL de leite, enquanto
que a eletrbnica usa uma aliquota de leite 5x mais representativa (50 pL).
Microscopicamente, 0 analista contabiliza visualmente todos os nucleos integros
corados, sendo de células inteiras ou lisadas. O mecanismo de acdo do corante para
a fluorescéncia adotada na citometria de fluxo depende da existéncia de parece
celular integra (Bentley..., 1997), por isso sdo coradas somente as células inteiras,
independentemente da espécie animal pela qual o leite foi sintetizado. Desta forma, é
esperada uma diferenca numérica entre o0s resultados do método padrdo e do
eletrbnico, como sugerido por Canaes (2004) e Malavolta (2006), entretanto, o
eletrbnico apresenta acuracia superior ao método padrdo, que € baseado na
observacéo visual e depende da regularidade de distribuicdo das células na lamina,
eficiéncia na preparacdo e coloracdo das laminas, e da subjetividade humana,
podendo variar entre diferentes observadores ou entre observacfes de um mesmo
observador (Evangelista, 2008; Orlandini e Bijgaart, 2011).

Acuracia, sensibilidade e especificidade séo caracteristicas importantes quando
se avalia a eficacia de um método empregado no diagnéstico de doencgas (ou outro
método que se toma como referéncia) (Sharma et al., 2010). Essas caracteristicas
consideram o numero de resultados Verdadeiro Positivo (VP), Verdadeiro Negativo
(VN), Falso Positivo (FP) e Falso Negativo (FN) encontrados pelo método alternativo,

em comparagcao ao método classico (padréo-ouro ou referéncia) (Figura 2).

Método referéncia
PoSitivo Verdadeiro positivo Falso positivo
Método VP FP
alternativo : Falso negativo Verdadeiro negativo
Negativo EN VN

Figura 2. Quadro para analise dos resultados do método alternativo e relacdo ao
método classico ou referéncia.
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A acuracia se refere ao grau em que o método é capaz de indicar o verdadeiro
resultado diagndstico e pode ser calculada pela relacdo: VP + VN / (VP + FP + FN +
VN) x 100 (Sharma et al.,, 2010). A sensibilidade é a capacidade que o teste
diagnostico/triagem tem para detectar os individuos verdadeiramente positivos
(doentes) e especificidade é a capacidade que ele tem de detectar os verdadeiros
negativos (sadios). A sensibilidade é obtida pela relacdo: VN / VP + FN x 100 e a
especificidade, por: VN / FP + VN x 100 (Sharma et al., 2010; Aradjo et al., 2012).

A CCS é adotada como preditor da infec¢do intramama@ria (Sharma et al., 2010).
Os testes de triagem como o CMT e a CCS séo indicativos da presenca de inflamacao,
mas nao-confirmadores da infec¢cdo (Sharma e Pandey, 2011). Os testes de triagem
(método alternativo) antecedem o exame microbioldgico - possibilitam a identificacdo
de animais que apresentam inflamacao, orientam a colheita de material para o exame
microbiolégico (que confirma a condi¢éo de saude do animal — método padréo-ouro)
e servem de base para os rapidos ajustes das praticas de manejo e higiene na
ordenha, como a organizacdo das linhas de ordenha, (Philpot e Nickerson, 1991),
antes do diagnaostico definitivo da doenga.

Em um estudo com 1042 amostras de leite bubalino, Pizauro (2013) constatou
gue 8,34% (87/1042) foram positivas para mastite subclinica pelo CMT; e 11,4%
(119/1042) apresentou crescimento bacteriano, o que significa que 32 amostras eram
falso-negativas pelo CMT, resultando em 78% de sensibilidade do teste CMT. Os
resultados dos métodos de triagem condutividade elétrica e CMT podem néo refletir
adequadamente o status bacterioldgico da glandula mamaria, mas podem dar indicios
da presenca de inflamacao no Ubere (Sharma et al., 2010), que se manifesta durante
a infeccdo ou por até algum tempo apos cura. A literatura sugere, entdo, que o
diagndstico da mastite em bufalas seja baseado nos resultados de contagem direta
de células sométicas do leite acompanhados prioritariamente do exame
microbiolégico, uma vez que nem sempre bufalas com altas contagens de células
somaéticas no leite apresentam exame microbiologico ou CMT positivos e vice-versa
(Brito et al., 1997; Jorge et al., 2005; Kapronezai et al., 2005; Carvalho et al., 2007,
Pizauro, 2013). Erros de diagndstico com animais falso-positivos ou falso-negativos

sdo esperados, quando se trata dessa tematica, tendo em vista que o resultado dos
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métodos de triagem pode envolver interpretacdo subjetiva, dependéncia em sensores,
calibracdo, temperatura dos insumos (reagente) e do leite, etc.

A quantidade e proporcdo de cada tipo celular (leucdcitos e células de
descamacdo epitelial) e a microbiologia presentes na glandula maméaria do animal
podem variar de acordo com diversos fatores como o ambiente (fatores endémicos,
clima, higiene de instalacbes e no manejo de ordenha) e o estado nutricional e
fisiologico dos animais (idade, ordem de parto, periodo de lactacdo, sistema imune,
etc.) (Harmon, 1994; Bastos e Birgel, 2011; Pizauro, 2013). Dessa forma, cada animal
tende a manter um perfil microbiol6gico e celular proprio.

Héa casos nos quais as células de defesa conseguem destruir os patdégenos
causadores da mastite eficientemente, de modo que o animal tenha cura espontanea
e, mesmo depois de anulada a infeccdo, o leite apresente CCS alta até regredir
progressivamente (Ruegg e Pantoja, 2013). Dessa maneira, € imprescindivel que o
diagnéstico definitivo da doenca seja feito com base em resultados microbioldgicos e
de CCS, e que este ultimo tenha sido obtido por métodos de analises acurados e
confiaveis.

Os estudos sobre o diagnostico de uma doenca relacionam os resultados do
método diagnostico (padrdo-ouro) com outro método alternativo. Para a mastite, o
diagnéstico costuma ocorrer relacionando os resultados de exame microbiolégico
(padrdo-ouro) com contagem direta de células somaticas (ou outros métodos de
triagem); ou relacionando dois métodos de triagem, quando se deseja comparar um
método direto (padrao-ouro ou referéncia) com um indireto, por exemplo. No estudo
gue relaciona dois métodos de triagem, quando um deles aponta casos falso-positivos
em grande proporcéo, ele esta indicando alta CCS no leite, quando na verdade ha
baixa CCS, levando o0 proprietdrio a realizar o exame microbiol6gico
desnecessariamente, ou direcionando equivocadamente o descarte ou tratamento
sem que o animal esteja doente. E quando o método aponta muitos casos falso-
negativos (CCS baixa, mas o animal esta com alta CCS), ele pode contribuir para que
se mantenha no rebanho animais com a doenca mascarada ou oculta, que atuam
como reservatérios de patdgenos e disseminadores da mastite.

Dessa forma, ao se avaliar a eficiéncia de um método de triagem para o

diagnostico confiavel da mastite, deve-se levar em consideragdo a sua capacidade
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de: a) identificar corretamente o leite com maior CCS, 0 que se chama de
“sensibilidade do teste”; b) excluir corretamente o leite com menor CCS
(especificidade do teste); e, ¢) indicar um menor numero de resultados falsos (Santos
e Fonseca, 2007).

Os sistemas de ordenha automatizados permitem a obtencéo individualizada e
instantdnea de dados dos animais e o acompanhamento em tempo real de
informacbes importantes para o manejo, incluindo fatores de qualidade do leite,
condutividade elétrica, nivel de producdo, desempenho dos animais durante a
ordenha (fluxo de leite, tempo em ordenha), etc. Utilizando ferramentas simples ou de
tecnologia sofisticada como esta, é possivel se executar um bom programa de
controle da saude de glandula maméaria do rebanho a partir de praticas rotineiras de
mensuracgdes, exames e coleta de informacdes diretamente na fazenda, o que permite

agilidade na tomada de decisoes.
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CAPITULO 2 - Mastite subclinica em bufalas e sua relacdo com a contagem de

células somaticas, métodos de triagem e exame microbioldgico

RESUMO - O monitoramento da saude de glandula mamaria de animais na
fazenda pode ser realizado sob auxilio de testes de triagem baseados nas alteracfes
celulares e minerais do leite. O objetivo do presente estudo foi caracterizar os quartos
mamarios com e sem infec¢cdo intramamaria, e avaliar a associacéo entre a presenca
de infeccdo, a contagem de células somaticas e os resultados dos métodos de
triagem. O estudo foi realizado em um rebanho de bufalas no estado do Rio Grande
do Norte. Foram colhidas 533 amostras de leite de quartos mamarios que foram
submetidas a contagem eletronica de células somaticas (CCS), aos testes de triagem
(California Mastitis Test — CMT, teste Somaticell - SO e condutividade elétrica — CEL)
e ao exame microbiolégico para diagnéstico da mastite subclinica (IMM:
positiva/negativa), classificacdo da infeccao (negativa, contagiosa, ambiental, mista e
oportunista) e do microrganismo envolvido (negativa, individual ou misto). Foi
desenvolvida analises descritivas por distribuicdo de frequéncias, e medidas de
posicdo, dispersdo e distribuicdo dos dados para caracterizacdo dos quartos
mamarios. Também foram realizadas analises associativas pelo modelo linear
generalizado e teste de qui-quadrado para verificar a dependéncia e correspondéncia
entre os métodos de triagem e a presencga da infec¢do intramamaria. A maioria dos
guartos mamarios avaliados tinham até 400 mil céls/mL. As reacdes positivas ao CMT
ocorreram em 59,29% dos quartos mamarios avaliados, sendo a reacdo 1+ a mais
frequente dentre as positivas. 46,72% dos quartos mamarios apresentou -CCS acima
de 400 mil céls/mL pelo teste SO. A CEL de 49,34% dos quartos mamarios era maior
gue 4,5 mS/cm. As médias de CCS, SO e CEL foram 1.104,90 e 675,95 céls/mL e
4,88 ms/cm, respectivamente. A infeccdo intramamaria foi diagnosticada em 68,73%
dos quartos mamarios investigados, sendo que metade (50,55%) estava infectada por
apenas uma espécie de microrganismo. A maioria dos casos de IMM positiva era do
tipo contagiosa (47,62%), principalmente por Corynebacterium bovis e Streptococcus
agalactiae, seguida da ambiental (30,69%), principalmente Streptococcus
dysgalactiae, Escherichia coli, Klebsiella spp. e Enterococcus spp; e oportunista
(19,58%), representada pelos Staphylococcus spp. coagulase negativa. Houve
variagdo significativa de CCS nas classes de CMT, SO e CEL. Foi encontrada
correspondéncia altamente significativa entre os testes CMT e Somaticell. Nao existe
associacao entre a CCS, posicao do quarto mamario, presenca da infecgéo, tipo da
infeccdo e do microrganismo. Ha associacdo entre a variacdo da condutividade
elétrica e a presenca de IMM e concordancia entre esta e os resultados de CMT. Os
métodos de triagem realizados na fazenda auxiliam a identificacdo de quartos
mamarios com alta contagem de células somaticas. A condutividade elétrica e 0o CMT
tém relacdo com a presenca de infec¢do intramamaria, mas o diagnéstico da doenca
deve ser confirmado pelo exame microbioldgico do leite quartos mamarios de bufalas.

Palavras-chave: Bubalus bubalis, glandula mamaria, infeccéo, leite



29

1. INTRODUCAO

A mastite consiste na inflamacgé&o dos tecidos mamarios de fémeas leiteiras, que
€ causada principalmente pela invasdo de microrganismos através do orificio da teta
ou lesbes, mas também pode ser causada por traumas (Smith, 2002). Essa também
€ uma doenca que acomete bufalas leiteiras em todo o mundo, havendo relatos de
prevaléncia entre 8,81 e 68,33% em rebanhos da espécie (Vianni et al., 1990;
Kapronezai et al., 2005; Salvador et al., 2012; Mustafa et al., 2013; Pizauro et al.,
2014; Kashyap et al., 2019). Ela pode se apresentar de forma aguda, com sinais
clinicos visiveis (mastite clinica) ou sem sinais visiveis (mastite subclinica).

A invasdo da glandula maméria, ou infeccdo intramamaria (IMM), ocorre
principalmente por bactérias e provoca prejuizos na producao e qualidade do leite e
derivados, aumento do custo de producéo, descarte involuntario de animais, além de
outros (Céron-Mufoz et al., 2002; Kapronezai et al., 2005; Medeiros et al., 2011,
Purohit et al., 2014). Por isso, as fazendas adotam programas de prevencao e controle
da mastite, incluindo o acompanhamento e gerenciamento de informagdes (Ruegg e
Pantoja, 2013; Jorgensen et al., 2016). A principal ferramenta adotada nesses
programas € a contagem de células somaticas (CCS) do leite, que caracterizam a
resposta inflamatéria no Ubere, podendo indicar a presenca da IMM. Os animais
podem apresentar aumento da propor¢do de células somaticas sem estar em quadro
infeccioso (Medeiros et al.,, 2011). Por isso, o melhor método para diagnostico
definitivo da mastite subclinica em bufalas em bufalas é o exame microbioldgico — que
exige tempo, cuidados na obtengdo das amostras e maiores custos de analise. Mas,
0 monitoramento dos animais na fazenda pode ser realizado sob auxilio de testes de
triagem baseados nas alteracdes celulares do leite (Philpot e Nickerson, 1991,
Sharma e Pandey, 2011). Os métodos de triagem mais conhecidos sdo a contagem
direta de células somaticas (manual ou eletrénica) e testes indiretos baseados em
viscosidade, como o California Mastitis Test e o teste Somaticell, e, ainda, o0 método
de condutividade elétrica. Ainda ndo existe uma concordancia sobre o limite critico de
CCS e do método de triagem que indica corretamente a presenca de mastite

subclinica em bufalas.
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Os principais microrganismos que provocam mastite nos animais leiteiros séo as
bactérias, mas as leveduras, fungos e até algas também podem estar envolvidas na
infeccao (Moroni et al., 2006; Purohit et al., 2014). A incidéncia, prevaléncia e etiologia
da mastite subclinica pode ser influenciada por diferencas regionais, sazonais e
climaticas que estéo relacionadas principalmente as condi¢fes ideais de proliferacao
bacteriana (Nyman et al., 2007).

No sentido de se conhecer melhor sobre a mastite subclinica em bufalas, este
estudo teve como objetivo caracterizar os quartos mamarios com e sem infeccao
intramamaria; e avaliar a associacdo entre a presenca de infec¢do intramamadria, a

contagem de células sométicas e os resultados dos métodos de triagem.

2. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso Animal da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” — Campus de Jaboticabal/SP (Protocolo N° 08551/17).

2.1 Local de estudo e animais

O estudo foi conduzido em um rebanho comercial de bufalas localizado na cidade
de Taipu, regido Agreste do estado do Rio Grande do Norte, no periodo de junho de
2018 a margo de 2019. O clima é caracterizado como AS com duas estacgdes -
chuvosa (fevereiro a julho) e seca (agosto a janeiro), segundo classificacdo Kdppen.

O rebanho era constituido por aproximadamente 500 fémeas da raca Murrah e
mesticas, mantidas em pastejo rotacionado (Brachiaria brizantha e Panicum maximum
cv. Massai) na época chuvosa. Na época seca, a dieta dos animais era composta por
cana-de-agucar (Saccharum ofcinarum) com 1% de uréia + sulfato de amonio (9:1),
palma forrageira (Nopalea cochenillifera), folna de pornunga (Manihot spp.), e
suplementacao com farelo de milho e soja. As bufalas recebiam concentrado durante
a ordenha, na proporcéo de 1kg para cada 3kg de leite produzido.

Os animais foram ordenhados mecanicamente duas vezes ao dia (3h e 15h) em
sistema rotatorio (carrossel) com capacidade para ordenhar 40 bufalas
simultaneamente, a cada rotacdo completa. A ordenha acontecia de acordo com a

seguinte rotina (APENDICE, Figura 1): 1. Na sala de espera, os animais recebiam
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aspersao de agua de baixo para cima, direcionados para o Ubere, para fins de limpeza;
2. Depois, eram liberados por um portdo automatico para acessar a cabine individual,
com a plataforma em movimento de rotacdo; 3. Imediatamente depois de sua entrada
a cabine, eram realizados os procedimentos pré-ordenha que consistiam na
desinfeccédo dos tetos com solucao pré-dipping, secagem com papel toalha e descarte
de trés jatos de leite; 4. Colocacdo do conjunto de ordenha; 5. Aplicacdo de iodo

glicerinado 10% nos tetos ao fim da ordenha; e, 5. Saida da plataforma.
2.2 Colheita das amostras de leite

A colheita de amostras de leite ocorreu na ordenha da manha. Foram obtidas 533
amostras de leite de quartos mamarios de bufalas sem mastite clinica, selecionadas
aleatoriamente e que aceitavam a ordenha manual.

Apos o procedimento de pré-ordenha, realizou-se a desinfec¢do do teto com
algoddo embebido em &lcool etilico 70% e colheita de forma asséptica de uma
amostra (15 mL) de leite em tubo estéril e, em seguida, uma amostra de 150 mL. A
primeira amostra foi congelada e destinada ao exame microbiolégico. A segunda
amostra foi subdividida em aliquotas para a contagem eletronica de células somaticas
(40 mL), condutividade elétrica (40 mL), Somaticell (2 mL) e California Mastitis Test (2
mL). A aliquota destinada a contagem eletrébnica de células somaticas continha
pastilha de conservante 2-bromo-2-nitro-1,3-propanediol e foi enviada para analise em
temperatura ambiente. As demais amostras foram mantidas por até 24h sob

refrigeracdo, até o momento da analise.
2.3 Analises do leite

A cultura bacteriolOgica foi realizada em 275 amostras, de acordo com técnicas
e procedimentos padrdes do National Mastitis Council (Laboratory... 1999). Foram
semeadas assepticamente aliquotas de 0,01mL de leite em placas de petri contendo
agar com sangue de sangue de carneiro a 5% e agar MacConkey, foram incubadas a
37°C por 24 horas e depois se procedeu a avaliacado das caracteristicas morfologicas
das colonias isoladas. Inocuos individuais foram semeados em meios seletivos e
diferenciais (agar infusdo de cérebro e coracéo - BHI acrescido de cloreto de sodio;

bilisculina; agar D’manitol; meio de cultura Rugai & Pessoa) para observagcdo dos
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aspectos fenotipicos de morfologia e coloragdo caracteristicos dos géneros (Quinn et
al., 2011). Os microrganismos foram diferenciados por meio de provas bioquimicas
(Harmon et al., 1990). As amostras de leite dos quartos mamarios foram definidas
como positivas para infec¢ao intramamaria quando foi isolada pelo menos uma colénia
de Staphylococcus aureus ou Streptococcus agalactiae; ou isolamento de 1 a 3
colénias de outros microrganismos. Os cultivos com mais de 3 colénias foram
considerados como contaminados. Das 533 amostras destinadas ao exame
microbiolégico, 255 estavam invidveis para analise e outras 3 amostras tiveram
resultado “contaminado”, por isso, foram consideradas 275 amostras para o estudo
com as variaveis microbioldgicas.

A contagem eletrénica de células somaticas (CCS) foi realizada por citometria
de fluxo (ISO 13366-2|IDF 148-2), no equipamento Somacount 300 (Bentley
Intruments Incorporated, Minesota, EUA), calibrado para leite bovino.

O California Mastitis Testis (CMT) foi realizado por um Unico analista e a reacao
do leite ao teste foi interpretada como negativa, tragos, 1+, 2+ e 3+, conforme sugerido
por Schalm e Noorlander (1957).

O teste Somaticell (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine, USA) foi
realizado segundo recomendacdes do fabricante. O teste foi realizado por pessoas
treinadas e os tempos foram cronometrados.

A leitura da condutividade elétrica do leite (CEL) de cada quarto mamario dos
animais foi obtida por meio de condutivimetro digital (Quimis) devidamente calibrado,
com faixa de medi¢céo entre 0 e 20 miliSiemens por centimetro (mS/cm). Para tanto,
foi submergido na amostra um eletrodo capaz de captar a corrente elétrica oriunda da
troca entre cétions e anions do leite, apresentada automaticamente no visor digital do
equipamento.

O CMT, CEL e Somaticell foram realizadas no Laboratério de Qualidade do
Leite da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (LABOLEITE/UFRN, Macaiba,
Brasil) (APENDICE, Figura 2). A contagem de células somaticas por método eletrénico
e a analise microbiolégica foram realizadas em laboratdrios comerciais,
respectivamente, Laboratorio Clinica do Leite, da Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” (ESALQ/USP, Piracicaba/SP, Brasil) e Tecsa Laboratorios (Belo
Horizonte/MG, Brasil).
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2.4 Andlise estatistica

As variaveis consideradas nesse estudo se dividem em: |) Caracteristicas
microbiologicas — Condicdo da infeccdao intramamaria (IMM: l-ausente, 2-presente);
Tipo da infeccdo (TINF: 1l-negativa, 2-contagiosa, 3-ambiental, 4-contagiosa +
ambiental, 5-oportunista); tipo de isolamento dos microrganismos (ISOL: 1-negativo,
2-individual, 3-misto); Il) Testes de triagem - Contagem eletrbnica de células
somaticas (CCS: mil céls/mL); California Mastitis Test (CMT: negativo, Traco, 1+, 2+
e 3+); Teste Somaticell (SO: <200, 200-400, >400 céls/mL); e Condutividade elétrica
(CEL: mS/cm); 1ll) Posicdo do quarto mamario (QM: 1-anterior, 2-posterior).

As analises descritivas dos dados foram obtidas para a caracterizacdo dos
guartos mamarios de bufalas, de acordo com os resultados dos testes de triagem,
posicdo dos tetos e exame microbioldgico.

As classes das variaveis CCS, CMT, SO, QM, IMM, ISOL, TINF foram avaliadas
pela distribuicao de frequéncias: Frequéncia absoluta (f;) (nimero total de elementos
em cada classe), Frequéncia acumulada (somatério da frequéncia para cada
categoria), Frequéncia relativa (fr;) (razéo entre cada valor da frequéncia absoluta (f,)
e o total de observagbes (X f;): fr; = Zf—}l) Frequéncia relativa percentual (fr,, %)
(frequéncia relativa (fr;) dada em porcentagem: fr,(%) = fr, x 100), e Frequéncia
relativa acumulada (somatério da frequéncia relativa).

A analise das variaveis numéricas (CCS, CEL e SO) foi realizada pelas medidas
de posicdo (média, mediana, moda e quartis), dispersao (amplitude, e coeficiente de
variacao) e distribuicdo dos dados (assimetria/distorcéo e curtose). Espera-se que 0s
valores da média, mediana e moda de cada variavel coincidam, apresentando a curva
de distribuicdo normal, em forma de sino, com coeficiente de assimetria proximo de
zero. A curtose € uma medida do grau de achatamento de uma distribuicdo em relacéao
a curva normal, que tem valor de curtose igual ou préximo de zero.

Os resultados do teste Somaticell e condutividade elétrica foram agrupados em
classes, para as analises associativas. Foram consideradas as classes <200 mil
céls/mL (classe 1), entre 200 e 400 mil céls/mL (classe 2) e > 400 mil céls/mL (classe

3), para o Somaticell. J& os valores de condutividade foram distribuidos em 7 classes:
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menor ou igual a 3,50; entre 3,50 e 4,00; entre 4,00 e 4,50; entre 4,50 e 5,00; entre
5,00 e 5,50; entre 5,50 e 6,00; e maior que 6,00 mS/cm.

A variacdo da CCS de acordo com os escores de CMT e as classes de SO e
CEL foi avaliada pela fung&o de modelo linear generalizado (GLM), sendo considerada
a familia Poison e a funcdo de ligagédo log, tendo em vista que os dados n&do tém
distribuicdo normal.

Para verificar a correspondéncia entre os testes de triagem (CMT, Somaticell e
condutividade elétrica), a CCS e a presenca da IMM foi utilizado o teste qui-quadrado
(x?), considerando os escores de CMT, as trés classes de Somaticell e as sete classes
de condutividade elétrica. O teste também foi aplicado para verificar a
correspondéncia entre os testes CMT e Somaticell, que sdo igualmente baseados em
reacdo de viscosidade. Foi considerado o nivel de significancia de 5%. Todas as

andlises foram realizadas utilizando a linguagem computacional do R.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo dos quartos mamarios de bufalas de acordo com os
resultados dos testes de triagem, posicdo dos tetos e exame

microbiologico

A distribuicdo de frequéncias e os histogramas das varidveis categoricas
encontram-se na Tabela 1 e na Figura 1, respectivamente.

Pouco mais da metade (53,28%) dos quartos mamarios avaliados tinham até
400 mil céls/mL na contagem eletrbnica, e a maioria destes apresentou menos de 100
mil céls/mL. Em contrapartida, nos 46,72% com CCS maior que 400 mil céls/mL, a
maioria estava na mais alta classe de CCS, correspondente aos valores acima de um
milh&o, elevando o valor médio desta variavel, descrito na Tabela 2.

Por meio do teste Somaticell também foram classificados 46,72% de quartos
mamarios com CCS acima de 400 mil céls/mL (Tabela 1), mesma proporcao
identificada pela contagem eletrbnica, indicando que o teste Somaticell tem

correspondéncia com a contagem de células somaticas para a triagem de bufalas.
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Tabela 1. Distribuicdo (%) de frequéncias das amostras de leite de bufalas (n=533)
em relacéo as classes de contagem eletronica de células somaticas (CCS),
teste Somaticell, California Mastitis Test e condutividade elétrica.

Classe fil f; acumulada fr;2 fr,acumulada
Contagem eletrdnica de Células Sométicas (x mil céls/mL)
---| 100 126 126 23,64 23,64
101---| 200 69 195 12,95 36,59
200---| 400 89 284 16,70 53,28
400---| 600 43 327 8,07 61,35
600---| 800 40 367 7,50 68,86
800---|1000 24 391 4,50 73,36
---| 1001 142 533 26,64 100,00
Somaticell (x mil céls/mL)
--- 200 163 163 30,58 30,58
200 ---| 400 86 249 16,14 46,72
--- 400 284 533 53,28 100,00
California Mastitis Test
Negativo 143 143 26,83 26,83
Tracos 74 217 13,88 40,71
1+ 133 350 24,95 65,67
2+ 92 442 17,26 82,93
3+ 91 533 17,07 100,00
Condutividade Elétrica (mS/cm)
---| 3,50 37 37 6,94 6,94
3,50 ---| 4,00 122 159 22,89 29,83
4,00 ---| 4,50 111 270 20,83 50,66
4,50 ---| 5,00 83 353 15,57 66,23
5,00 ---| 5,50 53 406 9,94 76,17
5,50 ---| 6,00 41 447 7,69 83,86
6,00 --- 86 533 16,14 100,00

1fi: Frequéncia absoluta das amostras; 2fri: frequéncia relativa.

As reacodes positivas ao CMT ocorreram em 59,28% dos quartos mamarios
avaliados, sendo a reacdo 1+ a que teve maior frequéncia, dentre as positivas. A
condutividade elétrica do leite de 49,34% dos quartos mamarios era maior que 4,5
mS/cm, sendo que a maioria destes (16,14%) estava na classe acima de 6,0 mS/cm
(Tabela 1 e Figura 1).

A anadlise das medidas de posicado (média, mediana, moda e quartis), disperséo
(amplitude e coeficiente de variacao) e distribuicdo dos dados das varidveis numéricas
CCS, SO e CEL encontra-se na Tabela 2. Considerando-se conjuntamente as
informacdes de similaridade entre as medidas de tendéncia central, comparacao dos

coeficientes de assimetria e de curtose com o valor zero, dispersdo dos dados em
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relacdo a média, a CEL foi a varidvel mais proxima da normal, seguida da SO. A CCS

nao possui distribuicdo normal.
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Figura 1. Histogramas da contagem eletrénica de células somaticas, teste Somaticell,
California Mastitis Test e condutividade elétrica.

Tabela 2. Medidas de posicao, dispersdo e distribuicdo da contagem eletronica de
células sométicas (CCS, em mil céls/mL), teste Somaticell (SO, em mil
céls/mL) e condutividade elétrica (CEL, em ms/cm) de amostras de leite de
bufalas (n=533).

Média Mint Q12 Med® Q3% Max> Moda CV® Ass’ Cur®

CCS 1.104,90 6,00 114,00 362,00 1.133,00 9.999,00 23,00 172,07 2,86 8,28

SO 675,95 69,00 137,00 457,00 960,00 1.980,00 1.970,00 95,24 1,00 -0,40

CEL 4,88 289 393 4,48 5,40 10,30 3,98 27,84 1,37 2,43

Ivalor minimo; 2Quartil inferior (valor limite dos 25% menores nimeros); Mediana; “Quartil superior
(valor limite dos 25% maiores nimeros); >Valor maximo; écoeficiente de variacéo (%); “assimetria; e
8

curtose.

A contagem eletrénica de células somaticas variou de 6 a 9999,00 mil céls/mL

(limites minimo e maximos admitidos pelo equipamento), apresentando a maior
amplitude, coeficiente de variacao, distor¢cao e curtose, em relacdo ao SO e CEL. A
condutividade elétrica variou de 2,89 a 10,30, valores proximos aos encontrados no
leite de bufalas por Bastos e Birgel (2011), Hussain et al. (2012) e Moura et al. (2017).
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A distribuicdo de frequéncias e histogramas das variaveis posi¢cdo do quarto

mamario e exame microbiolégico encontram-se na Tabela 3 e na Figura 2,

respectivamente.

Tabela 3. Distribuicdo (%) de frequéncias das amostras de leite de bufalas (n=275)
em relacdo a posicdo do quarto mamario e exame microbiologico.

Categoria fi* f; acumulada fr;2 fr; acumulada
Quarto Mamario
Anterior 106 106 38,55 38,55
Posterior 169 275 61,45 100,00
Infec¢do Intramamaria
Negativa 86 86 31,27 31,27
Positiva 189 275 68,73 100,00
Tipo de isolado
Negativa 86 86 31,27 31,27
Individual 139 225 50,55 81,82
Misto 50 275 18,18 100,00
Tipo da infecgéo
Negativa 86 86 31,27 31,27
Contagiosa 90 176 32,73 64,00
Ambiental 58 234 21,09 85,09
Oportunista 37 271 13,45 98,55
Mista 4 275 1,45 100,00

1f : Frequéncia absoluta das amostras; fr;: frequéncia relativa.
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Figura 2. Histogramas da posicdo do quarto mamario, condicdo da infeccéo

intramamaria, tipo de isolado e da infeccéo (n=275).
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A maioria das amostras (61,45%) foi obtida a partir dos quartos mamarios
posteriores (Tabela 3). Durante a aleatorizacdo na obtencdo das amostras, muitos
animais ofereciam resisténcia a ordenha manual e alguns dos que toleravam a retirada
de leite manualmente ndo possuiam fluxo adequado para a amostragem. Entéo, foi
assegurada a obtencdo de amostras somente a partir dos quartos mamarios que
permitiam a retirada de leite em condic&do de volume e higiene adequadas. O niumero
de amostras por quarto mamario foi de 88, 81, 69 e 37 para a posicado posterior
esquerda, posterior direita, anterior esquerda e anterior direita, respectivamente.

A infeccd@o intramamaria foi diagnosticada em 68,73% (189/275) dos quartos
mamarios investigados, sendo que metade (50,55%) estava infectada por apenas uma
espécie de microrganismo (isolado individual), e que a maioria das espécies era do
tipo contagiosa (32,73%), seguida da ambiental (21,09%) (Tabela 3).

A comparacao dos tipos de patdgenos isolados a partir das amostras de leite
obtidas de quartos mamarios com infeccdo intramamaria (189/275) encontra-se na
Tabela 4.

Tabela 4. Numero e propor¢cao do microrganismo de acordo com o tipo da infecgéo
(contagiosa, ambiental, mista ou oportunista) identificada nas amostras de
leite de bufalas positivas no exame microbiologico (n=189).

Tipo da infeccado NUmero % do grupo % do total de infec¢cbes
Contagiosa (+ oportunista) 90 100,00 47,62
Individual 61 67,78 32,28
Mista 29 32,22 15,34
Ambiental (+ oportunista) 58 100,00 30,69
Individual 41 70,69 21,69
Mista 17 29,31 8,99
Oportunista 37 100,00 19,58
Contagiosa + Ambiental 4 100,00 2,12

Os microrganismos contagiosos estavam presentes em 47,62% das infeccoes,
sendo 32,28% individualmente, 15,34% combinados com outros contagiosos e 2,12%
combinados com microrganismos ambientais (Tabelas 4 e 5).

A Tabela 5 relaciona a frequéncia (%) em que cada espécie de microrganismo
se apresentou nas amostras. Corynebacterium bovis e Streptococcus agalactiae
foram os principais representantes do grupo de microrganismos contagiosos isolados
nas amostras, o que também foi visto por Pizauro et al. (2014) e Moura et al. (2017)
no leite bubalino.
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Tabela 5. Numero e proporgédo do microrganismo de acordo com o tipo do isolamento
(individual ou misto) identificado nas amostras de leite de bufalas positivas
no exame microbiolégico (n=189)

Microrganismo Isolado %do  %do
grupo  total
Individual 139
Corynebacterium bovis 39 28,06 14,18
SCN 37 26,62 13,45
Streptococcus agalactiae 18 12,95 6,55
Acinetobacter spp. 12 8,63 4,36
Streptococcus spp. 11 7,91 4,00
Bacillus spp. 8 5,76 2,91
Escherichia coli 3 2,16 1,09
Klebsiella pneumoniae 3 2,16 1,09
Staphylococcus aureus 2 1,44 0,73
Strep. dysgalactiae 2 1,44 0,73
Levedura 2 1,44 0,73
Enterococcus spp. 1 0,72 0,36
Micrococcus spp. 1 0,72 0,36
Misto 50
Corynebacterium bovis SCN 9 18,00 3,27
Strep. agalactiae SCN 8 16,00 2,91
Strep. dysgalactiae SCN 4 8,00 1,45
Corynebacterium bovis Strep. agalactiae 3 6,00 1,09
Streptococcus spp. SCN 3 6,00 1,09
Klebsiella spp. SCN 2 4,00 0,73
Klebsiella spp. Pseudomonas spp 2 4,00 0,73
Corynebacterium bovis Escherichia coli 2 4,00 0,73
Corynebacterium bovis Strep. agalactiae SCN 1 2,00 0,36
Corynebacterium bovis Klebsiella spp 1 2,00 0,36
Staphylococcus aureus Strep. agalactiae 1 2,00 0,36
Staphylococcus aureus Strep. dysgalactiae Klebsiella spp. 1 2,00 0,36
Streptococcus agalactiae SCN Bacillus spp. 1 2,00 0,36
Streptococcus agalactiae SCN Escherichia coli 1 2,00 0,36
Klebsiella spp Streptococcus spp. Bacillus spp. 1 2,00 0,36
Micrococcus spp Strep. dysgalactiae 1 2,00 0,36
Klebsiella spp SCN 1 2,00 0,36
Pseudomonas spp SCN 1 2,00 0,36
Bacillus spp SCN 1 2,00 0,36
Enterococcus spp SCN 1 2,00 0,36
Aerococcus viridans SCN 1 2,00 0,36
Klebsiella spp Escherichia coli 1 2,00 0,36
Micrococcus spp Bacillus spp 1 2,00 0,36
Bacillus spp Streptococcus spp. 1 2,00 0,36
Acinetobacter spp. Streptococcus spp. 1 2,00 0,36

SCN: Staphylococcus spp.coagulase negativo

O género Corynebacterium sp. foi 0 mais isolado individualmente (39/139) e

associado com outro microrganismo contagioso, ambiental e oportunista (16/50). Ele

esta relacionado a mastite subclinica leve, sem alteracdes evidentes na producao e
gualidade do leite (Pantoja et al., 2009; Catozzi et al., 2017).

Streptococcus agalactiae esteve presente em 12,95% das amostras como

isolado individual (18/139) e 30% em associagdo com microrganismos oportunistas,
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ambientais e contagiosos (15/50). Esse patdgeno € o mais prevalente nas mastites
contagiosas presentes em regifes leiteiras mundiais e provocam aumentos
significativos na CCS, perdas consideraveis de producao de leite e sua cura depende
de antibioticoterapia prolongada (Fagiolo e Lai, 2007; Rossi et al., 2018). O controle
sobre 0s microrganismos contagiosos também é importante porque eles séo estritos
do ubere e se multiplicam no rebanho durante os procedimentos de ordenha (Fagiolo
e Lai, 2007).

No grupo das infec¢Oes individuais, os principais microrganismos isolados
foram os Corynebacterium bovis (39/139), Staphylococcus spp. coagulase negativa
(SCN) (37/139), e Streptococcus agalactiae (18/139). SNC também estiveram
presentes na maioria das infeccdes mistas, associados com Corynebacterium bovis
(9/50), Streptococcus agalactiae (8/50) e Streptococcus dysgalactiae (4/50).

O presente estudo corrobora os dados descritos por Dhakal (2006), Medeiros
et al. (2011), Bastos e Birgel (2011) e Pizauro et al. (2014), que ressaltaram a
prevaléncia do género estafilocococos na etiologia da mastite bubalina. Silva et al.
(2014) encontraram maior percentual de isolados de SCN nas amostras de leite de
bufalas ndo reagentes ao CMT e sugeriu que isso pode estar relacionado a sua
presenca na microbiota normal da pele e mucosa, assim como na colonizacdo do
esfincter e canal do teto das bufalas. De acordo com Radostits et al. (2009), apesar
desse agente estar associado a infec¢gdes intramamarias cronicas, geralmente
provoca inflamacdes de baixa intensidade e, por competicao, pode dificultar a infeccao
por outros agentes mais patogénicos, atuando como protetor da glandula mamaria.

Staphylococcus aureus foi detectado pelo exame microbiol6égico em poucos
guartos mamarios (4/189). Esse é o patégeno de maior relevancia para os programas
de controle da mastite, tendo em vista a sua capacidade infiltracdo nas por¢cdes mais
profundas da glandula mamaria, formacdo de biofilmes que dificultam a ac¢do dos
antimicrobianos e reduzem a taxa de cura, além de ser produtor de toxinas associadas
a intoxicacao alimentar no homem (Al-Tarazi et al., 2009; Johler e Stephan, 2010;
Moura et al., 2019). S. aureus assemelham-se aos também identificados
Streptococcus dysgalactiae (ambientais) quanto ao potencial invasivo no tecido
intramamario, persisténcia e cronicidade da infec¢do, e tém um tratamento mais

dificultoso, demorado e oneroso (Burton e Erskine, 2003). Portanto, apesar do baixo
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ndamero de amostras positivas para S. aureus e Strep. dysgalactiae, essa constatagédo
deve ser considerada no sentido da atenc&o para seu controle neste rebanho.

Além de Strep. dysgalactiae, 0s principais microrganismos ambientais
encontrados nesse estudo foram Escherichia coli, Klebsiella spp. e Enterococcus spp.
As infec¢bes por microrganismos ambientais sdo conhecidas por provocar aumento
acentuado da CCS, mas a taxa de cura espontanea € maior em relacdo a mastite
contagiosa (Haas et al., 2004; Dhakal, 2006). Também foram identificados leveduras
e microrganismos dos géneros Aerococcus, Acinetobacter e Micrococcus, que séo
pouco relatados em casos de mastite subclinica em bufalas (Catozzi et al, 2017).

3.2 Associacdo entre a contagem de células somaticas, os resultados dos

testes de triagem e a presenca da infeccdo intramamaria em bufalas

O modelo linear generalizado foi significativo (p<0,001) para explicar a variagéo
de CCS nos escores de CMT e nas classes de SO e CEL (Tabela 6), demonstrando
gue ha dependéncia entre os resultados dos testes de triagem CMT, Somaticell e CEL

e a proporcao de células somaticas no leite de quartos mamarios de bufalas.

Tabela 6. Associagao da contagem eletronica de células somaticas do leite (CCS) de
acordo com as classes do teste Somaticell, California Mastitis Test e
condutividade elétrica nas amostras de leite de bufalas (n=533).

CCS (x mil céls/mL)

Variavel " Média Mediana p-valor
Somaticell
--- 200 163 110,68 51,00
200 ---| 400 117 301,15 205,50 <0.0001
--- 400 284 1918,92 921,50
California Mastitis Test
Negativo 143 86,32 52,00
Tracos 74 270,32 197,00
e 133 550,74 426,00 <0.0001
2+ 92 1244,98 930,50
3+ 91 4052,51 3089,00
Condutividade Elétrica
- 3,50 37 121,08 26,00
3,50 ---| 4,00 122 239,70 112,00
4,00 ---| 4,50 111 399,81 217,00
4,50 ---| 5,00 83 788,33 473,00 <0.0001
5,00 ---| 5,50 53 1036,02 525,00
5,50 ---| 6,00 41 1763,95 1042,00

6,00 86 3699,38 2478,50
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De fato, as reac¢bes de viscosidade identificadas pelo CMT e Somaticell sao
diretamente relacionadas a concentracdo de células somaticas no leite (Schalm e
Noorlander, 1957; Rodrigues et al., 2009).

A condutividade elétrica do leite tem relacdo direta com a quantidade de
substancias minerais e relagéo inversa com a gordura (Norberg, 2005). As alteracdes
do conteudo eletrolitico sdo mais evidentes quando ha prejuizo a permeabilidade
capilar junto a alvéolos danificados (Kasikgi et al., 2012). As alteracdes da CCS estéo
associadas a presenca de processo inflamatério da glandula maméaria. A taxa de
lipGlise € proporcional ao aumento da contagem de células sométicas pela acdo de
suas enzimas (Montanhini et al., 2013), isso reduz a resisténcia do ions a gordura e
aumenta a condutividade elétrica do leite.

O valor médio de CCS aumentou com o avanc¢o das classes de Somaticell,
CMT e condutividade elétrica. Foi verificada significancia de todos os contrastes entre
as classes de Somaticell, CMT e CEL, indicando que estas séo diferentes entre si
(p<0,05) e confirmando que esses métodos de triagem realizados na fazenda auxiliam
a identificagdo dos animais com maior CCS. Diante disso, as classes de valores do
Somaticell e da condutividade elétrica e os escores de CMT com seus respectivos
valores médios de CCS podem ser adotados como referéncia para a avaliacdo de
saude de glandula mamaria de bufalas.

A condutividade elétrica depende da composicdo fisico-quimica e conteudo
mineral do leite (Norberg, 2005), mesmo para animais saudaveis. A gordura oferece
resisténcia a condutibilidade. Entdo, as alteracbes na composicao lipidica do leite
devido a alimentacao dos animais e a acao lipolitica das células somaticas em quartos
mamarios com alta CCS, alteram a CEL. Desta maneira, a CEL captada pelos
sensores podem variar em cada rebanho.

Foi encontrada correspondéncia altamente significativa (p<0,0001) entre os
testes CMT e Somaticell, que sao igualmente baseados em reagao de viscosidade
(Tabela 7). Desta maneira, ambos os métodos podem ser usados pelo consultor

técnico ou o produtor de leite para avaliagdo de quarto mamarios de bufalas.
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Tabela 7. Correspondéncia entre o teste Somaticell e o California Mastitis Test nas
amostras de leite de bufalas (n=533).
California Mastitis Test

Somaticell Negativo Traco 1+ o o Total
< 200 114 29 16 3 1 163
200 - 400 23 27 26 10 0 86

> 400 6 18 91 79 90 284
Total 143 74 133 92 91 533*

*p-valor<0,0001 é significativo pelo qui-quadrado

O modelo linear generalizado nao foi significativo (p>0,05) para explicar a
variacdo de CCS de acordo com a posicdo do quarto mamario, presenca da infeccao,
tipo de isolado (individual ou misto) e de microrganismo (contagioso, ambiental ou
oportunista) (Tabela 8), demonstrando que ha independéncia entre essas
caracteristicas e a proporcdo de células sométicas no leite de quartos mamarios de
bufalas. Entretanto, houve diferenca numérica perceptivel na CCS média entre as
infeccdes por microrganismos oportunistas e ambientais, sugerindo que os ultimos
provocam uma reacgdo inflamatéria mais acentuada, o que esta de acordo com o
obervado por Haas et al. (2004) e Dhakal (2006).

Tabela 8. Associacdo da contagem eletrénica de células somaticas do leite (CCS) de
acordo com a posicdo do quarto mamario e exame microbiolégico (n=275).
CCS (x mil céls/mL)

Variavel " Média Mediana p-valor
Quarto Mamario
Anterior 106 938,24 277,00 0.833
Posterior 169 1069,01 335,00
Infecgcdo Intramamaria
Negativo 86 899,12 299,00 0.292
Positivo 189 1072,97 324,00
Tipo de isolado
Negativo 86 899,12 299,00 0.567
Individual 139 1026,32 339,00 '
Misto 50 1202,64 266,00
Tipo da infeccao
Negativa 86 899,12 299,00
Contagiosa 90 956,91 302,00 0.519
Ambiental 58 1253,91 260,50 '
Mista 4 1159,70 131,00
Oportunista 37 258,25 466,00

*p<0,05 é significativo pelo modelo linear generalizado
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O modelo linear generalizado néo foi significativo (p>0,05) para explicar a
variacdo da CCS e do Somaticell em relacédo a presenca da infeccdo, entretanto foi
encontrado efeito significativo (p<0,05) para a variacdo da condutividade elétrica
(Tabela 9).

Tabela 9. Associacdo entre a contagem de células somaticas Somaticell e
condutividade elétrica das amostras de leite de bufalas com infeccao
intramamaria (IMM) negativa e positiva (n=275).

IMM Negativa (n = 86) IMM Positiva (n = 189) p-

Variavel Média Mediana Média Mediana valor*
Contagem de células

somaticas (x mil céls/mL) 992,24 244,00 1030,59 335,00 0,292
Somaticell (x mil céls/mL) 747,69 520,00 588,41 379,00 0,585
Condutividade elétrica

(mS/cm) 4,48 4,10 4,80 4,48 0,038

*p<0,05 é significativo pelo modelo linear generalizado

Muitos quartos mamarios com CCS alta tinham IMM negativa, o que contribuiu
para a elevacdo da média de CCS e sua nao correspondéncia com IMM (p=0,292).

Os resultados do teste qui-quadrado que verificou a correspondéncia entre os
métodos de triagem e a presenca da IMM estdo na Tabela 10. O efeito dessa alta
propor¢cao de quartos mamarios com CCS alta no grupo de IMM negativa (Tabela 9)
também foi percebido pelo CMT (Tabela 10), que teve maior percentual de amostras
classificadas como 1+ e 3+ e associacdo significativa pelo teste qui-quadrado
(p<0,05).

Pela classificacdo do Somaticell, aproximadamente 59% dos quartos mamarios
com CCS maior que 400 mil céls/mL seriam selecionados para diagndéstico
microbiolégico, mas néo apresentariam IMM positiva (Tabela 10). O teste seria
ineficiente descartando o tratamento para 34,92% dos quartos mamarios com CCS
menor que 200 mil céls/mL, mas que apresentavam IMM. O CMT também conduziria
o avaliador ao erro de triagem em 31,22% das amostras interpretadas como negativas
para mastite subclinica, mas que apresentavam IMM.

Como é o exame microbiolégico quem confirma a presenca da doenca em
bufala (Medeiros et al., 2011; Sharma e Pandey, 2011), os resultados sugerem que
sejam adotadas as classes mais baixas dos testes de triagem para ampliar a selecao

de um maior niumero de quartos mamarios para o exame diagndstico (microbiolégico),
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havendo maior eficiéncia no programa de controle da doenca que adota os métodos

de triagem indiretos na fazenda.

Tabela 10. Correspondéncia entre a presenca da infeccdo intramamaria (IMM) e a
propor¢cao dos resultados nas classes de Somaticell, California Mastitis
Test e condutividade elétrica das amostras de leite de bufalas com infeccao
intramamaria (IMM) negativa e positiva (n=275).

. IMM Negativa (n =86) IMM Positiva (n =189) p-

Teste de triagem n (%) n (%) valor*
Somaticell

< 200 19 (22,09) 66 (34,92)

200 - 400 16 (18,60) 32 (16,93) 0.097

> 400 51 (59,30) 91 (48,15)
California Mastitis Test

Negativo 19 (22,09) 59 (31,22)

Tracos 18 (20,93) 16 (8,47)

1+ 24 (27,91) 51 (26,98) 0.012

2+ 8 (9,30) 34 (17,99)

3+ 17 (19,77) 29 (15,34)
Condutividade Elétrica

---| 3,50 7 (8,14) 9 (4,76)

3,50 ---| 4,00 26 (30,23) 54 (28,57)

4,00 ---| 4,50 16 (18,60) 40 (21,16)

4,50 ---| 5,00 15 (17,44) 24 (12,70) 0.640

5,00 ---| 5,50 7 (8,14) 21 (11,11)

5,50 ---| 6,00 8 (9,30) 16 (8,47)

--- 6,00 7 (8,14) 25 (13,23)

*p<0,05 é significativo pelo teste do qui-quadrado (X?)

Na pratica, espera-se que o teste de triagem realizado na fazenda garanta a
identificacdo de animais com CCS alta, como foi comprovado na Tabela 6. Mas néo é
obrigatdrio que esses testes apresentem alta correspondéncia com os casos positivos
de IMM, porque eles sédo baseados em respostas inflamatérias (aumento de CCS) ou
em alteracdes de permeabilidade capilar e/ou desbalanco de ions (aumento de
condutividade) e ndo se relacionam diretamente com o conteddo microbiolégico.
Apesar disso, foi constatada uma correspondéncia significativa entre o CMT e a
presenca da infeccéo (p<0,05). A divisao de classes, conforme sugerido pelo protocolo
do fabricante do teste Somaticell, pode ter contribuido para que o teste nédo
apresentasse relacdo significativa com a presenca da infeccdo, como ocorreu no
CMT, que tem os resultados melhor distribuidos em classes.

A independéncia das classes de CEL de acordo com a presenca da infecgéo

(p>0,05) demonstrada na Tabela 10 pode ser explicada pelo perfil microbiol6gico
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identificado nas amostras de leite dos quartos mamarios com IMM. As alteracfes da
condutividade elétrica tém relacdo com o tipo de microrganismo envolvido na infeccao
— 0S prejuizos aos tecidos secretores e vasos sanguineos sdo maiores, quanto maior
€ a patogenicidade e capacidade de invasdo dos patdégenos aos alvéolos (Norberg,
2005). Tanto nos isolados individuais quanto nos mistos identificados neste estudo foi
encontrada uma maior propor¢cao de microrganismos SCN e Corynebacterium spp.,
gue sdo comensais da glandula mamaria e tecidos dos tetos e menos invasivos em
relacdo a outras espécies, o que pode ter evitado alteracdes significativas nas
concentragbes das substancias minerais e condutividade no leite, explicando a
independéncia entre a CEL e a IMM (p>0,05).

Em geral, as alteracdes nos niveis de células somaticas podem se dar por
diversos fatores além do fator-resposta a presenca da infeccao intramamaria, estado
nutricional e fisiolégico dos animais (idade, ordem de parto, periodo de lactagéo,
sistema imune, etc.) (Harmon, 1994; Bastos e Birgel, 2011; Pizauro, 2013). Além
disso, a alta de CCS pode ser constatada em momentos nos quais 0s animais ja
debelaram a infec¢éo, contribuindo, entdo, para a ndo associa¢ao entre os resultados

dos métodos de triagem e a IMM.

4. CONCLUSAO

O CMT, teste Somaticell e condutividade elétrica podem ser aplicados na rotina
da fazenda para auxiliar a identificacdo de bufalas com alta contagem de células
somaticas, mas nao necessariamente eles indicam a presenca de infeccdo na
glandula mamaria de bufalas. Por isso, é imprescindivel que o monitoramento da CCS
seja acompanhado do exame microbiolégico do leite para confirmar o diagndstico da

doenca em quartos mamarios de bufalas.
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CAPITULO 3 - Avaliagdo do California Mastitis Test, teste Somaticell e
Condutividade Elétrica do leite como métodos de triagem de

mastite subclinica em bufalas

RESUMO - Os métodos indiretos usados na fazenda para a triagem de animais
com mastite subclinica ja foram largamente testados para o leite bovino e ainda nao
h& concordancia entre os valores de CCS e o limite critico desses testes que indicam
corretamente a presenca de inflamacdo em bufalas. Assim, esse estudo teve como
objetivo avaliar a eficiencia do California Mastitis Test, teste Somaticell, e
condutividade elétrica do leite como métodos de triagem no diagndstico da mastite
subclinica em bufalas. O estudo foi realizado em um rebanho de bufalas no Rio
Grande do Norte, Brasil. Foram colhidas 533 amostras de leite de quartos mamarios
gue foram submetidas a contagem eletrénica de células somaticas (CCS) e aos testes
de triagem por viscosidade (California Mastitis Test — CMT e teste Somaticell - SO) e
condutividade elétrica (CEL). A avaliacdo dos métodos de triagem foi obtida pelas
estimativas da sensibilidade, especificidade, acuracia e concordancia (coeficiente
kappa) e pela curva ROC. A contagem eletronica de células somaticas foi tomada
como referéncia para a diferenciacdo dos quartos mamarios com alta e baixa CCS,
considerando quatro pontos de corte (150, 200, 280 e 400 mil céls/mL) e diferentes
critérios de classificacdo dos quartos mamarios pelos métodos de triagem - “tragos,
1+, 2+ e 3+" e “1+, 2+ e 3+” (CMT); SO = 150, 200 e 400 céls/mL; e CEL = 3,0, 4,0,
5,0 e 6,0 mS/cm. O CMT apresentou sensibilidades acima de 85%. A melhor avaliagéo
do CMT para selecionar quartos mamarios de bufalas no ponto de corte de 150 mil
céls/mL foi no critério Traco, 1+, 2+, 3+. Ambos os critérios tiveram a mesma acuracia
e boa concordancia para a triagem dos quartos mamarios no ponto de corte de 200
mil céls/mL. O critério CMT 1+, 2+ e 3+ foi melhor para selecionar os quartos mamarios
com 280 e 400 mil céls/mL. O SO= 150 e = 200 tiveram boa avaliacdo para o0 ponto
de corte de 150 mil céls/mL. O critério SO = 200 foi melhor no ponto de 200 mil
céls/mL. Ja nos outros dois pontos de corte, a melhor acuracia e concordancia do
teste foi no critério = 400. O critério da CEL que apresentou melhor acuracia e
sensibilidade e boa correspondéncia foi o de 4,0 mS/cm, para a triagem de animais
com CCS igual a 150 e 200 mil céls/mL. Para os outros dois pontos de corte de CCS,
o critério de 4,5 mS/cm teve melhor acuracia e concordancia. A anélise do SO e CEL
pelas curvas ROC indica os valores limites que maximizam a sensibilidade e
especificidade dos testes. Os valores do teste Somaticell e condutividade elétrica que
detectam corretamente os quartos mamarios de bufalas com contagem de células
somaticas de 150, 200, 280 e 400 ceéls/mL sao, respectivamente 253 (244 - 263), 363
(340 - 379), 398 (379 - 418) e 477 (470 - 485) mil céls/mL e 4,5 mS/cm. Os métodos
de triagem Somaticell, condutividade elétrica e California Mastitis Test podem ser
usados para identificar a presenca de inflamac¢&o em bufalas.

Palavras-chave: Bubalus bubalis, CCS, infeccdo intramam@ria, teste diagnostico
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1. INTRODUCAO

A salude da glandula mamaéria de fémeas leiteiras € um elemento de grande
importancia para as fazendas. A infeccdo intramamaria consiste na invasdo da
glandula principalmente por bactérias e estd associada a perdas quantitativas e
gualitativas no leite, aumento do custo de producéo e descarte involuntério de animais,
dentre outros prejuizos (Céron-Mufioz et al., 2002; Kapronezai et al., 2005; Medeiros
et al., 2011; Purohit et al., 2014). Por isso, as fazendas leiteiras de todo o mundo
adotam programa de prevencdo e controle da doenca (Ruegg e Pantoja, 2013;
Jorgensen et al., 2016).

As bufalas também sdo acometidas pela doenca na sua forma clinica e
subclinica, apesar de possuirem mecanismos de defesa da glandula mamaria que as
permitem uma melhor resposta frente a infeccdo em relacéo as vacas (Tripaldi et al.,
2010; Puronhit et al., 2014; Kashyap et al., 2019). O exame microbiolégico do leite € o
melhor método para diagndéstico da mastite subclinica em bufalas, porque é comum
se ver animais com alta CCS sem apresentar quadro infeccioso (Medeiros et al.,
2011). Como a mastite subclinica é silenciosa, o diagndstico precisa ser auxiliado pela
contagem de células somaticas no leite, que indica a presenca de inflamacéo e da
indicios da presenca de infeccao, a qual é posteriormente confirmada por método
diagnéstico microbiologico (Sharma e Pandey, 2011; Aradjo et al., 2012).

Os métodos para contagem de células sométicas do leite atualmente existentes
ja foram largamente testados para o leite bovino. O método automatizado mais usado
para contagem direta de células somaticas é o fluoro-6éptico-eletrénico (1ISO 13366|IDF
148-2), que contabiliza eletronicamente as células por citometria de fluxo. Na fazenda,
a triagem dos animais para o exame diagndéstico por ser realizado por testes praticos
gue estdo associados direta ou indiretamente a inflamacéo (Philpot e Nickerson,
1991). Os métodos praticos mais conhecidos sao baseados em viscosidade, como o
California Mastitis Test e o teste Somaticell, ou na concentracdo de minerais, como o
método de condutividade elétrica.

Acuracia, sensibilidade e especificidade sao caracteristicas importantes
guando se avalia a eficacia de um método empregado no diagndéstico de doencas

(Sharma et al., 2010). A acuracia se refere ao grau em que o0 método alternativo é
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capaz de indicar o verdadeiro resultado diagnostico, pelo método referéncia (Sharma
et al., 2010). A sensibilidade é a capacidade que o teste tem para detectar os
individuos verdadeiramente positivos (doentes) e a especificidade € a capacidade que
ele tem de detectar os verdadeiros negativos (sadios) (Sharma et al., 2010; Araujo et
al., 2012). Ao se avaliar a eficiéncia de um método de triagem para o diagndéstico
confiavel da saude de glandula, deve-se priorizar os testes que indicam um menor
namero de resultados falso-negativos com alta sensibilidade (Santos e Fonseca,
2007).

Erros de diagndstico com animais falso-positivos ou falso-negativos sao
esperados, quando se trata dessa tematica, tendo em vista que o resultado dos
métodos de triagem pode envolver interpretacdo subjetiva, dependéncia em sensores,
calibracdo, temperatura dos insumos (reagente) e do leite, etc. Dessa maneira, €
imprescindivel que o diagnoéstico definitivo da doenca seja feito com base em
resultados microbioldgicos e de CCS, e que este ultimo tenha sido obtido por métodos
de andlises acurados e confiaveis.

A avaliacdo da eficiéncia de um meétodo de triagem para a o diagnostico
confidvel da saude de glandula deve considerar a sua capacidade de identificar o
guarto mamario com alta CCS (sensibilidade), excluir o quarto mamario com baixa
CCS (especificidade), indicar um menor numero de resultados falso-positivos ou falso-
negativos e o resultado diagnéstico verdadeiro (acuracia) (Santos e Fonseca, 2007;
Sharma et al., 2010).

Ainda néo existe uma concordancia entre o valor de CCS e limite critico adotado
pelos métodos de triagem atualmente existentes que indicam corretamente a
presenca de inflamacdo em bufalas. Diante disso, 0 presente estudo teve como
objetivo avaliar a eficiencia do California Mastitis Test, teste Somaticell e
condutividade elétrica do leite como métodos de triagem no diagnostico da mastite

subclinica em bufalas.

2. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso Animal da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” — Campus de Jaboticabal/SP (Protocolo N° 08551/17).
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2.1 Local do estudo e animais

O estudo foi conduzido em um rebanho comercial de bufalas leiteiras localizado
na cidade de Taipu, regido Agreste do estado do Rio Grande do Norte, no periodo de
junho de 2018 e marco de 2019.

O rebanho era constituido por fémeas da raca Murrah e mesticas, manejadas
em pasto cultivado em sistema Voisan, com predominancia de Brachiaria brizantha,
Brachiaria humidicola e Panicum maximum cv. Massai, suplementadas com
concentrado comercial, e ordenhadas mecanicamente duas vezes ao dia (as 03h e
15h) em sistema rotativo. Participaram do estudo 440 animais, selecionados
aleatoriamente e que aceitavam a ordenha manual para facilitar a colheita de

amostras.
2.2 Colheita de amostras de leite

As amostras foram obtidas durante a ordenha da manha, a partir de quartos
mamarios aparentemente saudaveis e escolhidos aleatoriamente. Antes da colheita,
os tetos foram devidamente higienizados, secos, e desinfectados com alcool 70% e
tiveram trés jatos de leite descartados. Colheu-se uma amostra asséptica (15 mL)
destinada ao exame microbiolégico, e uma amostra de 150 mL, destinada as demais
analises. Essa amostra foi subdividida em duas aliquotas, uma de 100 mL e outra de
40 mL. A primeira foi usada nos testes de CMT e Somaticell e na analise de
condutividade elétrica; e a segunda, continha conservante bronopol (2-bromo-2-nitro-

1,3-propanediol) e foi destinada a contagem eletronica de células somaticas.
2.3 Anélises do leite

A contagem eletrdnica de células somaticas foi realizada por citometria de fluxo
(ISO 13366-2|IDF 148-2) (Somacount 300, Bentley Intruments Incorporated, Minesota,
EUA). O California Mastitis Testis (CMT) foi realizado conforme sugerido por Schalm
e Noorlander (1957). A reacao do leite ao reagente foi interpretada como negativa,
tracos, 1+ (positiva fraca), 2+ (positiva moderada) e 3+ (positiva forte). O teste foi

realizado por um Unico analista.
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O teste Somaticell (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine, USA) foi
realizado segundo recomendacdes do fabricante. O teste foi realizado por pessoas
treinadas e os tempos foram cronometrados.

A leitura da condutividade elétrica do leite (CEL) de cada quarto mamario dos
animais foi obtida em condutivimetro digital (Quimis) devidamente calibrado, com faixa
de medicdo entre 0 e 20 milisiemens por centimetro (mS/cm). Para tanto, foi
submergido na amostra um eletrodo capaz de captar a corrente elétrica oriunda da
troca entre cations e anions do leite, apresentada automaticamente no visor digital do
equipamento.

O CMT, CEL, e Somaticell foram realizadas no Laboratério de Qualidade do Leite
da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (LABOLEITE/UFRN, Macaiba,
Brasil). A contagem eletronica de células sométicas foi realizada por citometria de
fluxo no Laboratério Clinica do Leite, da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” (ESALQ/USP, Piracicaba/SP, Brasil).

2.4 Andlise dos dados

No sentido de avaliar os métodos de triagem para o diagnostico da mastite
subclinica dos animais, foram obtidas as estimativas da sensibilidade, especificidade,
acuracia e concordancia de cada teste, considerando as propor¢des dos casos
verdadeiro positivos, falso-positivos, verdadeiros negativos e falso-negativos (Sharma
et al., 2010). Essas propor¢cdes foram obtidas considerando a contagem eletrénica de
células sométicas (CCS) como método referéncia para a diferenciacdo dos quartos
mamarios com alta e baixa CCS, considerando quatro pontos de corte (150, 200, 280
e 400 mil céls/mL). Esses pontos de corte foram confrontados com diferentes critérios
de classificagdo das amostras pelos métodos de triagem: CMT = “tracos, 1+, 2+ e 3+”
e “1+, 2+ e 3+”; SO = 150, 200 e 400 céls/mL; e CEL = 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0.

A sensibilidade (Se), especificidade (Sp) e acuracia (Ac) dos métodos de
triagem foram calculados conforme sugerido por Sharma et al. (2010):

_ VP + VN
"VP+FP+FN+VN

Se x 100 Sp x 100 Ac x 100

“FN +VP “FP+VUN

Em que: VP — proporcdo de casos verdadeiro positivos, FP — falso positivos, VN —

verdadeiro negativos, FN — falso negativos.
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A concordancia entre os resultados dos métodos de triagem e a contagem de

< Lo . . .. Po-P
células somaticas foi obtida pelo coeficiente Kappa (k = 1°_Pee), calculado com base
VP+VN

na propor¢cdo de concordancias observadas (PO =———F—
VP+FP+FN+VN

) e proporcao de

(VP + FP)(VP+FN)
(VP+FP+FN+VN)?

concordancias esperadas (Pe = ). Os valores de k < 0,4 indicam

concordancia fraca; entre 0,4 e 0,75, concordancia boa e k > 0,75, concordancia
excelente (Sharma et al., 2010).

Curvas de caracteristica de operacédo do receptor (ROC) foram obtidas para
comparar os testes de triagem Somaticell e CEL e para obter o valor limite dos testes
onde a sua sensibilidade e especificidade € maximizada. A comparacao entre as
curvas dos testes foi realizada calculando-se a area sob a curva (AUC) com o uso da

funcdo ROC na linguagem computacional do R.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste CMT apresentou sensibilidades acima de 80% (Tabela 1), superior a
encontrada por Pizauro (2013) (78%) em um estudo com 1042 amostras de leite

bubalino, adotando o critério 1+, 2+ e 3+.

Tabela 1. Avaliacdo do California Mastitis Test (CMT) para triagem de mastite
subclinica em quartos mamarios de bufalas a partir de quatro diferentes
pontos de corte de contagem de células somaticas (CCS, mil céls/mL)

(n=533).
CCS CMT Se (%) Sp (%) k Ac (%)
150 Traco, 1+, 2+, 3+; 93,55 73,91 0,70 87,62
1+, 2+, 3+ 80,11 88,82 0,63 82,74
200 Tracgo, 1+, 2+, 3+; 96,15 66,67 0,67 85,37
1+, 2+, 3+ 85,21 85,64 0,69 85,37
280 Traco, 1+, 2+, 3+; 98,01 59,05 0,60 81,05
1+, 2+, 3+ 89,70 80,17 0,70 85,55
400 Traco, 1+, 2+, 3+; 99,20 49,65 0,47 72,80
1+, 2+, 3+ 94,38 71,48 0,65 82,18

Se: Sensibilidade; Sp: especificidade; k: concordancia; Ac: acuracia.

A maxima sensibilidade encontrada para o CMT foi 99,2%, quando adotado o
critério Trago, 1+, 2+, 3+ com CCS no ponto de corte de 400 mil céls/mL. Entretanto,
esse critério apresentou a correspondéncia mais fraca e foi 0 menos acurado. Desta

maneira, fica demonstrado que a melhor avaliacdo do teste deve ser aquela que
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combina primeiramente a maxima acuracia, com boa concordancia (k=0,40) e alta
capacidade de deteccdo dos quartos mamarios acima do ponto de corte
(sensibilidade), que sédo aqueles com maior probabilidade de apresentar inflamacao
(alta CCS).

A melhor avaliagdo do CMT para selecionar quartos mamarios de bufalas com
CCS a partir de 150 mil céls/mL foi no critério Traco, 1+, 2+, 3+, que apresentou maior
acuracia, concordancia e sensibilidade em relacéo ao outro critério (Tabela 1). Ambos
os critérios tiveram a mesma acuracia e boa concordéancia para a triagem dos quartos
mamarios no ponto de corte de 200 mil céls/mL, mas o primeiro critério foi mais
sensivel. Eliminando a reacdo de CMT traco como critério para selecdo dos quartos
mamarios com inflamacédo, decresceu a sensibilidade e aumentou a especificidade
em todos os pontos de corte da CCS. Ferreira et al. (2019) encontraram a mesma
relacdo entre a sensibilidade e a especificidade quando reduziram o rigor no critério
do teste indireto para identificacdo de anemia em pequenos ruminantes.

Dentre todos os testes, as concordancias mais fortes foram encontradas no

teste Somaticell (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliacdo do teste Somaticell (SO) para triagem de mastite subclinica em
guartos mamarios de bufalas a partir de quatro diferentes pontos de corte
de contagem de células sométicas (CCS, mil céls/mL) (n=533).

CCS SO Se (%) Sp (%) k Ac (%)
150 93,28 75,78 0,71 87,99
150 200 92,20 83,23 0,75 89,49
400 87,37 89,44 0,73 87,99
150 95,56 67,69 0,67 85,37
200 200 94,97 74,87 0,72 87,38
400 81,66 84,62 0,73 86,64
150 59,48 0,76 0,59 80,68
280 200 96,35 65,52 0,63 82,56
400 88,04 75,86 0,79 89,61
150 97,19 49,30 0,45 71,67
400 200 97,19 54,93 0,50 74,40
400 93,17 81,69 0,74 87,01

Se: Sensibilidade; Sp: especificidade; k: concordancia; Ac: acuracia.

Na triagem dos quartos mamarios com CCS no ponto de corte de 150 mil
céls/mL, o Somaticell foi mais acurado e teve maior concordancia no critério = 200,
mas o critério = 150 também teve boa avaliagdo. No ponto de corte de 200 mil céls/mL,

sua melhor avaliagcéo foi obtida no critério = 200 que resultou em uma sensibilidade
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de 94,97%, com boa concordancia, e acuracia acima de 87%. J& nos outros dois
pontos de corte, a melhor acuracia e concordancia do teste foi no critério = 400.
Rodrigues et al. (2009) validaram o Somaticell para leite bovino, encontrando uma
concordancia de 0,92 com a CCS por citometria de fluxo, valor superior aos
encontrados nesse estudo.

Os menores valores de acurécia e concordancia foram obtidos na avaliagdo da
condutividade elétrica (Tabela 3). O teste também apresentou a maior amplitude de

sensibilidade, entre 22,58 e 100%, por considerar um maior numero de critérios.

Tabela 3. Avaliacdo da condutividade elétrica (CEL) para triagem de mastite
subclinica em quartos mamarios de bufalas a partir de quatro diferentes
pontos de corte de contagem de células somaticas (CCS, mil céls/mL)

(n=533).
CCS CEL Se (%) Sp (%) k Ac (%)
3,0 100,00 1,86 0,03 70,36
3,5 98,12 18,63 0,21 74,11
150 4,0 85,22 64,60 0,50 78,99
4,5 65,86 88,82 0,46 72,80
5,0 47,85 95,65 0,33 62,29
55 33,33 98,14 0,22 52,91
6,0 22,58 08,76 0,14 45,59
3,0 100,00 1,54 0,02 63,98
3,5 97,93 15,38 0,16 67,73
200 4,0 86,39 57,95 0,46 75,98
4,5 69,23 85,13 0,50 75,05
5,0 50,59 92,82 0,37 66,04
55 35,50 96,41 0,26 57,79
6,0 24,85 98,97 0,19 51,97
3,0 100,00 1,29 0,02 57,04
280 3,5 98,34 13,79 0,16 61,54
4,0 88,04 53,02 0,46 72,80
4,5 71,76 79,74 0,50 75,23
5,0 53,49 89,66 0,37 69,23
55 39,20 96,12 0,26 63,98
6,0 27,91 99,14 0,19 58,91
3,0 100,00 1,06 0,02 47,28
400 3,5 99,20 12,32 0,16 52,91
4,0 89,96 47,18 0,46 67,17
4,5 75,50 73,59 0,50 74,48
5,0 58,23 85,92 0,37 72,98
55 44,98 94,72 0,26 71,48
6,0 31,73 97,54 0,19 66,79

Se: Sensibilidade; Sp: especificidade; k: concordancia; Ac: acuracia.
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Através do critério de CEL = 3,0 néo foram identificados casos falso negativos,
levando aos 100% de sensibilidade do teste, mas também foram encontrados poucos
casos verdadeiro negativos, motivando a fraca correspondéncia do teste com a CCS.
Isso esta relacionado com o conjunto de valores reais encontrados para a
condutividade, que variaram de 2,89 e 10,30 mS/cm, com apenas trés observacoes
abaixo de 3,0 mS/cm. No estudo de Moura et al. (2017) a média de condutividade no
leite do grupo de bufalas com maior CCS (685 mil céls/mL) foi de 3,24 mS/cm,
enquanto que nas bufalas com menor CCS (470 mil céls/mL) foi de 3,09 mS/cm.
Outros autores identificaram médias de CEL maiores em bufalas com e sem mastite
gue foram, respectivamente, 4,62 e 4,05 (Bastos e Birgel, 2011) e 6,1 e 4,9 mS/cm
(Hussain et al., 2012). Nao foram encontrados estudos que relatam CEL acima de 10
mS/cm. Deve ser ponderado o fato de que a condutividade elétrica é influenciada pela
composicao fisico-quimica (proporcao de gordura e minerais) e pela temperatura do
conteudo analisado (Norberg, 2005). Diante dessa analise, demonstra-se que 0s
critérios devem ser definidos de acordo com a realidade de cada rebanho,
considerando a média de CEL caracteristica e histérica para 0s seus animais
saudaveis. Nesse estudo, o critério da CEL que apresentou melhor acurécia e
sensibilidade e boa concordancia foi o de 4,0 mS/cm, para a triagem de animais com
CCS igual a 150 e 200 mil céls/mL. Para os outros dois pontos de corte de CCS, o
critério de 4,5 mS/cm teve melhor acuracia e concordancia.

Em testes de triagem que indicam a necessidade de procedimentos de riscos
como cirurgias, por exemplo, deve-se evitar resultados falso-positivos, que fagcam o
individuo ser submetido ao procedimento desnecessariamente. Nessa situacdo, o
valor limite do teste deve ser definido para que aumente a especificidade. Ja& em
triagens para prevencao de transmissao de infeccées, como na mastite subclinica, em
gue a falha da detec¢é&o de casos positivos provoca risco para a disseminagcéo da
doenca na populacéo, o limite deve ser definido para que sejam evitados resultados
falso-negativos e se alcance o maximo de sensibilidade do teste (Dohoo et al., 2009).

No aspecto de sanidade do ubere, se um método indireto aponta casos falso-
positivos em grande proporcdo durante a triagem dos quartos mamarios, ele sugere
uma condi¢ao de alta CCS, quando deveria indicar baixa CCS. Isso leva o analista a

realizar o exame microbiologico desnecessariamente ou direcionar equivocadamente
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o descarte, tratamento ou mudancas nas praticas de manejo sem que o animal esteja
doente. E quando o método aponta muitos casos falso-negativos, ele pode contribuir
para que se mantenha no rebanho animais com a mastite silenciosa, que atuam como
reservatorios de patdgenos e disseminadores da mastite.

Dentro do mesmo critério de cada teste de triagem fica evidente que a
especificidade aumenta, a medida em que a sensibilidade decresce (Tabelas 1 a 3).
Esse comportamento das caracteristicas dos testes € explicado pela relacao que elas
tém com a proporcao dos casos falsos. A sensibilidade é inversamente proporcional
ao numero de casos falso-negativos e a especificidade, ao niumero de falso-positivos.
Desta maneira, quando se aumentou o ponto de corte da CCS, o nimero de casos
falso-negativos reduziu (aumentando a sensibilidade do teste) e o de falso-positivos
aumentou por compensacao, reduzindo a especificidade. O ideal é que o critério do
teste maximize a sensibilidade e a especificidade de maneira equilibrada.

A curva ROC permite identificar o valor limite no qual a sensibilidade e a
especificidade sdo maximizadas. Esse valor é chamado de ponto de truncamento, que
esta representado no encontro entre as retas perpendiculares e entre parénteses na
Figura 1.

Para selecionar quartos mamarios com CCS maior que 150 mil céls/mL (Figura
1A), a curva ROC indica que o melhor valor de SO a ser adotado é 253 mil céls/mL e
o de CEL é igual a 4,52 mS/cm, mesmo valor de CEL identificado para o ponto de
corte de CCS em 280 e 400 mil céls/mL. Para selecionar quartos mamarios com CCS
maior que 200, 280 e 400 mil céls/mL através do SO, o melhor critério seria considerar
o resultado do teste em 363, 398 e 477 mil céls/mL, respectivamente.

Os resultados do Somaticell séo lidos na escala de graduacéao do préprio tubo
utilizado para o teste (Apéndice, Figura 3). Como os valores dessa graduacao sao
fixos e em intervalos desiguais, eles nédo informam com exatiddo a quantidade de
células, apenas a estimativa. Por isso, o ponto de truncamento ndo foi exatamente
igual ao resultado usado como ponto de corte no método referéncia, mas préximo dele
(com margens de erro para mais). Para facilitar a triagem dos animais pelo Somaticell
com o auxilio da graduacao fornecida no préprio teste, pode-se adotar como critério o
intervalo entre o primeiro valor da escala abaixo do ponto de truncamento até o

primeiro valor acima do ponto de truncamento. Assim, os critérios no Somaticell para
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0s pontos de corte de 150, 200, 280 e 400 mil céls/mL podem ser, respectivamente,
valores entre 244 e 263 (truncamento = 253 mil céls/mL), entre 340 e 379
(truncamento = 363 mil céls/mL), entre 379 e 418 (truncamento = 398 mil céls/mL), e

entre 470 e 485 (truncamento = 477 mil céls/mL).
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Figura 1. Curvas ROC do teste Somaticell (SO, —) e condutividade elétrica (CEL, ---)
para a triagem de mastite subclinica em quartos mamarios de bufalas com
alta CCS, considerando quatro diferentes pontos de corte da contagem de
células sométicas - 150 (A), 200 (B), 280 (C) e 400 (D) mil céls/mL. AUC =
area sob a curva. O numero entre parénteses ¢é o valor limite (localizado no
encontro das retas perpendiculares) que maximiza a sensibilidade e
especificidade do teste.

A curva também possibilita verificar o desempenho do teste de triagem pelo
célculo da area abaixo da curva (AUC). Valor de AUC igual a 1,0 significa que existe
a maxima correspondéncia entre o teste e o diagnéstico (100% de sensibilidade e de
especificidade). Ambos os testes apresentaram AUC acima de 0,80, proximo de 1,0.
Entretanto, o Somaticell apresentou maior AUC em relagcédo a CEL, independente do

ponto de corte de CCS. O teste Somaticell tem uma relacdo mais direta com a CCS,
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uma vez que sua resposta depende da proporgdo de células presentes no leite; ja a
condutividade elétrica tem mais a associacado com o equilibrio de minerais, apesar de
apresentar correlacéo positiva com a CCS (Kasikgi et al., 2012; Bastos e Birgel, 2011;
Moura et al., 2017).

Vale ressaltar que as legislacdes que norteiam as indlstrias e fazendas
consideram valores limites de contagem bacteriana e de células soméaticas no leite.
No Brasil, o requisito para a CCS no leite de bufalas € o mesmo adotado para o leite
bovino (400 mil céls/mL; Brasil, 2018) e é um importante limiar de referéncia para o
manejo de sanidade de glandula mamaria das fazendas. Além dessa prerrogativa, a
escolha dos pontos de corte depende do objetivo e necessidades do programa de
controle de mastite de cada rebanho. Pontos de corte mais baixos sdo usados para
aumentar a pressao na selecédo dos animais para exames e tratamentos (Ferreira et
al., 2019) e geralmente sdo aplicados em rebanhos de média a alta especializacao
para a producéo de leite ou que possuem maior rigor para o controle da doenca e
gualidade do leite.

Os meétodos de triagem por viscosidade (CMT e Somaticell) podem ser
realizados em poucos minutos ao lado do animal ou com leite resfriado. A
condutividade elétrica é o Unico método realizado na fazenda que pode ser
automatizado. Quando acoplado ao sistema, ele realiza uma mensuracdo a cada
ordenha, inclusive por quarto mamario (Norberg, 2005), permitindo a formacéo de um
histérico de dados acumulados pertencente a cada animal, que pode ser servir de
referéncia para detecgédo anormalidades individualmente. Diante dessas vantagens, a
associacdo dos métodos de triagem por viscosidade e condutividade pode ser uma
escolha assertiva para os programas de prevencao e controle da doenca.

Ainda assim, os métodos de triagem Somaticell, condutividade elétrica e CMT
somente devem ser usados para identificar a presenca de inflamacé&o, porque eles
nao refletem adequadamente o status bacterioldgico da glandula mamaria (Sharma et
al., 2010). Nem sempre bufalas com altas contagens de células somaticas no leite
apresentam exame microbiolégico positivos e vice-versa (Jorge et al., 2005;
Kapronezai et al., 2005; Carvalho et al., 2007; Pizauro, 2013). Sugere-se, portanto,

gue o diagndstico da mastite em bufalas seja baseado nos resultados histéricos de
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contagem de células somaticas do leite acompanhados prioritariamente do exame

microbiologico.

4. CONCLUSAO

Os métodos de triagem Somaticell, condutividade elétrica e California Mastitis
Test podem ser usados para identificar a presenca de inflamacédo e alta CCS em
bdfalas. O critério do CMT que considera a reacao de traco foi melhor para selecionar
0s quartos mamarios com CCS a partir de 150 e 200 mil céls/mL. Ja para uma triagem
menos rigorosa, com CCS nos pontos de corte 280 e 400 mil céls/mL, a melhor
avaliacdo do CMT foi no critério que ndo considera a reacao de traco. As melhores
avaliacOes para o teste Somaticell nos pontos de corte em 150 e 200 mil céls/mL foram
nos critérios = 200; e em 280 e 400 mil céls/mL, foi no critério = 400. De forma mais
especifica, os valores criticos do teste Somaticell e condutividade elétrica que
maximizam a capacidade de detectar corretamente os quartos mamarios de bufalas
com contagem de células somaticas de 150, 200, 280 e 400 céls/mL sao,
respectivamente 253 (244 - 263), 363 (340 - 379), 398 (379 - 418) e 477 (470 - 485)

mil céls/mL e 4,5 mS/cm.
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CAPITULO 4 — Consideracg6es finais

Dentre os principais resultados desse estudo destaca-se que os resultados do
CMT, do Somaticell e da CEL sdo capazes de identificar com acuracia os quartos
mamarios com diagndéstico verdadeiro pela CCS eletrbnica, auxiliando a triagem de
mastite subclinica de bufalas na fazenda.

A forma de interpretacéo do resultado é a principal diferenca entre os métodos
CMT e Somaticell, que sdo baseados em viscosidade — o primeiro é mais visual e
subjetivo; ja o segundo é orientado pelos valores lidos diretamente. Entretanto, ambos
0s métodos sdo capazes de separar animais com alta e baixa CCS. O custo por
amostra testada é basicamente para aquisi¢cao dos kits comerciais. A raquete plastica
usada no CMT tem alta durabilidade, entretanto, o teste requer reposicao de reagente
gue custa menos de R$ 0,10/amostra e pode ser encontrado facilmente em lojas de
insumos para pecuaria. Em contrapartida, o material para analise de uma amostra
pelo Somaticell é de acesso mais dificultoso, dependendo da regido do pais, e seu
custo é de aproximadamente R$ 5,00/amostra. Com relacdo a facilidade e prego de
aquisicdo, o CMT é mais vantajoso em relacéo ao Somaticell.

Dentre os trés testes de triagem, o de condutividade elétrica é o Unico que
requer equipamento eletronico, e, por isso, precisa de maior investimento inicial.
Sensores de condutividade elétrica podem vir acoplados a linha de ordenha, e com
custo diluido na aquisicdo do equipamento. Ja& considerando a versdo portatil
(baterias) ou de bancada (energia elétrica), o preco de compra varia de R$ 400,00 a
R$ 5.000,00. Investimento a parte, o custo por amostra analisada pelos medidores de
condutividade é irrisorio, uma vez que ndo requer outros insumos, além da solucao
padréo de calibracdo que tem validade longa.

Vale ressaltar que os métodos indiretos para a triagem de mastite subclinica
realizados na fazenda ndo substituem a contagem eletrénica de células somaticas,
realizada em laborat6rio, que é mais sensivel, precisa e pratica. Cabe ao gestor da
fazenda eleger o método que melhor atende aos seus critérios de custo-beneficio e
praticidade para a selecdo dos animais que terdo o diagnostico laboratorial feito
posteriormente.

Uma limitac&o desse estudo foi a colheita de amostras diretamente do teto dos

animais durante a rotina de ordenha. Essa limitagao se mostra como uma dificuldade
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para os manejos do programa de controle de mastite em rebanhos bubalinos que
adotam ordenha mecanica. Uma solucdo pode ser a analise de amostras de leite
compostas, obtidas pelo coletor da ordenhadeira, para acompanhamento e sele¢cao
de animais a partir dos pontos de corte de CCS mais sensiveis, sugeridos por este
trabalho. Quando, entéo, se deve colher as amostras de forma asséptica diretamente
dos tetos.

A bubalinocultura, de modo geral, ainda incorpora muitos conhecimentos
construidos na area da bovinocultura leiteira. Na tematica de sanidade e manejo de
bafalas, por exemplo, muito ainda precisa ser elucidado e assimilado pelas fazendas.
Ainda podem ser encontradas fazendas que desprezam os riscos de infeccdes
intramamarias em bufalas e negligenciam a prevencao, monitoramento incisivo e até
o tratamento da doenca, justificando com o argumento de que as mesmas S&o
“rusticas” e “resistentes”. Somado a isso, a literatura sobre o tema ainda é escassa,
principalmente no Brasil. Entretanto, € imprescindivel que os sistemas de producao
de bufalas estejam completamente pautados no conhecimento técnico-cientifico, a
medida em que caminham e langam mé&o da tecnificagédo e profissionalizagdo, com
vistas aos ganhos em eficiéncia, lucratividade e longevidade.

Nesse contexto, ressalta-se a necessidade de conscientizacdo dos técnicos e
produtores rurais sobre o tema. Os rebanhos bubalinos carecem de atencdo sob a
perspectiva dos programas de prevencdo e controle da mastite, além das demais
doencas. Precisa-se assumir que a doenca € mais recorrente do que se imagina e,
depois, implementar o seu monitoramento e controle nos rebanhos de modo amplo e
rigoroso, fazendo uso dos registros zootécnicos, profilaticos, epidemiolégicos e de
tratamentos, baseados no que de fato ocorre.

Século XXI, tempos modernos. Nesses Ultimos anos pudemos testemunhar o
nascimento da nova revolugédo — o mundo 4.0. Novas formas de perceber, interpretar
e solucionar problemas, langcando méo da tecnologia e conectividade. Os “novos
profissionais” e consumidores precisam estar “on-line”. A “inteligéncia artificial”
amadureceu, nasceu a “internet das coisas” e, na pecuaria, o “Leite 4.0”. Urge a
atualizacdo e a visdo tecnoldgica e inovadora, que estdo entrelacadas a capacidade
de adaptacgdo, agilidade e eficiéncia dos consultores e empresas. Se a gestdo de

informagbes j& era importante para a competitividade dos sistemas de producéo
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animal e toda a cadeia produtiva do leite, agora ela é vital. Diante disso, propde-se
gue, as fazendas e a comunidade cientifica comprometam-se com a gestdo de suas
informacdes para que trabalhos futuros sejam desenvolvidos, por exemplo, a partir da
andlise de bancos de dados robustos. Assim, estardo aptos para disponibilizar
conhecimentos mais profundos no contexto da sanidade da glandula maméria e
manejo de ordenha de bufalas. Espera-se que nao sé a bubalinocultura como todo o
setor absorvam os pontos positivos dessa modernidade, estejam voltados a ciéncia
dos seus detalhes “fisiologicos” e ao aprimoramento de suas praticas. Assim, dar-se-

a continuidade ao caminho...
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Figura 1. Principais pontos da rotina de ordenha em sistema rotatorio com capacidade
para 40 bufalas — Sala de espera (A), detalhe do portdo automéatico para
acesso da cabine na plataforma rotatoria (B), procedimento de higiene pre-
ordenha (C), animais durante a ordenha (D); aplicagdo de solugdo poés-
ordenha (E); e saida do animal com a plataforma em movimento (F).
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Figura 2. Métodos de triagem realizados em laboratoério — California Mastitis Test (A
e B), teste Somaticell (C) e condutividade elétrica (D).

Figura 3. Tubo com graduacao de valores fixos usado para realizacdo e leitura dos
resultados do teste Somaticell (Somaticell, IDEXX Laboratories Inc.,
Westbrook, Maine, USA).



