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CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS PARA O DIAGNOSTICO DA MASTITE
SUBCLINICA OVINA EM DIFERENTES RACAS EM DOIS PERIODOS DE
LACTACAO

RESUMO - Objetivou-se estabelecer a etiologia infecciosa da mastite
subclinica ovina em duas diferentes fases de lactacdo e a frequéncia desta
enfermidade nas diferentes racas. Além disso, buscou-se definir as caracteristicas
diagnosticas da contagem de células somaticas (CCS) para o diagnéstico da mastite
subclinica ovina, adotando diferentes classes de contagens de CCS, assim como
estabelecer um valor de triagem para a CCS como método diagnoéstico. O trabalho
experimental foi realizado em um rebanho formado por 407 ovelhas das ragas Santa
Inés, Texel, lle de France e Dorper, localizado na Embrapa Pecuaria Sudeste em
Sdo Carlos, Sdo Paulo. O California Mastitis Testis (CMT) foi realizado para o
diagnéstico preliminar da mastite. Apds a antissepsia dos tetos, amostras de leite
foram colhidas no inicio de lactacdo e ao desmame, em duas paricbes consecutivas
para confirmacdo da etiologia infecciosa da doenca por meio de analises
microbioldgicas e para a determinacéo da CCS. Para cada uma das racas os valores
de CCS foram divididos em quatro classes. O total de 1457 metades mamarias foi
investigado, das quais 203 (13,9%) apresentaram mastite subclinica. Estafilococos
coagulase-negativos (ECN) foram os agentes etioldgicos com maior ocorréncia
isoladamente e em associacdo, 58,1% e 60,6%, respectivamente, seguidos por
Streptococcus spp. (19,7%). Dentre os ECN, a espécie encontrada com maior
frequéncia foi Staphylococcus xylosus (87,7%). A raca Santa Inés apresentou
significativamente maior nimero de casos de mastite subclinica (p<0,05). Boas e
Otimas concordancias para associacao entre CMT e CCS foram obtidos paras todas
as racas, exceto lle de France. Diferentes pontos de corte para CCS foram
determinados para as ragas estudadas em ambas as fases de lactacdo. Maiores
valores de sensibilidade e especificidade para a CCS foram obtidos para as racas lle
de France e Dorper na lactacdo, enquanto ao desmame destacaram-se as racas
Texel e Dorper. Ndo houve concordancias ideais ao comparar as reacdes de CMT e
CCS para a triagem da mastite subclinica. Os resultados do teste variaram de
acordo com a raca ovina. A CCS pode ser utilizada para triagem da mastite
subclinica em ovelhas de corte de acordo com a prevaléncia da doenca em cada
raca, auxiliando técnicos e produtores a melhorar o controle da enfermidade nos
rebanhos.

Palavras-chave: Agentes etioldgicos, leite, ovelhas, sanidade



SOMATIC CELL COUNT FOR DIAGNOSIS OF SUBCLINICAL MASTITIS IN
DIFFERENT BREEDS OF SHEEP IN TWO LACTATION PERIODS

ABSTRACT - This study aimed to establish the infectious etiology of
subclinical mastitis in two different stages of lactation and the frequency of this
disease in different breeds sheep. Furthermore, we sought to define the diagnostic
characteristics of somatic cell count (SCC) for the diagnosis of subclinical mastitis in
these sheep breeds, adopting different classes of SCC, and establish a screening
value for SCC as diagnostic method. The experimental work was carried out in a
herd composed of 407 sheep of Santa Inés, Texel, lle de France and Dorper breeds,
located in the Embrapa Southeast Livestock, Sado Carlos, Sdo Paulo. The California
Mastitis Test (CMT) was performed for a preliminary diagnosis of mastitis. After
antisepsis of the teats, milk samples were collected in early lactation and weaning in
two consecutive calvings for confirmation of infectious etiology of the disease by
microbiological analysis and the determination of SCC. For each breed, CCS values
were divided into four classes. We investigated 1,457 mammary glands, from which
203 (13.9%) had subclinical mastitis. Coagulase-negative staphylococci (CNS) were
the etiological agents with higher occurrence isolated or in an association, 58.1% and
60.6%, respectively, followed by Streptococcus spp. (19.7%). Among the CNS, the
most frequent species was Staphylococcus xylosus (87.7%).The Santa Inés breed
had a significantly higher number of cases of subclinical mastitis (p < 0.05). Good
and excellent concordances to the association between CMT and SCC were
obtained for all breeds except lle de France. Different cutoff points to SCC were
determined for the studied breeds in both stages of lactation. Higher sensitivity and
specificity of SCC cutoff points were obtained for the lle de France and Dorper
breeds during lactation, where as weaning stood out the Texel and Dorper breeds.
There were no complete concordances to compare CMT and SCC reactions to the
screening of subclinical mastitis. The test results varied according to the breed of
sheep. The SCC can be used for screening of subclinical mastitis in sheep according
to the prevalence of the disease in each breed, assisting technicians and producers
to improve the control of the disease in herds.

Keywords: etiological agents, milk, sheep, sanity
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1. INTRODUCAO

No inicio da ovinocultura no Brasil o objetivo era a producdo de la e essa
meta ocorreu até o inicio da década de 90, quando os animais foram selecionados
como dupla aptidao desenvolvendo ovinos deslanados da raga Santa Inés, na regido
Nordeste, que se expandiram para outras regides como Sudeste e Centro-Oeste
(FONSECA et al., 2011).

Em decorréncia da valorizacdo da carne ovina, a criagdo deixou de ser vista
como uma atividade de subsisténcia e passou a ser reconhecida como uma
atividade empresarial e especializada, ocupando posi¢cdo de destaque no cenario
nacional. Em 2012, o Brasil possuia um rebanho estimado em 16.789.492 de
cabecas, sendo a regido Sudeste a que apresentou o maior indice de expansdo com
744.426 animais, dos quais 57,4% estao no estado de S&o Paulo. Apesar de tal
expansdo ter ocorrido em virtude da escassez de carne no mercado local, a
quantidade produzida atende apenas 10% do consumo estadual (ANUALPEC,
2014).

A carne ovina consumida no Brasil € oriunda de outros paises. Em 2014, as
importagdes brasileiras atingiram a marca recorde de 9,93 mil toneladas, um
aumento de 12% comparado ao ano de 2013. Do total importado, cerca de 91,4% é
oriunda do Uruguai, enquanto o restante provém da Argentina, Chile e Nova
Zelandia (SANTOS, 2015).

Com a mudanca do sistema de criacdo do extensivo para o intensivo, houve
um maior investimento em melhoramento genético e cruzamentos entre ragas ovinas
aumentando o interesse dos pesquisadores em conhecer mais sobre a composi¢cao
e producdo do leite de ovelha, sendo a principal fonte nutricional nas primeiras
semanas de vida dos cordeiros (FONSECA et al., 2011).

O crescimento da ovinocultura € acompanhado pelo surgimento de
enfermidades que comprometem a produtividade do rebanho. Dentre elas, a mastite
€ de suma importancia por acarretar grandes prejuizos econdmicos com O0sS
descartes de ovelhas decorrente da reducdo de sua vida util, pela perda ou
comprometimento da glandula maméaria e consequentemente a reducdo na

producdo e composi¢cao do leite, o qual interfere no crescimento do cordeiro e do
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aumento do percentual de mortes, além de despesas com assisténcia veterinaria e
medicamentos.

A contagem de células somaticas (CCS) é um diagnéstico indireto e muito
utilizado para avaliar a saude da glandula maméaria e presenca de mastite em
ovelhas, mas falta uma determinacdo do limiar de CCS aceitavel para a espécie

ovina.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Ragas de ovinos de producéao de corte

2.1.1. Santa Inés

A raca Santa Inés foi criada na regido Nordeste do Brasil, em 1950, e sua
origem discutida por estudiosos que acreditam ser o resultado do cruzamento das
racas Morada Nova e Bergamacia. Porém, ha relatos que afirmam relacdo entre
animais crioulos trazidos pelos espanhdis e portugueses, animais deslanados vindos
da Africa, que contribuiram para a formacdo da maioria das racas deslanadas do
Brasil, a raca italiana Bergamacia e a Morada Nova (PESSOA et al., 2003). Paiva et
al. (2005) verificaram por meio da técnica Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD-PCR) que as racas Bergamacia e Rabo Largo possuem maior proximidade
genética com a raca Santa Inés que as racas Morada Nova e Somalis,
respectivamente.

E um animal ristico de porte grande, desprovido de 18, possui pelos curtos e
sedosos, excelente qualidade de carne e baixo teor de gordura podendo na fase
adulta, os machos atingirem até 120 Kg de peso vivo e as fémeas até 80 Kg. Criam
muito bem seus cordeiros, tanto pela alta producao leiteira quanto pela habilidade
materna. Também, tem como principal caracteristica a produgcdo de cordeiros ao

longo do ano, por ser poliéstrica anual, ocorrendo normalmente partos duplos. Da
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mesma forma, na regido Sudeste, também foi observado que ovelhas deslanadas
oriundas do Nordeste ndo apresentaram sazonalidade reprodutiva (LAZIA, 2012).

As fémeas possuem periodo de lactacdo mais longo em comparacao a outras
racas de corte e a conformacao dos Uberes em alguns animais possui implantacao
insatisfatoria. Assim, o desmame precoce aumenta a ocorréncia de leite residual nas
glandulas mamarias e consequentemente o0 surgimento de mastite serd maior
(LAZIA, 2012).

2.1.2. Texel

Introduzida no Brasil em 1972, a raca Texel possui origem da llha Texel,
Holanda, onde no final do século XIX e inicio do século XX passaram a cruzar as
ovelhas de porte pequeno, tardias e pouco desenvolvidas, com reprodutores de
racas inglesas como Lincoln, Border Leicester, Leicester, Southdow, Hampshire e
Wensleydate e depois de um tempo voltaram a utilizar reprodutores puros da antiga
raga existente na ilha (TEIXEIRA, 2008).

Considerados animal de dupla aptidé@o, rusticos, com conformac&o corporal,
precocidade, prolificidade, obtendo assim grande potencial para produzir carne
magra e de boa qualidade, sendo util como raca paterna em cruzamento industrial
para ganho de peso, uma vez que é mais selecionada para producéo de carne e
consequentemente apresenta maior velocidade de crescimento e engorda (GARCIA,;
PEREZ; TEXEIRA, 2003).

Possuem porte entre médio e grande, com massa muscular bem evidente,
arredondada e volumosa, podendo os machos pesarem até 130 Kg e as fémeas até
80 Kg. Tém como caracteristica a cabeca coberta apenas com pelos brancos, curtos
e sem brilho e o corpo coberto por uma boa quantidade de 1& (SEBRAE, 2013).

2.1.3. lle de France

A raca lle de France foi introduzida no Brasil em 1973 e se destacou

popularmente dentre as ragas ovinas de corte, principalmente no estado de Sao
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Paulo. Teve origem em 1816, na bacia parisiense chamada lle de France, na
Franca, onde buscou unir a qualidade da |a e da carne através do cruzamento de
ovelhas da raca Merino Rambouillet com reprodutores New Leicester, formando a
raca Alfort e s6 em 1923 passou a se chamar lle de France (TEIXEIRA, 2008).

Animais de dupla aptiddo, precoces, produzem carcaca de qualidade e
pesada, constituicdo robusta e conformacdo harmoniosa, caracterizando-se pelo
excelente ganho de peso em animais jovens. Os machos chegam a pesar 160 Kg e
as fémeas 80 Kg, sendo muito férteis, proliferas, com paricbes em diferentes épocas
do ano. Apresentam os membros desprovidos de | abaixo do jarrete e joelho, na
face possuem pelos brancos, com um topete de |a no apice da cabeca e focinho
roseo (TEIXEIRA, 2008; SEBRAE, 2013).

Esta raca produz menor taxa de mortalidade nos cordeiros em comparacao
com ovelhas das ragas Suffolk e Corriedale, com crias mais pesadas ao nascer e ao
desmame, com valores médios de 4,65 e 21,95 kg, respectivamente, e elevado
ganho de peso pés-desmame, favorecendo seu uso em sistemas de cruzamento
industrial com racas ndo especializadas (RODA; SANTOS; CUNHA, 1993; RIBEIRO
et al., 2002).

2.1.4. Dorper

A raca Dorper ingressou no Brasil em 1998, mas foi na década de 40, na
Africa do Sul, que se teve a iniciativa dos cruzamentos entre matrizes Cabeca Negra
da Pérsia e Dorset Horn, dando origem ao Dorper e logo em seguida se deu origem
ao White Dorper, tendo em sua conformacdo além destas duas racas, mais o
cruzamento de Dorset Horn e Van Rooy (BRITO, 2012).

Desenvolvida com o objetivo de criar uma raca de maior producdo de carne,
manejo simples, desprovida de muita cor e adaptados ao clima semiarido, com
fémeas de boa habilidade materna, desempenho reprodutivo satisfatorio e que nao
apresentem problemas ao parto, produzindo cordeiros prontos para o abate aos 4 ou
5 meses de idade, com uma carcaca aceitavel. Possuem boa conversédo alimentar e

resisténcia contra chuva, frio, vento, altas temperaturas e radiacdo (MILNE, 2000).
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Os ovinos White Dorper machos chegam a pesar 110 Kg e as fémeas 70Kg,
apresentam crescimento acelerado, carcaca de boa conformacdo e musculatura,
precocidade sexual, comportamento poliéstrico continuo, sobrevivéncia de crias de
90%, rendimentos de carcaca de 48,8 a 52,6% e deposicdo precoce de gordura
(SOUZA; LEITE, 2000; CLOETE et al., 2007; ACCO-SC, 2013).

2.2. Anatomia da glandula mamaria ovina

As glandulas mamarias sdo glandulas sudoriparas apdcrinas modificadas,
sendo cada uma delas composta por I6bulos mamarios glandulares independentes,
formados por glandulas tuboalveolares (DYCE, 2010). Embora comum aos
mamiferos, a glandula mamaria apresenta variacbes espécie-especifica, como
aspecto e as quantidades referentes aos componentes secretados. Por outro lado,
as particularidades inerentes a glandula mamaria da ovelha ainda ndo estédo
totalmente elucidadas (BLAGITZ, 2007; GUARANA et al., 2011).

Composto por duas glandulas, cada qual com um teto, com pesos que variam
de 0,9 Kg a 2,24 Kg, o sistema mamario em ovelhas é sustentado por ligamentos
suspensores mediais e laterais (ANDERSON; HULL; PUGH, 2005; SWANSON et al.,
2008). A inervacédo e a irrigacdo sanguinea sao também independentes para cada
glandula. A artéria pudenda externa é responsavel pelo fornecimento de sangue
arterial, enquanto as veias pudendas externas removem 0 sangue venoso, enquanto
0s nervos ileoepigastrico e ileoinguinal sdo responséaveis pela inervagédo do sistema
(HEIDRICK; RENK, 1969).

A glandula mamaria é composta por parénquima glandular e tecido conjuntivo
entrelacados. O parénquima mamario € a unidade basica que compde os alvéolos,
0S quais apresentam as estruturas necessarias a sintese e escoamento do leite para
os ductos excretores (DYCE, 2010). As cisternas da glandula e do teto sao
responsaveis pelo armazenamento do leite produzido. Apesar de a cisterna da
glandula ser continua a glandula do teto, ha entre elas o anel venoso de
Furstenberg, o qual circula a base do teto (HEIDRICK; RENK, 1969).
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O canal do teto separa as porcdes interna e externa de cada teto, sendo a
regido de fusdo da cisterna com o canal do teto denominada de roseta de
Furstenberg. O canal do teto € revestido por cinco camadas, a mais interna,
composta por tecido epitelial e mucosa; envolvendo as camadas internas ha uma
camada de tecido conjuntivo, altamente vascularizada e a camada externa é a
camada muscular, constituida de fibras musculares circulares e longitudinais,
externamente, o teto é revestido por epitélio escamoso estratificado (CORREIA,
2013).

2.3. Defesa da glandula mamaéaria

Fisiologicamente natural, apés a mamada do cordeiro ou ordenha ocorre o
relaxamento do canal do teto facilitando a ocorréncia de mastite infecciosa devido a
invasdo de agentes patogénicos pelo canal do teto e da sua multiplicacdo na
cisterna da glandula mamaria. O mecanismo de defesa da glandula maméaria
apresenta-se em trés tipos: anatémico, celular e humoral (RADOSTITS et al., 2007).

As defesas anatdbmicas sdo a primeira barreira que impede a invasdao da
glandula, representada pelo esfincter do canal do teto e pelo seu revestimento em
queratina. O esfincter garante o fechamento do canal do teto entre ordenhas,
impedindo a entrada de agentes estranhos. A queratina formada pela descamacao
das células do epitélio estratificado da parede do canal do teto apresenta
substancias lipidicas com atividade bactericida e bacteriostatica e proteinas
cationicas em sua camada, prevenindo a movimentacdo e multiplicacdo das
bactérias através do ducto papilar (AMARAL; ESCRIVAO, 2005; OVIEDO-BOYSO
et. al., 2006).

A defesa celular da glandula mamaria é composta por leucécitos e células
epiteliais. Os leucocitos sdo representados por neutréfilos que sdo as células em
maior numero no leite de glandulas mamarias com mastite. Ainda estdo presentes
macrofagos, células natural-killer e células dendriticas (OVIEDO-BOYSO et. al.,
2006).
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Quando uma bactéria consegue invadir a glandula mamaria, macrofagos e
células epiteliais atuam fazendo o reconhecimento dos agentes patogénicos pela
estrutura da parede celular bacteriana. Assim, as células imunitarias ativam os
receptores, desencadeando a reacdo inflamatéria e liberando mediadores da
inflamacéo, ocorrendo o terceiro mecanismo de defesa da glandula mamaria: defesa
humoral (OVIEDO-BOYSO et. al., 2006; RADOSTITS et. al., 2007).

Inicialmente, os macrofagos e células epiteliais liberam fatores quimiotaticos e
citocinas (IL-1B, IL-8, C5a, TNF-a e GM-CSF), necessarios para recrutar neutrofilos
polimorfonucleares (PMN) da circulagdo sanguinea para o leite. Posteriormente, 0s
proprios neutrofilos libertam mediadores que atraem mais neutrofilos ao local da
inflamacéo (ANDREWS et al., 2008; CARNEIRO; DOMINGUES; VAZ, 2009).

Os neutrdfilos iniciam a fagocitose, que pode ocorrer por opsonizacao,
quando o receptor Fc, presente nos neutréfilos, liga-se a mesma regido das
imunoglobulinas (IgG2 e IgM) associadas aos micro-organismos, facilitando assim a
fagocitose. Os componentes do complemento, C3 e C3b, sdo também opsoninas
qgue facilitam a fagocitose pelos neutréfilos, sendo mais eficiente nas bactérias
Gram-negativas. Quando ndo ocorre por opsonizagéo, a expressao do gene CD14
faz a ligacdo dos neutrdfilos a camada de lipopolissacarideos da parede das
bactérias, facilitando a fagocitose. Finalmente, os neutréfilos sofrem apoptose para
eliminacdo total dos micro-organismos (ANDREWS et al., 2008; CARNEIRO;
DOMINGUES; VAZ, 2009).

Se a fagocitose ndo resultar na morte dos agentes infecciosos, ha a
intervencgédo dos linfécitos T e B e mondcitos, através de mediadores da inflamacéo,
mantendo-se o0s neutréfilos como sendo a principal célula imunitaria (OVIEDO-
BOYSO et. al., 2006).

Os macrofagos também realizam a fagocitose, semelhante aos neutrdfilos,
apresentam-se em menor concentragao durante a inflamacao causada pela mastite
e levam o antigeno aos linfécitos T (COUTINHO, 2014).

A presenca de toxina produzida pelos micro-organismos patogénicos e de
mediadores da resposta inflamatdria na glandula mamaria acarretam a diminuicao
da sintese de leite por danificar os lobulos produtores do leite e aumento da

contagem de células somaticas, pelo aumento de PMN no leite (BARREIRA, 2008).
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Outras substancias antimicrobianas inespecificas que atuam isoladamente ou
em associacdo com as imunoglobulinas presentes no leite e granulos dos neutrofilos
sdo: as glicoproteinas chamadas lactoferrina, que se ligam a ions de ferro e
bicarbonato e atuam como bactericida ao tornar o ferro indisponivel na glandula
mamaria, a proteina bactericida conhecido como lisozima, que hidrolisa os
peptideoglicanos da parede celular das bactérias e ocorre a lise celular, sendo as
Gram-positivas mais sensiveis, enzimas como a lactoperoxidase com propriedades
bactericidas e bacteriostaticas contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
respectivamente, dependentes da presenca de tiocianato e perdxido de hidrogénio e
N-acetil-B-D-glucosaminidase, o qual possui concentracao elevada na presenca de
inflamacdo e pode ser detectada também em mamas saudaveis (RAINARD;
RIOLLET, 2006; CARNEIRO; DOMINGUES; VAZ, 2009).

2.4. Mastite Ovina

A mastite € classicamente definida como inflamacdo da glandula mamaria,
caracterizada por alteracdes fisico-quimicas e microbiolégicas no leite que
ocasionam prejuizos quantitativos e qualitativos, com aumento de células somaticas.

O desencadeamento da mastite estd vinculado a complexa triade
epidemioldgica: animal, agente etioldégico e meio ambiente. Os fatores determinantes
gue influenciam na susceptibilidade a mastite incluem: resisténcia natural da
glandula mamadria, estagio da lactacdo, genética, idade do animal, espécie,
infectividade e patogenicidade do agente (PRESTES; FILAPPI; CECIM, 2002).

Pode decorrer por traumatismo, fisiologicos ou alérgicos, mas tem origem
predominantemente nas infeccdes bacterianas e pode manifestar-se sob forma
clinica e subclinica (DELLA LIBERA et al., 2001).

A mastite clinica caracteriza-se por alteracdes visiveis na glandula mamaria
como aumento de volume do quarto infectado, endurecimento, dor, aumento de
temperatura, rubor e pela ocorréncia de alteragfes visiveis no leite como a presenca
de grumos de fibrina, pus, sangue e qualquer alteracdo das caracteristicas fisicas do
leite (MANGIERI JUNIOR, 2010).
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A mastite subclinica € considerada a forma mais preocupante, por
permanecer silenciosa no rebanho sem alteragfes evidentes do Ubere e leite com
aspectos macroscopicos normais, porém com efeitos significativos tanto na
producdo quanto na qualidade e na composicdo do leite. Apresenta aumento de
células somaticas e se caracteriza pela auséncia de sinais clinicos, o que dificulta a
sua deteccado e consequente intervencao terapéutica. A mastite subclinica apresenta
resultado positivo ao CMT, pode ser detectada pela contagem direta ou indireta de
células somaticas no leite, sendo confirmada pelo exame microbiolégico
(RADOSTITS et al., 2002; RIBEIRO et al., 2003).

A acao negativa sobre o leite é capaz de prejudicar a producdo da carne
ovina por meio de perda parcial ou total da capacidade funcional das glandulas
mamarias, dependendo do agente microbiano envolvido, levando ao descarte destes
animais ou até mesmo a morte pela enfermidade, reducéo na producédo e alteracédo
nos componentes do leite, mortes por inanicdo dos cordeiros, reducdo no
crescimento dos cordeiros na auséncia de alimentacédo suplementar, com diminui¢ao
dos lucros e aumento dos custos do trabalho (MENDONCA; AFONSO; COSTA,
2005; COUTINHO et al., 2006; PEREIRA et al. 2014).

2.5. Etiologia Infecciosa da Mastite Ovina

Os agentes etiologicos relacionados a mastite aproveitam o relaxamento do
esfincter do 6stio papilar ap6s a mamada do cordeiro ou ap6s a ordenha facilitando
a entrada de patégenos no canal do teto e sua instalacdo na glandula mamaria
(GUARANA, 2011). As infeccBes intramamarias na maioria das vezes sao de origem
bacteriana, mas podem ser causadas por micoplasmas ou lentivirus (BERGONIER;
BERTHELOT, 2003).

Com base nas fontes de infeccdo e suas caracteristicas ou via de
transmissao, agentes etiolégicos foram subdivididos em contagiosos e ambientais.
Os agentes contagiosos séo transmitidos na ordenha ou no momento em que a cria
mama, representados principalmente por Staphylococcus aureus, Estafilococos

coagulase-negativos (ECN), Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae,
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Streptococcus dysgalactiae e Corynebacterium bovis. Estas bactérias sé&o
consideradas as principais causadoras de mastite subclinica em ovelhas
(DRESCHER et al., 2010).

Os agentes ambientais, podem ser isolados no solo, camas, agua
contaminada, entre outros e ocasionam mastites geralmente durante o periodo seco
representados principalmente por enterobactérias como Escherichia coli, Klesbsiella
pneumoniae e Enterobacter aerogenes (COUTINHO et al., 2006).

Nas mastites clinicas, os principais micro-organismos em casos isolados ou
em surtos sdo Staphylococcus aureus, ECN, Pseudomonas aeruginosa, Mannheimia
haemolytica, Escherichia coli, Corynebacterium pseudotuberculosis, Clostridium
perfringens e Aspergillus fumigatus (COUTINHO et al., 2006; DRESCHER et al.,
2010).

Staphylococcus aureus merece atencdo especial, pois é responsavel por dois
tipos de mastites: a subclinica e a gangrenosa. Produzem algumas toxinas que
contribuem para a patogénese da mastite e também estdo associadas a doencas
alimentares. S&o facilmente destruidos por tratamentos térmicos como a
pasteurizacdo, mas suas enterotoxinas termoestaveis permanecem ativas nos
alimentos tornando-se um risco para a saude do consumidor (PEIXOTO et al., 2010;
COUTINHO, 2014).

Os estafilococos alcancam o tecido mamario por lesdes ou feridas na
superficie do teto. Ap6s a entrada had o desenvolvimento de lesbes agudas ou
cronicas, estando estas relacionadas: ao fator de aderéncia a superficie interna do
canal do teto; a presenca de anticorpos para a alfa toxina; ao numero de neutréfilos
na secre¢cdo mamaria; a producdo de beta toxina e coagulase; a frequéncia de
ordenha e a capacidade da bactéria em utilizar nutrientes dentro da glandula
mamaria (GOMES, 2007).

Staphylococcus aureus, ao penetrar na glandula mamaria, € fagocitado por
neutrofilos e se aloja no interior destes, ao destrui-los, inicia novas infec¢des. Este
mesmo agente ainda possui a capacidade de encistamento, formando focos
encapsulados e de dificil acesso a antibioticoterapia que ndo possua boa disperséao,
0 que favorece o desenvolvimento de processos subclinicos e cronicos (GUARANA,

2011; KOBAYASHI et al., 2010). Produzem diversos fatores de viruléncia, tais como
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as leucotoxinas, capazes de matar os leucécitos polimorfonucleares e os mondcitos.
No entanto, o desencadeamento da doenca causada pelo micro-organismo depende
do estado do sistema imunolégico do portador (CONTRERAS et al., 2007; RIVAS et
al., 2007).

Estafilococos coagulase-negativos sdo considerados patégenos menores que
S. aureus, mas possuem maior prevaléncia na etiologia da mastite subclinica ovina.
Podem produzir mastite clinica, significativo aumento de CCS, mastite subclinica
persistente e enterotoxinas termoestaveis (COUTINHO et al., 2006; PEIXOTO et al.,
2010). As espécies de maior prevaléncia sao: S. epidermidis, S. chromogenes, S.
simulans, S. xylosus, S. hyicus e S. haemolyticus (GOMES, 2007; LUCHEIS;
HERNANDES; TRONCARELLI, 2010; EL-JAKEE et al., 2013).

N&do séo classificados como agentes ambientais nem contagiosos, mas
designados como microbiota oportunista da pele do teto, uma vez que estes agentes
sdo normalmente encontrados na pele do Ubere do animal, podendo ter acesso ao
interior da glandula mamaria e resultar em infeccbes. Eles ocasionam aumento da
CCS em cerca de duas a trés vezes acima dos valores normais das glandulas
mamarias sadias. Além disso, estes podem encontrar-se em associacdo a outros
patégenos causadores de mastite (SANTOS, 2009).

A sensibilidade in vitro a novobiocina tem sido proposta como critério de
classificacdo de ECN em ovelhas, pois esta associada a patogenicidade em funcéo
de seus fatores de viruléncia nestas espécies sugerindo a divisdo em Estafilococos
coagulase-negativos resistentes a novobiocina (ECNRN), que comportam-se como
agentes patogénicos de menor prevaléncia, originando pequenas alteracdes na CCS
e ligeira reducdo na producdo de leite e os Estafilococos coagulase-negativos
sensiveis a novobiocina (ECNSN) considerados agentes patogénicos de maior
importancia, induz importantes alteragcbes na CCS e reducdes consideraveis na
producéo de leite (GONZALO et al., 2002)

Arsenault et al. (2008) sugerem a existéncia de uma ligagdo entre a mastite
clinica e a mastite subclinica de ovelhas, observando predominancia de S. aureus e
ECN nas duas apresentacbes da mastite, podendo haver a possibilidade da
existéncia de fatores de risco em comum ou uma forma de atuar como

predisponente da outra.
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Streptococcus spp. possuem grande importancia etioldgica, considerados
como o segundo grupo de micro-organismos que mais acometem glandulas
mamadrias, depois dos Staphylococcus spp. Estas bactérias sdo patégenos com
algumas cepas capazes de causar mastite cronica no rebanho, sendo geralmente
detectadas quatro espécies: Streptococcus agalactiae, S. dysgalactiae, S. bovis e S.
uberis (SANTOS et al., 2007; WHITE, 2007).

Quando ha presenca de capsula, esta compdem-se de polissacarideos e sdo
antifagociticas, contendo varias proteinas de superficie que sdo responsaveis pela
aderéncia do Streptococcus spp. a matriz extracelular e sado fatores de viruléncia, o
qual desencadeia processos inflamatérios que podem variar de infeccbes
subclinicas até formacdo de abscesso, supuracdo e fibrosamento da glandula
mamaria (WHITE, 2007).

Corynebacterium spp. sédo bacilos gram positivos, considerados patégenos de
menor importancia e estdo associados com a producdo de infec¢des subclinicas
com baixa elevacdo das contagens celulares e incapacidade de produzir infec¢des
persistentes de duracdo prolongada, podendo levar a diagndsticos falso positivos.

Com paredes celulares contendo, acido arabinogalactano, micolicos e &cido
mesodiaminopimélico, apresentam uma elevada quantidade de lipidios, o que torna
as células hidrofébicas e contribui para sobrevivéncia a leucotoxidade e dentro de
fagécitos (BIBERSTEIN; HIRSH, 2003). Essas bactérias podem alojar-se apenas no
canal do teto e/ou permanecer no Ubere por curto periodo de tempo.

O isolamento de micro-organismos da familia Enterobacteriaceae associada a
mastite clinica € um achado comum e a Klebsiella spp. e Escherichia coli sdo as
bactérias mais importantes, encontradas principalmente no ambiente contaminado
com fezes (PEIXOTO et al., 2010).

Casos repetitivos de mastites podem ser devidos a infeccdo persistente ou
reinfec¢cBes, alternando manifesta¢des subclinicas e clinicas. No entanto, tendo em
vista a heterogeneidade de Escherichia coli classificada como patégeno oportunista
de origem ambiental, os casos de infec¢gOes repetidas ocorrem normalmente por
diferentes estirpes. As enterobactérias sobrevivem em ambientes sombreados e

umidos e embora possuam sensibiidade a uma ampla variedade de
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antimicrobianos, adquirem resisténcia muito rapidamente por plasmideos (HIRSH,
2003).

Outros agentes causadores de mastite em ovelhas podem ser isolados, como
0S @géneros Micrococcus, Nocardia, Bacillus, Enterobacter e Pseudomonas
aeruginosa, além de fungos, algas (COUTINHO et al., 2006; ARSENAULT et al.,
2008).

2.6. Testes para o diagnéstico da mastite subclinica em ovelhas

2.6.1. California Mastitis Test (CMT)

O California Mastitis Test € um teste pratico, econdmico e de facil realizacéo,
originalmente desenvolvido para a espécie bovina é considerado um método indireto
para deteccdo da mastite subclinica. Utiliza um reagente constituido por detergente
tenso ativo anibnico neutro e indicador de pH, o purpura de bromocresol. O
detergente rompe a membrana das células presentes na amostra de leite e libera o
material nucleico (DNA) (ANDERSON; HULL; PUGH, 2005).

Apdbs a homogeneizacdo da mistura (reagente + leite), estima-se a contagem
de células sométicas de acordo com a viscosidade da reacdo em: negativo (sem
alteracdo), 1+ (reacdao fraca), 2+ (reacdo média), e 3 + (reacdo intensa). A alteracéo
do pH é indicada pela mudanca da cor original do corante (BOLSANELLO et al.,
2009).

Embora exista uma boa correlacdo entre o CMT e o cultivo bacteriol6gico
positivo, ainda séo significativas as culturas negativas em amostras reagentes ao
CMT. Este fato pode ser justificado pela maior celularidade na espécie ovina que na
bovina, pela auséncia de isolamento nos meios de cultura convencionais de micro-
organismos mais exigentes, pela eliminacédo intermitente dos agentes bacterianos,
pela participacdo de algumas enzimas ou proteinas do leite (lisozima e lactoferrina),
que poderiam inibir a detec¢cdo dos patdgenos e pela administracdo prévia de
antimicrobianos (BLAGITZ, 2007; CONTRERAS et al., 2007).
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Porém, o CMT tem demonstrado ser o teste indireto mais adequado as
condigbes de campo, como indicador de mastite subclinica em ovelhas e esta
associado ao aumento do numero de células somaticas e isolamento bacteriano,
podendo variar de acordo com a raca do animal, patogenicidade das bactérias,
rebanho e o operador (McDOUGALL et al., 2001; OLIVEIRA, 2007). Este teste pode
ser muito Gtil como triagem para identificacdo de ovelhas com mastite subclinica,
considerando que as chances de selecao de animais com infeccéo intramamaria séo
maiores quando amostras consideradas escores de CMT de 1+ ou superiores sao
selecionadas (MENZIES; RAMANOON, 2001).

Almeida (2007), em estudo da mastite subclinica em ovelhas Santa Inés no
Agreste Meridional do estado de Pernambuco verificou forte associacao entre o teste
do CMT e o exame microbiol6gico, caracterizando a tendéncia linear crescente entre
0s resultados obtidos em ambas as provas, indicando maior probabilidade de
isolamento bacteriano a medida que se intensifica a reagdo do CMT.

Para Watkins; Burriel e Jones (1991) e Maisi; Juntila e Seppanen (1987)
houve uma boa correlacdo do CMT com os resultados da contagem de células
somaticas e do exame bacteriol6gico do leite, demonstrando que o teste pode ser

confiavel e pratico em animais de aptiddo para carne.

2.6.2. Contagem de Células Sométicas

A contagem de células somaticas (CCS) € considerada uma importante
ferramenta na avaliacdo da saude da glandula mamaria e da qualidade do leite. S&o
representadas por células epiteliais de descamacdo e leucOcitos de origem
sanguinea que se deslocam para o interior da glandula mamaria a fim de combater
agressOes externas como infec¢cdes causadas por micro-organismos, traumas e
substancias quimicas. Assim, a reducdo da producéo, alteracdo da composicdo do
leite e aumento nas contagens de células soméaticas indicam a presenca de mastite
(BRITO, 2004; PEIXOTO, 2009).

A CCS também apresenta variagOes devido a fatores ndo infecciosos como o

namero e estagio de lactacdo, porém esses efeitos sdo menores quando
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comparados aos das infec¢Bes intramamarias. As células somaticas provenientes do
leite de ovelhas sadias sdo compostas por 2-3% de células epiteliais, 10-35% de
neutrofilos, 45-85% de macrofagos e 10-17% de linfocitos do total (BERGONIER,;
BERTHELOT, 2003).

As ovelhas possuem glandulas com secrecdo apdcrina, por esse motivo
secretam corpusculos devido a descamacao das células epiteliais que revestem o0s
alvéolos. Muitos desses corpusculos sdo anucleados e possuem a morfologia e
diametro parecidos com dos leucdcitos, por isso, muitas vezes sao confundidos com
células somaticas ao utilizar a contagem eletrénica (GOMES et. al., 2010; BLAGITZ
et. al., 2013).

Os métodos de contagens mais utilizados sdo a CCS automatica e a CCS
microscopica. E necesséario que as amostras para a CCS automética sejam bem
armazenadas em frascos proprios, com conservantes ideais (bronopol) para o
laboratério especializado. A preservacao, a temperatura e o tipo de armazenamento
das amostras podem influenciar no numero de células (BLAGITZ, 2007). A CCS
microscopica € um método direto, o qual proporciona contagem total e definicdo do
predominio celular na secrecdo. A coloracdo com verde de metil e pironina-Y é
especifica para células nucleadas, excluindo a presenca dos corpusculos
citoplasmaticos presentes no leite de ovelhas (GOMES et al., 2010).

A contagem eletronica de células somaticas é um processo caracterizado pela
sua rapidez e precisao, realizada pela técnica de citometria de fluxo que utiliza-se
aparelho com sistema éptico para deteccao e contagem das células inflamatérias do
leite, o qual € misturado com brometo de etidio, um corante que associado ao DNA,
cora 0 nucleo das células somaticas, as quais emitem pulsos luminosos. Esses
pulsos de luz sdo convertidos em pulsos elétricos, amplificados, eletronicamente
filtrados e ordenados por tamanho, para que especifiquem as células soméaticas. O
computador conta os pulsos elétricos, como células inflamatorias (leucécitos) e os
nameros encontrados sdo expressos em mil células por mililitro de leite (células/mL)
(MANUAL BENTLEY, 1994).

Essa técnica é passivel de adequacdo, por realizar a padronizacdo dos

aparelhos com leite de vaca, o que, apesar de garantir menor custo na realizacédo do
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teste, desconsidera as diferengcas entre as caracteristicas celulares das espécies
(OLIVEIRA, 2007).

A CCS pode sofrer oscilacdes devido a fatores fisiologicos como raca, idade
da fémea, estagio de lactacdo, numero de lactacles, estresse, fracdes do leite,
estado nutricional e por acdo de fatores patogénicos como infeccdo da glandula
mamaria (BLAGITZ, 2007; FONSECA et. al., 2011). E também afetada,
indiretamente, pela nutricdo, ao fornecer dietas balanceadas com vitamina A, E e
selénio, assim o estimulo a resposta imunoldgica pelas células da glandula mamaria
€ aumentada e h& diminuicdo da susceptibilidade das metades mamarias ao
aparecimento de processos inflamatorios e infecciosos (FONSECA et. al., 2011).

De acordo com Paape et. al., (2001) e Barillet et al., (2001), citados por Brito
(2004), o valor aceitavel para CCS em leite de ovelha nos Estados Unidos é de
750.000 células / mL e na Franca as industrias preconizam um valor de 400.000
células / mL de leite oriundo de ovelhas da raca Lacaune com aptiddo para a
producéo de leite.

A contagem de células soméatica esta sendo utilizada para controle de mastite
em ovelhas na Espanha, baseando-se nas classificagcbes de bovinos leiteiros.
Entretanto, existem relatos que a CCS do leite de ovelha tem menor relagdo com
condi¢Bes patolédgicas, ocorrendo CCS >1.000.000 /ml em ovelhas de raga de corte
com metades mamarias sadias, principalmente no final da lactacdo (FONSECA et.
al., 2011).

As amostras de leite que apresentam valores inferiores a 500 x 10 células/mL
com isolamento microbiolégico sdo encontradas devido a presenca de agentes
etiol6gicos com baixa patogenicidade e amostras com contagens superiores a 500 x
10° células/mL e isolamento microbiolégico negativo, deve-se a processos
inflamatdrios néo infecciosos, a tratamentos recentes com antimicrobianos, além, do
nao isolamento do micro-organismo em apenas um exame ou da presenca de
agentes infecciosos com exigéncias de crescimento incompativeis com os meios de
cultivo empregados (BURRIEL, 1998; HARTMAN et al., 2007).

A contagem de células somaticas possui grande eficiéncia na avaliacdo da
glandula mamaria, apesar que pode sofrer influéncias fisiologicas e possui diferentes

valores celulares em individuos de diferentes racas. Assim, o uso deste método para
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avaliar a prevaléncia e diagnostico de casos de mastite em animais de diferentes
racas precisa de mais estudos como indicador da mastite subclinica (BERGONIER,;
BERTHELOT, 2003; CONTRERAS et al., 2007; BLAGITZ, 2007).

3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Definir as caracteristicas diagnosticas da CCS em ovinos de diferentes racas,

em duas distintas fases de lactacao.

3.2. Objetivos Especificos

- Estabelecer a etiologia infecciosa da mastite subclinica ovina em duas
diferentes fases de lactacao e a frequéncia desta enfermidade nas diferentes racas;

- Definir as caracteristicas diagnésticas da contagem de células somaticas
para o diagnostico da mastite subclinica em ovelhas de diferentes racas, de acordo
com diferentes classes de contagens celulares;

- Comparar o California Mastitis Test (CMT) com diferentes classes de
contagens de células somaticas para avaliagdo de metades mamarias;

- Estabelecer um valor de triagem para a contagem de células somaticas

como método diagndstico da mastite subclinica em diferentes racas de ovelhas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracteristicas dos animais e rebanho

O trabalho foi realizado em rebanho experimental formado pelas ovelhas das
racas Santa Inés, Texel, lle de France e Dorper (Figura 1), localizado na Embrapa
Pecuéria Sudeste, Sdo Carlos, Sdo Paulo, entre setembro de 2013 e outubro de
2014. Durante esse periodo, o rebanho foi acompanhado por duas estacdes de
paricdo consecutivas. As ovelhas das racas Texel, lle de France e Dorper
apresentaram ordem de lactacdo semelhantes (até a terceira lactacdo), enquanto a
maioria das ovelhas da raca Santa Inés possuiam maior nimero de lactacgéo.

Analisaram-se 1457 metades mamarias em duas diferentes fases de lactacéo,
das quais 745 pertenciam a 212 ovelhas da raca Santa Inés, 236 metades mamarias
de 64 ovelhas da raca Texel, 224 metades mamarias de 63 ovelhas da raca lle de
France e 252 metades maméarias de 68 ovelhas da raca Dorper, submetidas ao
mesmo sistema de manejo semi-intensivo. Todos os animais foram mantidos em
piquetes de capim Tanzania, suplementados com fornecimento diario de silagem de
milho, sal mineral e agua a vontade e os cordeiros receberam suplementacdo pelo
creep feeding. A noite os animais eram recolhidos para repouso em barracdes de
chdo de terra, que ndo eram limpos frequentemente, sempre contendo fezes e

umidade.
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Figural. Ovelhas das racas Santa Inés (A), Texel (B), lle de France (C) e Dorper
(D) pertencentes ao rebanho experimental.

4.2. Identificacdo prévia da mastite clinica e subclinica e colheitas de amostras

de leite

As amostras de leite foram colhidas de todas as ovelhas paridas, ao 16° dia
pés-parto, em média, e no dia seguinte ao desmame dos cordeiros (ao 96° dia pés-
parto, em média).

Sinais de inflamacdo como hiperemia, calor, dor, acompanhados ou n&do por
endurecimento da glandula mamaria e edema, com ou sem sinais sistémicos de
infeccdo como febre e anorexia foram investigados, assim como foi realizada a
inspecdo visual do leite para a investigacdo de possiveis alteracdes macroscopicas.
A presenca das alteragdes visuais inflamatorias da mama e/ou sinais macroscopicos
de alteracbes do leite serviram de base para classificacdo do caso como clinico
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(GARINO JUNIOR et al., 2006). Ovelhas que apresentaram sinais clinicos de mastite
nao foram utilizadas para as colheitas de amostras de leite.

O CMT foi realizado como teste prévio para o diagnostico de mastite
subclinica. As misturas (leite + reagente) foram consideradas positivas quando
apresentaram formacdo de gel viscoso, acompanhadas ou n&o pela coloragao

violeta, atribuindo-se escores de “‘um a trés”, de acordo com o grau de resposta

inflamatoria. As misturas que permaneceram inalteradas, sem a clara evidenciagcao
de viscosidade foram consideradas negativas (Figura 2) (SCHALM; NOORLANDER,
1957).

Figura 2. Resultado negativo ao CMT (A) e reacao positiva ao CMT, escore 2+
(B).

Em seguida foram colhidas amostras de 2 a 5 ml de leite de cada metade
mamaria, reagentes ou nao ao teste CMT, em duplicatas, em tubos de ensaio
esterilizados para as analises microbiolégicas, apds prévia antissepsia dos 0stios
dos tetos com alcool etilico 70% (v/v). Estas amostras foram encaminhadas aos
laboratérios da Embrapa Pecuaria Sudeste em Séo Carlos, Sdo Paulo.

As colheitas das amostras de leite para a CCS foram feitas em frascos
plasticos de capacidade para 60 mL com o conservante bronopol, apés as colheitas
das amostras para os exames microbioldégicos. As CCS foram determinadas
utilizando-se a técnica de citometria de fluxo com o contador eletrénico de células
somaticas Somacount 300 (Bentley), no laboratério da Clinica do Leite, localizado na

Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, na cidade de Piracicaba, SP.



34

4.3. Analises microbioldgicas do leite para confirmac&o da mastite subclinica

Foram semeados 10 uL das amostras de leite de cada metade mamaria sobre
a superficie de placas de Petri com meios de cultura 4gar sangue ovino 5% e &agar
MacConkey. Apds a incubacéo a 37 °C durante 24 a 72 horas 0s micro-organismos
foram identificados.

As colbnias classificadas como cocos Gram-positivos, dispostos ou ndo sob a
forma de cachos de uva foram submetidas as provas da catalase e da coagulase
lenta com plasma de coelho (Figuras 3 e 4) (HOLMBERG, 1973).
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Figura 3.  Colbnias amarelas sugestivas de Staphylococcus spp. em agar sangue
ovino a 5% (A) e Cocos Gram-positivos em formato de cacho de uvas visualizados
na coloracdo de Gram (aumento de 1000 vezes) (B).

Figura 4. Prova da catalase ilustrando resultados negativo e positivo ao teste (A)
e Prova da coagulase lenta ilustrando reagcfes negativa e positiva (B) (sequenciados
de cima para baixo).
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As cepas catalase e coagulase positivas foram, entdo, submetidas a prova
para verificacdo da producdo de acetoina e utilizagdo ou ndo da maltose e trealose.
As amostras positivas a estas provas foram classificadas como Staphylococcus
aureus (HOLT et al., 1994; ZAFALON, 2003). As cepas coagulase-negativas foram
submetidas a testes de oxidase e resisténcia a furazolidona com a finalidade de
promover a diferenciacdo entre as bactérias dos géneros Staphylococcus e
Micrococcus (KONEMAN et al., 2001; ARIZNABARRETA; GONZALO e PRIMITIVO,
2002).

Os estafilococos negativos a prova da coagulase também foram submetidos
ao teste de resisténcia a novobiocina. Depois de 16 a 20 horas de incubacao a 35
°C, os diametros das zonas completas de inibicdo de multiplicacdo bacteriano visivel
ao redor de cada disco foram medidos em milimetros. Isto permitiu que este grupo
de micro-organismos fosse dividido em dois subgrupos: estafilococos coagulase-
negativos resistentes a novobiocina (ECNRN) com um diametro de inibicdo de até
12 mm e estafilococos coagulase-negativos sensiveis a novobiocina (ECNSN), com
um diametro de inibicdo maior ou igual a 16 mm (KONEMAN et al., 2001).

A identificacdo das espécies de ECN foi realizada por meio das provas de
fermentacdo dos acucares, de acordo com o esquema proposto por Kloos e
Schleifer (1975) (Figura 5), com a utilizacdo dos acucares ribose, xilose, arabinose,
frutose, xylitol, trealose, sacarose, lactose, maltose e manitol, além da prova de

reducao de nitratos.
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Figura 5. Fluxograma para a identificacdo de espécies de Staphylococcus
coagulase-negativos, proposta por Kloos e Schleifer (1975).

As colonias que, semeadas em agar sangue e incubadas a 37 °C por 24/48
horas, apresentaram-se pequenas, lisas, translucentes, circundadas ou ndo por uma
zona esverdeada ou clara de eritrécitos descoloridos ou células lisadas,
respectivamente, reconhecidas como cocos Gram-positivos e negativas a prova da
catalase foram identificadas como pertencentes ao género Streptococcus (HARMON
et al., 1990; KONEMAN et al., 2001).

As colbnias com formas circulares, brancas, cremes ou opacas em agar
sangue, apds 48 horas de incubacéo a 37 °C, reconhecidas como bastonetes Gram-
positivos pleomorficos que apresentaram-se sob a forma de palicada foram

submetidas a prova da catalase e verificacdo da producdo de hemdlise para
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diferenciacdo entre Corynebacterium spp. e Trueperella pyogenes, anteriormente
classificada como Arcanobacterium pyogenes (ARIZNABARRETA; GONZALO e
PRIMITIVO, 2002; GONZALO et al., 2002; ZAFALON, 2003).

4.4. Andlises estatisticas

As determinacgfes da sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo do
resultado positivo (VPR+), valor preditivo do resultado negativo (VPR-) e eficiéncia
(Ef) da CCS foram realizadas de acordo com o modelo proposto por Medronho e
Perez (2002) (Tabela 1). A sensibilidade foi considerada como a proporgao de
verdadeiros positivos entre todos os doentes (S = a / atc). A especificidade foi
considerada como a proporc¢ao dos verdadeiros negativos entre todos os sadios (E =
d / b+d). O valor preditivo do resultado positivo foi a propor¢cdo de verdadeiros
positivos entre todos os possiveis doentes detectados pelo teste (VPR+ = a / a+b),
enquanto o valor preditivo do resultado negativo foi a propor¢cdo de verdadeiros
negativos entre todos os possiveis sadios detectados pelo teste (VPR- =d / c+d). A
eficiéncia ou acuracia foi a proporcao de acertos do teste diagnostico (Ef=a+d/a
+ b + ¢ + d). O diagndstico microbiologico foi utilizado para validacdo dos testes
diagndsticos estudados (SCHMIDT; DUNCAN, 1999).

A prevaléncia verdadeira foi dada pela proporcdo do total de individuos
realmente infectados ou doentes na populacdo estudada (a+c / N), enquanto a
prevaléncia aparente foi dada pela proporcado do total de individuos positivos no
teste diagndstico na populacao estudada ( a+b / N) (MEDRONHO; PEREZ, 2002).

Foram estabelecidos quatro pontos de corte de CCS para as diferentes racas
estudadas e comparadas de acordo com a auséncia ou presenca de isolamento
microbiolégico:

Classe 1: CCS até 200.000 células/mL de leite

Classe 2: CCS até 500.000 células/mL de leite

Classe 3: CCS até 750.000 células/mL de leite

Classe 4: CCS até 1.000.000 células/mL de leite



38

Todas as amostras de leite pertencentes aos animais das racas lle de France,
Texel e Dorper que apresentaram CCS >1.000.000 células/mL, com auséncia de
isolamento microbioldgico, foram consideradas positivas para mastite subclinica e
utilizadas para definir as caracteristicas diagnosticas dos pontos de corte de CCS e
determinar o ponto de corte na curva TG-ROC (BERTHELOT et al., 2006).

Tabelal. Possiveis resultados de um teste diagndstico para a identificacdo de
uma doenca

Doenca

Presente Ausente Total

a b
Positivo a+b

(Verdadeiro positivo) (Falso positivo)
Teste

c d

Negativo c+d
(Falso negativo) (Verdadeiro negativo)
Total a+c b+d at+tb+c+d(N)

Os resultados das contagens celulares foram comparados aos de CMT e
submetidos a analise de método estatistico Kappa, cujos valores foram interpretados
do seguinte modo: < 0,00 — concordancia ruim; entre 0,00 e 0,20 — concordancia
fraca; entre 0,21 e 0,40 — concordancia sofrivel; entre 0,41 e 0,60 — concordancia
regular; entre 0,61 e 0,80 — concordéancia boa; entre 0,81 e 0,99 — concordancia
6tima; e 1,00 — concordancia perfeita (PEREIRA, 2002).

De acordo com os niveis de sensibilidade e especificidade mais adequados,
um ou mais pontos de corte para a CCS foram determinados por meio da analise da
curva TG-ROC (Two-graph receiver operating characteristic) para cada raga ovina
estudada, a qual foi calculada pela ferramenta on-line disponibilizada pela AusVet
Animal Health Services (2015).
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O teste de qui-quadrado foi empregado para estudar as distribuicbes de
ocorréncia dos casos de mastite subclinica entre as racas ovinas por meio do
software R 3.2.3.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na lactacdo foram avaliadas 763 metades mamarias. Destas, 117 (15,3%)
apresentaram isolamentos microbiolégicos apés as colheitas das amostras de leite.

Os micro-organismos isolados ou em associacdo estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2.  Micro-organismos isolados de amostras de leite de metades mamarias
de diferentes racas ovinas durante a lactacao.

Santa lle de
Micro-organismos Inés Texel France Dorper Total

N % N % N % N % N %
ECNSN* 55 13,7 2 1,7 5 4,2 1 0,8 63 8,3
ECNRN? 17 4,2 3 2,5 0 0,0 0 0,0 20 2,6
Streptococcus spp. 10 2,5 2 1,7 2 1,7 2 1,7 16 2,1
Corynebacterium spp. 4 1,0 0 0,0 1 0,8 0 0,0 5 0,7
ECP® 3 0,7 0 0,0 2 17 0 0,0 5 0,7
Enterobactérias 3 0,7 0 0,0 2 1,7 0 0,0 5 0,7
Staphylococcus aureus 1 0,2 0 0,0 0 0,0 1 0,8 2 0,3
ECNSN / ECP 1 0,2 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,1
Amostras Negativas 308 76,6 113 94,2 108 90,0 117 96,7 646 84,7
Total 402 100,0 120 100,0 120 100,0 121 100,0 763 100,0

"Estafilococos coagulase-negativos sensiveis a novobiocina; “Estafilococos coagulase-negativos resistentes a
novobiocina; *Estafilococos coagulase-positivos

Os agentes etiolégicos de maior frequéncia durante a lactacdo foram
Estafilococos coagulase-negativos (ECN), correspondendo a 79,8% isoladamente,
Streptococcus spp. (13,7%), Corynebacterium spp. (4,3%), Estafilococos coagulase-
positivos (ECP) (4,3%), Enterobactérias (4,3%), Staphylococcus aureus (1,7%) e
associacao de ECN/ECP (0,9%).

Na fase de desmame foram avaliadas 694 metades mamarias, das quais 86
(12,4%) apresentaram isolamentos microbioldgicos. Os micro-organismos isolados

ou em associacao estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3.  Micro-organismos isolados de amostras de leite de metades mamarias
de diferentes racas ovinas ao desmame.

Santa lle de
Micro-organismos Inés Texel France Dorper Total

N % N % N % N % N %
ECNSN' 26 7,6 1 0,9 4 3,8 1 0,8 32 4,6
Streptococcus spp. 16 4,7 3 2,6 2 1,9 3 2,3 24 3,5
Enterobactérias 5 1,5 1 0,9 0 0,0 0 0,0 6 0,9
Corynebacterium spp. 3 0,9 0 0,0 1 1,0 2 15 6 0,9
Staphylococcus aureus 3 0,9 0 0,0 1 1,0 1 0,8 5 0,7
ECNRN? 3 0,9 0 0,0 0 0,0 0 0,0 3 0,4
ECNSNY/Streptococcus spp. 3 0,9 0 0,0 0 0,0 0 0,0 3 0,4
ECP® 2 0,6 0 0,0 1 1,0 0 0,0 3 0,4
ECNSN/S. aureus 1 0,3 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,1
ECP/Streptococcus spp. 1 0,3 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,1
S. aureus/Streptococcus spp. 1 0,3 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,1
S. aureus/Enterobactérias 1 0,3 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,1
Amostras Negativas 278 81,0 111 95,7 95 91,3 124 947 608 87,6
Total 343 100,0 116 100,0 104 1000 131 100,0 694 100,0

"Estafilococos coagulase-negativos sensiveis a novobiocina; “Estafilococos coagulase-negativos resistentes a
novobiocina; *Estafilococos coagulase-positivos

Dentre as amostras positivas ao exame microbiolégico, os agentes etioldgicos
de maior frequéncia no desmame foram ECN, correspondendo a 40,7%
isoladamente, seguidos por Streptococcus spp. (27,9%), Enterobactérias (7,0%),
Corynebacterium spp. (7,0%), Staphylococcus aureus (5,8%), ECP (3,5%), e
associacfes entre micro-organismos (8,1%).

No periodo de lactacdo e desmame, 1457 metades maméarias foram
investigadas. Destas, 203 (13,9%) apresentaram-se positivas ao exame
microbiolégico. Os agentes etioldgicos com maior ocorréncia foram ECN, em
percentuais que variaram de 58,1% a 60,6%, isoladamente e em associacao,
respectivamente. Estes resultados estdo préximos aos de Hartman et al. (2009) e
Santana et al. (2013), que obtiveram isolamentos de 59,5% e 52,4% destes micro-
organismos isoladamente, respectivamente. Zafalon et al. (2015), ao acompanharem
ovelhas Santa Inés por duas lactacdes, relataram a identificacdo de 56,2% e 58,5%
de Estafilococos coagulase negativos, isoladamente e em associacdao. Hartman et

al. (2009) e Guarana et al. (2011) apresentaram percentuais de 16,2% e 15,9% de
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ocorréncia de Streptococcus spp., respectivamente, semelhantes aos isolamentos
do presente trabalho.

Peixoto et al. (2010) obtiveram isolamento de 7,1% e 5,4% para
Enterobactérias e Corynebacterium spp., similares ao presente trabalho. Lucheis;
Hernandes e Troncarelli (2010) e Santana et al. (2013) também relataram
percentuais semelhantes com relagdo aos isolamentos de Estafilococos coagulase
positivos (3,9%) e Staphylococcus aureus (3,4%).

Quando comparadas as frequéncias de casos de mastite entre as racas, a
Santa Inés apresentou significativamente maior nimero de casos de mastite
subclinica (p<0,05). As demais racas ndo diferiram entre si exceto lle de France e
Dorper (p<0,05), cuja frequéncia para ambas foi de 9,4% e 4,4%, respectivamente,
enquanto a Texel foi de 5,1%. Santana et al. (2013) e Zafalon et al. (2015)
observaram percentuais de ocorréncia de mastite subclinica de 20,0% e 20,1% em
rebanhos formados por animais da raga Santa Inés.

Apesar de sua aptiddo para a producdo de carne, a presenca de
caracteristicas da raca leiteira Bergamacia na composi¢cdo genética tornou as
ovelhas Santa Inés 6timas produtoras de leite. Estas ovelhas apresentam periodo de
lactacdo mais prolongado que outras racas especializadas para corte, no entanto,
em grande numero de animais podem ser observados Uberes com implantacdo néao
satisfatoria, como tetas posicionadas lateralmente e também supranumerarias
(CUNHA et al., 2004), caracteristicas que podem favorecer a maior ocorréncia de
mastite (SOUSA; LOBO e MORAIS, 2005; MELO et al., 2008).

A prética de manter os animais confinados no interior de instalagdes utilizadas
para a pernoite, por um periodo do dia ou durante todo o tempo, aumenta a
exposicao das fémeas ao maior numero de agentes causadores de mastite devido o
acumulo de matéria organica, aumento de umidade, de temperatura e
sombreamento, que favorecem a multiplicacdo de agentes ambientais causadores
de mastite (MOTA, 2008).

Ao realizar as colheitas de amostras de leite, observou-se maior facilidade de
ordenha nas ovelhas da raca Santa Inés, enquanto as outras ragas aparentavam
apresentar maior tonicidade do esfincter do Ostio papilar. Essa informacéo pode ser

explicada pelos fatores relacionados ao hospedeiro: idade, conformacéo do Ubere,
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tamanho e diametro do teto, formato do teto, facilidade de ordenha, ragas (AMARAL,
1999).

Mudancas no metabolismo enddcrino e no sistema imune de ovelhas ocorrem
com o aumento do nimero de lactagBes, aumentando assim a susceptibilidade e a
sensibilidade a infec¢do, o que pode explicar a maior ocorréncia da enfermidade em
ovelhas mais velhas e devido as sucessivas mudancas do tecido mamario (AL-
MAJALI; JAWABREH, 2003).

As bactérias do género Staphylococcus s&o consideradas 0s principais
agentes etiolégicos da infecgdo intramamdaria em ovinos, estas quando presentes,
geralmente, estdo relacionados com falhas de higiene no manejo da ordenha dos
animais ou na presenca de variantes resistentes (CAVALCANTE, 2008). Apds as
andlises laboratoriais para a confirmacdo estafilococica na etiologia infecciosa da
mastite, efetuou-se as provas de fermentacdo de aclcares para a identificacdo das
espécies de Staphylococcus coagulase-negativos. Definiram-se as espécies para

cada raca de ovelha, conforme a Tabela 4.

Tabela 4. Espécies de Staphylococcus coagulase-negativos isolados em amostras de
leite pertencentes a diferentes racas ovinas.
Racas

Espécies Santa Inés Texel lle de France Dorper Total

N % N % N % N % N %
S. xylosus 92 88,5 6 1000 6 66,7 3 100,0 107 87,7
S. saprophyticus 6 5,8 0 0,0 3 33,3 0 0,0 9 7,4
S. capitis 2 1,9 0 0,0 0 0,0 0 0,0 2 1,6
S. simulans 1 1,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,8
Nao identificadas* 3 2,9 0 0,0 0 0,0 0 0,0 3 2,5
Total 104 1000 6 1000 9 1000 3 100,0 122 100,0

*Nao foi possivel identificar as espécies de Staphylococcus coagulase-negativos por meio
dos testes bioquimicos.

Nas ovelhas da raca Santa Inés, S. xylosus foram isolados com maior
frequéncia, seguidas de S. saprophyticus, S. capitis e S. simulans. Nas ragas Texel,
lle de France e Dorper, por sua vez, apenas no leite de metades mamarias da lle de

France foi isolada outra espécie além de S. xylosus (S. saprophyticus).
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Resultados semelhantes foram relatados por Pilon et al. (2014), em que S.
xylosus foi predominante nas racas Santa Inés e Morada Nova. Radostits et al.
(2002) demonstraram que S. xylosus, S. chromogenes e S. simulans s&do as
espécies mais frequentemente isoladas a partir de casos de mastite subclinica em
ovelhas.

Outros autores identificaram espécies distintas como prevalentes na mastite
ovina, como El-Jakee et al. (2013) que relataram como espécies frequentemente
encontradas S. cohnii e S. lugdunensis em casos de mastite subclinica ou Silva
(2012) que identificou a espécie S. chromogenes como a prevalente em seu estudo.

ApoOs analisar amostras de leite de ovinos na regido leste da Eslovaquia,
Pilip€incova et al. (2010) identificaram um total de 240 amostras de Staphylococcus
coagulase-negativos destacando-se S. epidermidis (36,3%), S. caprae (21,3%), S.
hominis (6,6%), S. chromogenes (6,3%), S. xylosus (5,8%), S. warneri (5,0%) e S.
capitis (4,6%) e, em menor frequéncia, as espécies S. sciuri, S. lentus , S. simulans,
S. haemolyticus, S. saprophyticus, S. kloosii, S. cohnii subsp. cohnii, S. auricularis e
S. lugdunensis. Por outro lado, Tejada et al. (2012) obtiveram maior isolamento de
S. lentus, seguidos por S. sciuri, S. vitulinus, S. haemolyticus, S. epidermidis.

Ao monitorar a ocorréncia de mastite subclinica em um rebanho ovino, o teste
de diagnodstico utilizado deve ser preciso e confidvel para diagnosticar o maior
namero de animais infectados possiveis. A CCS é considerada uma importante
ferramenta para a avaliacdo das metades mamarias das ovelhas, sendo assim,
empregado diferentes pontos de corte para triagem da mastite subclinica. A
sensibilidade, especificidade, valor preditivo do resultado positivo, valor preditivo do
resultado negativo, eficiéncia, prevaléncia verdadeira e prevaléncia aparente do
teste foram calculados no momento da lactacdo e ao desmame (Tabelas 5 e 6),

respectivamente.
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Tabela5. Caracteristicas diagnésticas de pontos de corte de CCS para deteccéo
de mastite subclinica em diferentes racas ovinas na lactacao.

Racas Resultados SE' ES* VPR+® VPR-* Ef° PV® PA’
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
CCS® 200 x 10° 89 54 36 94 62 22 56
Santa  CCS 500 x 10° 76 77 49 92 77 22 35
Inés CCS 750 x 10° 63 81 49 88 77 22 29
CCS 1000 x 10° 57 85 53 87 79 22 24
CCS 200 x 10° 64 87 33 96 85 9 18
Texel CCS 500 x 10° 55 98 75 95 94 9
exe
CCS 750 x 10° 55 100 100 96 96 9
CCS 1000 x 10° 45 100 100 95 95 9
CCS 200 x 10° 93 88 52 99 89 12 21
lle de CCS 500 x 10° 93 99 93 99 08 12 12
France CCS 750 x 10° 93 99 93 99 98 12 12
CCS 1000 x 10° 86 100 100 98 98 12 10
CCS 200 x 10° 75 85 26 08 84 7 19
5 CCS 500 x 10° 63 99 83 97 97 7
orper
P CCS 750 x 10° 63 100 100 97 98 7
CCS 1000 x 10° 63 100 100 97 98 7

'Sensibilidade; “Especificidade; *Valor Preditivo do Resultado Positivo; “Valor Preditivo do
Resultado Negativo; *Eficiéncia; °Prevaléncia Verdadeira; "Prevaléncia Aparente; *Contagem
de Células Somaticas
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Tabela 6. Caracteristicas diagnésticas de pontos de corte de CCS para deteccéo
de mastite subclinica em diferentes racas ovinas ao desmame.

Racas Resultados SE' ES* VPR+ VPR-* Eff  PV® PA’

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

CCS® 200 x 10° 87 66 37 96 70 18 44

Santa In CCS 500 x 10° 79 82 49 94 81 18 29

anta ines

CCS 750 x 10° 77 89 60 95 86 18 23

CCS 1000 x 10° 75 91 66 94 88 18 21

CCS 200 x 10° 100 79 47 100 82 16 34

exel CCS 500 x 10° 100 94 75 100 95 16 21

exe

CCS 750 x 10° 100 100 100 100 100 16 16

CCS 1000 x 10° 94 100 100 99 99 16 15

CCS 200 x 10° 67 83 29 96 82 9 21
lle de CCS 500 x 10° 67 99 86 97 96 9 7
France  CCS 750 x 10° 56 99 83 96 95 9 6
CCS 1000 x 10° 56 100 100 96 96 9 5

CCS 200 x 10° 88 69 31 97 72 14 39

5 CCS 500 x 10° 88 87 52 98 87 14 24

orper

P CCS 750 x 10° 88 92 65 98 92 14 19
CCS 1000 x 10° 88 100 100 98 98 14 12

'Sensibilidade; “Especificidade; “Valor Preditivo do Resultado Positivo; “Valor Preditivo do Resultado
Negativo; °Eficiéncia; °Prevaléncia Verdadeira; ‘Prevaléncia Aparente; ®Contagem de Células
Somaéticas

Durante a lactagéo, a sensibilidade da CCS utilizando-se pontos de corte de
200, 500 e 750 x 103 células/ mL de leite em ovelhas da raca lle de France foi
superior em relacdo as outras racas. As contagens de 750 e 1000 x 10° células/ mL
de leite apresentaram especificidade superior a 80% para todas as racas. No
desmame, as sensibilidades da CCS com as contagens de 200, 500 e 750 x 10°
células/ mL de leite em ovelhas da raca Texel foram superiores em relagdo as outras
racas. Os pontos de corte de 750 e 1000 x 102 células/ mL de leite apresentaram
especificidades superiores a 88% para todas as ragas.

Santana (2014), apés analisar 393 metades mamarias pertencentes a ovelhas
das racas Santa Inés e Morada Nova no periodo de desmame, obteve sensibilidade

de 86,6% ao utilizar o ponto de corte de 200 x 10° células/ mL de leite e a
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especificidade manteve-se superior a 80% nas contagens superiores a 400 e 500 x
102 células/ mL de leite. Resultados semelhantes foram apresentados neste estudo
nas racas Santa Inés e Dorper para os pontos de corte de 200 e 500 x 10° células/
mL de leite.

Hussein; El-Khabaz; Malek (2015) relataram o valor de CCS = 400 x 10°
células/ mL de leite em ovelhas da raca Ossimi, no Egito, com sensibilidade de 90%
e especificidade de 88% afirmando que este limiar possui maior probabilidade de
detectar animais com mastite subclinica. Lafi (2006) apresentou valores de CCS
cujos pontos de corte apresentaram sensibilidades superiores a 90% durante a
lactacdo, o que tornou a contagem de células utii como teste de triagem para
identificar metades mamarias com mastite subclinica em ovelhas da raca Awassi.

Diferentes valores para a CCS podem ser utilizados como pontos de corte
para detectar metades mamarias com mastite subclinica, de acordo com a
proporcdo de animais acometidos e agentes infecciosos existentes no rebanho.
Contudo, o método de diagndstico deve apresentar sensibilidade que seja suficiente
para detectar a maioria das ovelhas com mastite subclinica, assim como
especificidade adequada para ndo gerar quantidade excessiva de individuos falso-
positivos, uma vez que nem sempre é possivel realizar exames microbiol6gicos para
confirmacdo da doenca por apresentarem custo elevado, serem demorados e
inviaveis em grandes rebanhos.

Os indices de concordancias entre os diferentes graus de reacdo do CMT e a

contagem de células somaticas estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. indices de concordancias (Kappa — k) entre diferentes graus de reacéo
ao CMT e limites de CCS (x 10° células/ mL de leite) no diagndstico da mastite
subclinica em ovelhas de diferentes racas na lactagdo e no desmame.

Santa Inés

Lactacéao Desmame

Reacbes ao CMT ~ccs  CccS CCS CCS | CCS CCS CCS  cCS
200 500 750 1000 200 500 750 1000

CMT? (1+) 0,52 0,73 0,73 0,66 0,56 0,70 0,66 0,63
CMT (2+) 0,37 0,68 0,77 0,79 0,46 0,65 0,69 0,73
CMT (3+) 0,21 0,42 0,52 0,60 0,38 0,61 0,68 0,74
Texel
Lactagédo Desmame

CCSs CCS CCS CCSs CCs CCSs CCSs CCS
200 500 750 1000 200 500 750 1000

CMT (1+) 0,55 0,57 0,52 0,56 0,58 0,65 0,48 0,50
CMT (2+) 0,40 0,70 0,82 0,90 0,45 0,64 0,68 0,71
CMT (3+) 0,28 0,65 0,79 0,88 0,28 0,47 0,63 0,66
lle de France
Lactagédo Desmame

CCS CCS CCS CCs CCs CCSs CCSs CCSs
200 500 750 1000 200 500 750 1000

CMT (1+) 0,37 0,54 0,54 0,60 0,36 0,55 0,46 0,35
CMT (2+) 0,25 0,46 0,46 0,52 0,17 0,47 0,33 0,16
CMT (3+4) 0,12 0,23 0,23 0,27 0,07 0,21 0,24 0,27
Dorper
Lactacdo Desmame

CCS CCS CCSs CCS CCS CCS CCS CCs
200 500 750 1000 200 500 750 1000

CMT (1+) 0,31 0,55 0,60 0,60 0,35 0,51 0,49 0,37
CMT (2+) 0,24 0,79 0,88 0,88 0,32 0,49 0,55 0,44
CMT (3+) 0,13 0,49 0,56 0,56 0,21 0,34 0,43 0,38

'Contagem de Células Somaticas; > CMT: California Mastits Test (1+), (2+) ou (3+)
= Intensidade da reacéo positiva no CMT.
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As amostras de leite de metades mamarias de ovelhas Santa Inés colhidas na
lactacdio com reacdo 1+ ao CMT com valores de 500 e 750 x 10° células/ mL de leite
e a reacdo 2+ ao CMT com o valor 750 e 1000 x 10° células/ mL de leite,
apresentaram boas concordancias. O leite de metades mamarias de ovelhas Texel
com reacdo 2 + ao CMT com valores de 750 e 1000 x 10° células/ mL de leite e
reacdo 3+ com valores de 1000 x 10° células/ mL, obtiveram 6timas concordancias
(superior a 0,81). O mesmo ocorreu na raca Dorper entre reacdo 2 + ao CMT com
valor de CCS 750 e 1000 x 10° células/ mL de leite. Reacbes 1+ e 2+ ao CMT,
oriundas de amostras de ovelhas lle de France, apresentaram concordancias
regulares com os pontos de corte 500, 750 e 1000 x 102 células/mL de leite.

No desmame, as reacdes 1+ ao CMT em amostras de leite de metades
mamarias de ovelhas Santa Inés e Texel apresentaram boa concordancia quando
utilizado o ponto de corte 500 x 10° células/ mL de leite. As amostras das
respectivas ragas com reagdes 2+ e 3+ ao CMT apresentaram boa concordancia
com valor 750 e 1000 x 103 células/ mL de leite.

Santana (2014) observou boas concordancias entre o CMT 1+ e os valores de
CCS superiores a 300 e 500 x 10° células/ mL de leite, com concordancia superior
(0,71) entre este grau de reacdo ao CMT e CCS superior a 400 x 10° células/ mL de
leite. Ao utilizarem um ponto de corte 500 x 10° células/ mL de leite para o
diagnéstico de mastite subclinica em ovelhas Corriedale, Pradieé et al. (2012),
relataram uma fraca concordancias com o CMT >2+ (0,152).

Barbosa et al. (2004) e Verissimo et al. (2010) também concluiram que o valor
de CMT 3+ pode ser utilizados para o diagndstico da mastite subclinica ao
desmame, respectivamente. Berthelot et al. (2006), obtiveram 90% de sensibilidade
e especificidade da relacédo dos testes de CMT e CCS demonstrando que o teste é
confiavel e util para identificacdo de infeccdo intramamaria em ovelhas.

Uma ferramenta destinada a descrever o desempenho de um teste de
diagnéstico, a curva TG-ROC tem como objetivo determinar um ponto de corte de
forma que um individuo com mensura¢cdes menores ou iguais ao ponto de corte €
classificado como ndo doente e um individuo com uma resposta ao teste maior que
o ponto de corte é classificado como doente (MARTINEZ; LOUZADA-NETO,;
PEREIRA, 2003)



49

O ponto de corte ideal para diagnostico indireto da mastite subclinica

utilizando apenas a CCS na lactacao e no desmame, pode ser determinado por meio

da andlise da curva TG-ROC (Two-graph receiver operating characteristic) (Figuras

6,7,8¢€09).

Figura 6.
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resultados de contagens celulares e exames microbiolégicos em leite de metades
mamadrias de ovelhas Santa Inés durante a lactacdo (A) e desmame (B).

Ao relacionar os resultados dos exames microbiologicos com a CCS das

amostras de leite de ovelhas da raca Santa Inés no periodo de lactacéo, verificou-se

um ponto de corte 487 x 10° células/mL de leite, respectivamente. No desmame,
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observou-se um ponto de corte 1170 x 10° células/mL de leite. Nunes et al. (2008),
acompanharam ovelhas Santa Inés ao longo da lactacao e relataram que o ponto de
corte 500 x 10° células/mL de leite foi ideal para o diagndstico da mastite em
ovelhas. Blagits et al. (2008) selecionaram ovelhas Santa Inés proximas do periodo
de desmame e obtiveram amostras de leite com exame bacterioldgico positivo com
média 857.040 células/mL de leite.
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Figura 7. Pontos de corte para CCS e curva TG-ROC de acordo com o0s
resultados de contagens celulares, considerado valores superiores a 1.000.000
como positivo para mastite subclinica e exames microbiol6gicos em leite de metades
mamarias de ovelhas Texel durante a lactagéo (A) e desmame (B).
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Nas ovelhas da raca Texel, constatou-se ponto de corte 419 x 10° células/mL
de leite no periodo de lactacdo e ao desmame, o ponto de corte ideal para a CCS foi
820 x 10° células/mL de leite. Ponto de corte semelhante ao da raca Texel na
lactacéo foi apresentado por Kern et al. (2013), que relataram um limite de 400 x 10°
células/mL de leite para a detec¢cdo de mastite.

Santana (2014), por sua vez, avaliou 393 metades maméarias de ovelhas das
racas Santa Inés e Morada Nova no momento da secagem e obteve ponto de corte
388 x 10° células/mL. Contagem semelhante foi apresentada por Olechnowicz e
Jaskowski (2014), que relataram valores inferiores a 400 x 10° células/mL em

animais de producéo leiteira.
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Figura 8. Pontos de corte para CCS e curva TG-ROC de acordo com os
resultados de contagens celulares, considerado valores superiores a 1.000.000
como positivo para mastite subclinica e exames microbiol6gicos em leite de metades
mamarias de ovelhas lle -de- France durante a lactacdo (A) e desmame (B).

Determinou-se ponto de corte 781 x 10° células/mL para as amostras de leite
da raca lle de France no periodo de lactacdo e o valor de CCS apresentado ao
desmame foram inferiores em relacdo aos resultados da lactacdo, com ponto de
corte 554 x 10° células/mL de leite.

Silva et al. (2009) observaram alta contagem de células somaticas em

ovelhas Santa Inés no primeiro més de lactacdo, obtendo média de 900 mil
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células/mL de leite. Blagits et al. (2010) selecionaram ovelhas da raca Santa Inés 12

dias antes do desmame, relatando amostras de leite com exame bacteriologico

positivo com média de CCS 635.500 células/mL de leite.
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como positivo para mastite subclinica e exames microbiol6gicos em leite de metades
mamarias de ovelhas Dorper durante a lactagéo (A) e desmame (B).

As amostras de leite oriundas de ovelhas da raca Dorper no periodo de

lactacdo apresentaram pontos de corte para CCS superiores em relacdo as outras
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racas estudadas, 1062 x 10° células/mL de leite no periodo de lactacdo e 1276 x 10°
células/mL de leite no periodo de desmame. Clements; Taylor e Fitzpatrick (2003),
realizaram contagem de células somaticas e exames microbiolégicos em 195
metades mamarias clinicamente normais no periodo de duas semanas ap06s o parto
e sugeriram um ponto de corte 1200 x 10° células/mL de leite.

Em seus estudos com ovelhas da raga Ossimi durante a lactagdo, Hussein;
El-Khabaz e Malek (2015) relataram média de CCS de 1520 x 10° células/mL de leite
em amostras com mastite subclinica e 293 x 10° células/mL de leite em metades
mamarias saudaveis.

No presente trabalho, houve poucos resultados de isolamento microbiol6gico
em amostras de leite de metades mamarias de ovelhas das racas Texel, lle de
France e Dorper. Assim, as amostras de leite que apresentaram CCS superior a
1.000.000 com auséncia de isolamento microbioldgico foram consideradas positivas
para mastite subclinica, devido a baixa ocorréncia de casos nestas ragas.

Na Franca, Berthelot et al. (2006), determinaram o valor de CCS inferior a 500
x 10° células/mL de leite como classificacdo de metades mamarias saudaveis e CCS
superior a 1000 ou 1200 x 10° células/mL de leite para metades mamarias
infectadas. Contagens entre 500 e 1000 x 10° células/mL de leite indicam casos de
mastite subclinica com a necessidade de realizar exames microbiol6gicos para a
correta confirmacéao.

Diante da dificuldade de identificar animais com mastite subclinica uma vez
que faltam métodos de diagndstico confidveis para a espécie ovina, a CCS possui
grande eficiéncia na identificacdo de metades mamarias com processos
inflamatorios, mas seus resultados podem ser influenciados por fatores fisioldégicos
como fase da lactacdo, numero de lactacles, fracdes do leite, idade da fémea,
estresse, estados nutricionais e por fatores patoldgicos causadores de infeccdo
intramamaria (BERGONIER; BERTHELOT, 2003; ANDERSON; HULL; PUGH, 2005)

Além disso ha também uma grande variacdo na CCS entre propriedades e
entre rebanhos formados por diferentes racas (HUSSEIN; EL-KHABAZ; MALEK,
2015) como foi observado neste estudo. Futuramente, trabalhos de cruzamentos
entre as racas podem ser desenvolvidos com a finalidade de identificar o potencial

genético para a resisténcia a mastite.
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6. CONCLUSOES

- Ovelhas da raca Santa Inés apresentaram maior ocorréncia de mastite
subclinica em relagdo as outras ragas, cuja etiologia infecciosa predominante foi
composta por Estafilococos coagulase-negativos. A espécie mais frequente foi
Staphylococcus xylosus.

- Maiores valores de sensibilidade e especificidade para a CCS foram obtidos
para as racas lle de France e Dorper na lactacdo, enquanto ao desmame
destacaram-se as racas Texel e Dorper.

- Nao houve concordancias ideais ao comparar as reacfes de CMT e CCS
para a triagem da mastite subclinica. Os resultados do teste variaram de acordo com
a raca ovina.

- A CCS pode ser utilizada para triagem da mastite subclinica em ovelhas de
corte de acordo com a prevaléncia da doenca em cada raca, auxiliando técnicos e

produtores a melhorar o controle da enfermidade nos rebanhos.
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