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RESUMO: Foram estudadas as provas de California Mastitis Test (CMT) e a contagem de células
somaticas (CCS) como métodos auxiliares para o diagnéstico da mastite subclinica bovina na
identificacdo de quartos mamarios doentes em que Staphylococcus aureus e microrganismos do
grupo Corynebacterium foram isolados posteriormente. Tanto o CMT como a CCS apresentaram
maior sensibilidade diagnostica quando o S. aureus era o agente isolado das amostras de leite,
guando comparado ao Corynebacterium (88,6% e 86,1% contra 49,1% e 59,1%, respectivamente). A
eficiéncia diagnéstica de ambas as provas foi maior quando a mastite subclinica era causada por
S. aureus, ao comparar-se este microrganismo com o isolamento de Corynebacterium (81,0% e 87,1%
contra 60,5% e 76,7%, respectivamente). O CMT e a CCS demonstraram uma relacéo linear nos
quartos mamarios em que ocorreu o isolamento de S. aureus, ndo acontecendo 0 mesmo para 0s
quartos mamarios que apresentavam mastite subclinica por Corynebacterium spp.

Palavras-chave: California Mastitis Test, Contagem de células somaticas, Corynebacterium, mastite
bovina, Staphylococcus aureus,

COMPARISON BETWEEN CALIFORNIA MASTITIS TEST AND SOMATIC CELLS COUNT AS
AUXILIARY METHODS FOR DIAGNOSIS OF THE BOVINE SUBCLINICAL MASTITIS BY
Staphylococcus aureus AND Corynebacterium SPP.

ABSTRACT: California Mastitis Test (CMT) and somatic cells count (SCC) were studied as auxiliary
methods for diagnosis of the bovine subclinical mastitis in the identification of ill mammary quarters
where Staphylococcus aureus and Corynebacterium were isolated later. CMT and SCC showed higher
diagnostic sensitivity when S. aureus was the microorganism isolated from milk samples compared
to the Corynebacterium (88.6% and 86.1% against 49.1% and 59.1%, respectively). The diagnostic
efficiency of the tests were both higher when subclinical mastitis was caused by S. aureus,
compared to the Corynebaterium (81.0% and 87.1% against 60.5% and 76.7%, respectively). CMT
and SCC demonstrate a linear relationship in the mammary quarters where S. aureus was isolated.
The same result was not exhibit when Corynebacterium spp was isolated.

Key words: California Mastitis Test, somatic cells count, Corynebacterium, Bovine mastitis
Staphylococcus aureus.
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INTRODUCAO

A inflamacao da glandula mamaria é quase sem-
pre de carater infeccioso e dentre os agentes
etioldgicos isolados de casos de mastite subclinica
destacam-se os estafilococos coagulase positivos,
entre eles o Staphylococcus aureus e as bactérias do
género Corynebacterium, o primeiro considerado
como o0 mais importante patégeno da glandula ma-
maria, enquanto o Corynebacterium spp apresenta-
se como um dos microrganismos mais prevalentes
(Levanetal., 1985; NADER FiLHo et al., 1985; FERNANDES,
1992; CosTa et al., 1996; MeENDONGA et al., 1999).

A contagem de células somaticas (CCS) e o
California Mastitis Test (CMT) sdo métodos auxilia-
res que podem ser utilizados para o diagnéstico da
forma subclinica da doenca. Entretanto, cuidados
devem ser tomados com diferencas individuais,
variacdes diurnas, periodo de lactacdo e processos
irritativos devido as falhas no equipamento e no
manejo de ordenha (SHELDRAKE et al., 1983; Barros e
LeiTA0, 1992; HARMON, 1994; WiLson et al., 1995).

O termo “células somaticas do leite” é utilizado
para designar todas as células presentes no leite,
incluindo aquelas de origem sanguiinea (leucécitos)
e células de descamacdo do epitélio glandular
secretor. Durante a mastite ocorre o aumento do nu-
mero de células somaticasno leite pela maior passa-
gem de leucécitos do sangue para a glandula ma-
maria, com maior descamacdo do epitélio lesado
(Fonseca e SanTos, 2000).

O CMT, por suavez, é considerado um teste sub-
jetivo que pode produzir resultados falso-positivos
ou falso-negativos e a sua interpretacdo pode colo-
car em risco programas de controle da doencga pela
possibilidade de se identificar um nimero conside-
ravel de animais ou quartos mamarios doentes como
normais (BriTo et al., 1997).

O objetivo deste trabalho foi o de comparar a
CCS e o CMT como testes diagnésticos auxiliares
para a mastite subclinica bovina causada por
Staphylococcus aureus e Corynebacterium spp, uma vez
gue estes grupos de microrganismos podem causar
respostas inflamatérias diferentes na glandula ma-
maria, confundindo técnicos e/ou produtores de
leite na identificacdo de casos subclinicos.

MATERIAL E METODOS

Os animais faziam parte de uma propriedade
rural produtora de leite tipo C com ordenha reali-
zada mecanicamente, uma vez ao dia, pela manha,
sendo utilizado o sistema de “balde ao pé”. A po-
pulacéo bovina era constituida por animais da raca
Holandesa preto e branca e as amostras de leite per-
tenciam a animais que se encontravam entre o déci-
mo dia depois do parto e um més antes da seca-
gem.

As vacas em lactacdo foram acompanhadas de
maio de 2000 até maio de 2002, com a entrada de
novos animais na linha de ordenha durante o traba-
Iho. Assim, no periodo de tempo em que foi reali-
zada a colheita das amostras, a populacéo de ani-
mais em lactacéo era sempre constituida por 40 a 50
vacas.

As amostras de leite submetidas ao CMT e 4 CCS
estdo relacionadas com quartos infectados por S.
aureus e Corynebacterium spp., mais 0s quartos
contralaterais sadios. Dessa maneira, o grupo dos
guartos em que as amostras de leite foram submeti-
das ao CMT originaram-se de 554 quartos mamari-
0s, com isolamento de S. aureus e sadios, além de 76
guartos com isolamento de Corynebacterium spp €
sadios, enquanto as amostras de leite submetidas a
CCS originaram-se de 233 quartos mamarios em que
houve o isolamento de S. aureus, mais 0os quartos
sadios, além de outros 43 quartos mamarios com
isolamento de Corynebacterium spp. mais 0s quartos
mamarios sadios.

As amostras de leite foram colhidas em duplica-
tas, de acordo com recomendag¢fes do “National
Mastitis Council” (1990). A fracéo de leite utilizada
para analisar o CMT e a CCS foi a inicial, represen-
tada pelos primeiros jatos. Durante o periodo de
estudo, ndo foram colhidas amostras de leite pro-
venientes de quartos mamarios ja utilizados em co-
Iheitas anteriores, porém, em algumas colheitas, o
leite utilizado foi o de animais ja estudados anteri-
ormente.

O CMT foi efetuado de acordo com ScHALM e
NoorLaNDER (1957), sendo que as misturas (leite +
reagente) consideradas positivas foram as que apre-
sentaram formacéo de gel viscoso, acompanhadas
ou néo pela coloracéo violeta, atribuindo-se escores
gue variaram de “dois” a “cinco”, de acordo com o
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grau de resposta inflamatéria. As misturas que per-
maneceram inalteradas, ou seja, sem a clara
evidenciagdo de viscosidade, foram consideradas
negativas, atribuindo-se o escore “um”.

A CCS foi realizada pela contagem direta em
microscopio 6ptico em objetiva de imersdo (Nwmc,
1968). Utilizou-se o0 método de Broadhurst & Paley,
indicado por Santos e ViLeLa (1983), no qual as la-
minas foram mergulhadas no corante por um peri-
odo minimo de cinco até oito segundos. Todas as
células com ndcleo como também aquelas com mais
da metade do corpo celular dentro do campo mi-

croscopico foram contadas em 100 campos micros-
copicos distintos, com os resultados obtidos multi-
plicados pelo fator de trabalho do microscépio que
foi utilizado na investigacado (Fator de Trabalho igual
a 3.929,8). Foram consideradas positivas as conta-
gens iguais ou superiores a 200.000 células / mL de
leite.

As determinacBes da sensibilidade,
especificidade e eficiéncia foram realizadas de acor-
do com o0 modelo proposto por MebroNHO € PEREZ
(2002), conforme ilustra os dados constantes do
Quadro. 1.

Quadro 1. Possiveis resultados de um teste diagnostico para a identificagdo de uma doenca

Doenca
Presente Ausente Total
Positivo a b a+b
Teste (Verdadeiro positivo) (Falso positivo)
Negativo c d c+d
(Falso negativo) (Verdadeiro negativo)
Total a+c b+d a+b+c+d

A sensibilidade, a especificidade e a eficiéncia
foram calculadas da seguinte forma:

Sensibilidade = a x 100
a+c
Especificidade= d x 100
b+d
Eficiéncia = a+d x 100

a+b+c+d

As colheitas das amostras de leite foram realiza-
das de acordo com as normas de assepsia propos-
tas por VEisseYRe (1972), em tubos com tampas
rosquedveis esterilizados, transportados até o labo-
ratorio sob refrigeracdo. As amostras foram
semeadas sobre a superficie de placas contendo agar
com 5% de sangue de ovino (Agar base - Oxoid®,
Hampshire, Inglaterra) para a realizacdo do isola-
mento e identificacdo das cepas de S. aureus
(NATIONAL MAsTITIs CounciL, 1990; HoLT et al., 1994).

As colbnias que evidenciaram formas circulares,

brancas, cremes ou opacas em agar sangue, até o
periodo maximo de 48 horas de incubagédo a 37°C,
reconhecidas como bastonetes Gram-positivos
pleomorficos que apresentavam-se sob a forma de
palicada e “letras chinesas”, foram submetidas as
provas para diferenciacdo entre Corynebacterium e
Arcanobacterium pyogenes (catalase, Litmus milk,
hemolise) (CARTER, 1978).

A diferenca no nimero de quartos mamarios
estudados para os agentes etioldgicos em questdo
deveu-se a prevaléncia dos mesmos na proprieda-
de. O diagndstico microbiolégico foi definido para
validacdo dos testes diagnosticos estudados (ScHMIDT
e Duncan, 1999).

Foi realizada a analise da regressao linear entre
a CCS e o0 CMT do leite dos quartos mamarios sadi-
0s e para os quartos com mastite subclinica por
Staphylococcus aureus e Corynebacterium spp., somente
naqueles casos em que houve a realizacdo de ambas
as provas para 0 mesmo quarto (Sampaio, 1998). O
modelo estatistico utilizado para a analise de regres-
séo foi representado pela equacéo:

Y=a+bx
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Onde Y = observacéo referente a contagem de
células somaticas (log'); a = coeficiente linear da re-
gressdo; b = coeficiente de regressdo do escore do
CMT sobre a resposta Y (contagem de células
somaticas); x = escore do CMT.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a diversidade da etiologia infecciosa da

mastite, os testes diagnosticos podem gerar resulta-
dos diferentes de acordo com o microrganismo res-
ponséavel pela doenca devido @ maneira como cada
guarto mamario reage e é afetado por determinado
agente etiologico.

Os dados referentes a avaliacdo da sensibilida-
de, especificidade e eficiéncia dos testes diagndsti-
cos encontram-se no Quadro 2.

Quadro 2. Avaliacdo do California Mastitis Test (CMT) e da contagem de células somaticas (CCS) como métodos
diagnésticos da mastite subclinica bovina por Staphylococcus aureus e Corynebacterium spp

Microrganismos Teste diagnostico Sensibilidade Especificidade Eficiéncia
S. aureus CMT 88,6 77,0 81,0
Corynebacterium CMT 49,1 87,0 60,5
S. aureus CCS 86,1 88,3 87,1
Corynebacterium CCS 59,1 95,2 76,7

Ao serem observados os resultados no Quadro.
2, verificou-se que o CMT (88,6%) e a CCS (86,1%)
apresentaram maior sensibilidade para o diagnés-
tico da mastite subclinica por S. aureus, quando com-
parada com a mastite subclinica por Corynebacterium.
Quando o Corynebacterium era o agente etioldgico
envolvido, a especificidade foi superior a observa-
da para o S. aureus para as duas provas estudadas.
O teste mais especifico no diagnostico da mastite
subclinica por S. aureus e Corynebacterium foi a CCS,
com 88,3% e 95,2%, respectivamente, assim como a
prova de maior eficiéncia com 87,1% e 76,7%, res-
pectivamente.

O CMT e a CCS demonstraram ser mais eficien-
tes para diagnosticar a mastite subclinica por S.
aureus do que a mastite por Corynebacterium. Segun-
do DoaNe et al. (1987), o Corynebacterium provoca
elevagdo no nimero de células somaticas, porém a
contagem fica abaixo das 200.000 células/mL, um
valor que para estes autores ndo estava associado
com alteracBes na composicdo do leite ou diminui-
¢do da producao lactea. No presente trabalho, o na-
mero de 200.000 células/mL de leite foi utilizado
como “divisor” entre quartos doentes e sadios, 0
gue explica a menor sensibilidade da CCS para o
Corynebacterium e, consequientemente, para 0 CMT,
cujas leituras se fundamentam de acordo com o
numero de células presentes.

Na realizacdo do CMT, o fato de serem conside-
rados todos os escores em que ficou demonstrada
viscosidade, diminuiu o risco de quartos com
mastite subclinica por S. aureus serem identificados
como normais. Este fator, quando adotado, é de
maior valia para programas de controle da doenca.
Porém, tal fato nao foi observado quando o
Corynebacterium estava envolvido, ja que o teste de-
monstrou uma baixa sensibilidade para este micror-
ganismo.

Entretanto, ainda existe a possibilidade de quar-
tos mamarios com escore negativo ao CMT apre-
sentarem infec¢do por patdégenos da mastite como
S. aureus, considerado como um patdégeno prima-
rio, podendo constituir-se em uma importante fon-
te de infeccdo para o rebanho. Isto implica na neces-
sidade de examinar a possibilidade de quartos ma-
marios estarem com mastite subclinica com diferen-
tes métodos diagndsticos e ndo somente com um
Unico (BriTo et al., 1999).

Neste sentido, Costa et al. (1998) encontraram
uma concordancia de 65,4% entre o CMT e a
condutividade elétrica. Para os mesmos autores, a
sensibilidade do teste de condutividade elétrica do
leite, quando comparado com o isolamento
microbiologico, foi de 28,6%, com especificidade de
87,4%. Comparando-se o CMT com o isolamento
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microbioldgico, a sensibilidade foi de 53,6% e a
especificidade de 85,5%.

A relacdo linear entre a CCS (expressa em log'?)
e 0 CMT nos quartos mamarios sadios foi represen-
tada pela equacdo Y = 4,1693 + 0,4504%, com a de-
monstracao gréafica apresentada na Figura 1.
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Figura 1. Representacdo grafica da relacdo linear entre
CMT e CCS (log¥) para os quartos mamarios
sadios (p = 0,0015)

Na equacéo que representou a relaco linear en-
tre a CCS e o CMT para os quartos mamarios sadi-
0s, ao substituir-se o valor de “x” pelo escore igual
a “2” parao CMT, ao contrario do considerado nes-
te trabalho em que apenas o escore “1” foi tratado
como negativo, a CCS seria aproximadamente
120.000 células/mL de leite. Este é um valor que,
de acordo com o trabalho, estaria dentro do limite
de normalidade para CCS e que poderia aumentar
a especificidade do CMT, porém, em contrapartida,
acarretaria a reduc¢do da sensibilidade do teste.

A relacdo linear para os quartos mamarios com
mastite subclinica por S. aureus entre a contagem de
células sométicas (expressa em log'®) e o CMT foi
demonstrada pela equagdo Y = 4,6919 + 0,2904x. A
representacdo grafica encontra-se na Figura 2.

Ao substituir-se o valor de “x” pelo escore de
CMT, na equacdo que demonstrou a relacédo linear
entre CCS e CMT em quartos com mastite subclinica
por S. aureus, 0 escore “2” esteve bem préximo ao
limite estimado de 200.000 células/mL de leite, ado-
tado como limiar entre quarto sadio e quarto doen-

te (aproximadamente 190.000 células/mL de leite).
As elevadas sensibilidades para estes dois testes na
mastite por S. aureus demonstraram ser este escore
e este limiar adequados para considerar um quarto
como doente, mesmo que o escore “2” do CMT seja
representado apenas por uma ligeira viscosidade.

4.4

Figura 2. Representacdo grafica da relacdo linear entre
CMT e CCS (log¥) para os quartos mamarios
com mastite subclinica por S. aureus (p <0,01)

Na equacéo, a substituicdo do valor “x” por um
escore superior a “2” para o CMT, demonstraria
aumento da sua sensibilidade no diagnoéstico da
mastite subclinica por S. aureus nos quartos estuda-
dos, mas poderia também acarretar uma reducao
da eficiéncia do mesmo devido a provavel diminui-
céo da especificidade do teste, oposto ao observado
para os quartos sadios. Convém ressaltar o relato
de Preirrer (1999), lembrando que durante a fase ini-
cial de um programa de controle de quaisquer do-
encas e entre elas podemos citar a mastite subclinica
bovina, a sensibilidade de um teste diagnostico é
considerada como a caracteristica mais importante
para garantir que todos os animais doentes em um
rebanho estejam sendo detectados. Porém, quando
se tem uma baixa prevaléncia da doenca, a
especificidade torna-se mais importante e um segun-
do teste diagnostico pode ser conduzido para au-
mentar a capacidade de identificacdo de animais ndo
doentes.

Na&o foi demonstrada relacéo linear entre a CCS
e 0 CMT para 0s quartos mamarios com mastite
subclinica por Corynebacterium spp.
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CONCLUSOES

A CCS e o CMT apresentaram eficiéncia superi-
or para o diagnostico da mastite subclinica quando
o S. aureus era isolado posteriormente, a0 compa-
rar-se com as amostras de leite em que o
Corynebacterium spp era isolado. Quando conside-
radas apenas as bactérias do grupo Corynebacterium,
a CCS foi a prova mais eficiente para o diagnostico
da mastite subclinica. A ado¢do do numero de
200.000 células/mL de leite demonstrou ser este um
limiar adequado para o diagnostico da mastite
subclinica por S. aureus na propriedade, assim como
0 escore “2” para o CMT.
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