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ABSTRACT

EVALUATION OF INFLAMMATORY INDICATORS IN THE DIAGNOSIS OF
BOVINE MASTITIS
This study evaluates distinct inflammatory gene expressions in the diagnosis of mastitis. A
total of 321 milk samples were tested for bacteriological analysis, of which 46,73% were
positive. Further evidence included somatic cell count (SSC), the California Mastitis Test
(CMT), pH levels, chloride content and electrical conductivity. Predictive values of
inflammation were calculated based on bacteriologic examination as the gold standard test.
SCC and the CMT proved to be the best predictors. Measurements of pH, chloride content,

and electrical conductivity cannot be indicated to detect this disease.
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INTRODUCAO
A mastite € um processo inflamatério da mama usualmente causado por bactérias,

sendo a doenca de maior impacto econdémico na pecudria leiteira mundial. Além disso, € a
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principal causa de descarte de animais, e a prevencado e o tratamento desta enfermidade séo
responsaveis pela maior porcentagem do uso de antimicrobianos em rebanhos leiteiros.

A deteccdo definitiva da mastite é baseada no isolamento de patdgenos através da
coleta asséptica das amostras de leite. No entanto, o exame bacteriologico apresenta
limitacdes devido a exigéncia de exames laboratoriais, tempo requerido para a cultura e
custos. Ademais, os testes bacteriolégicos nem sempre sdo confidveis, ja que 0 sucesso da
cultura varia dependendo do tipo de microrganismo, metodologia de coleta e
procedimentos laboratoriais (PYORALLA, 2003).

A mastite ocasiona mudancas na composicdo lactea, sendo sua extensdo dependente
da resposta inflamatdria. As principais alteracbes na mama incluem a passagem de ions,
proteinas e enzimas do sangue para o leite devido ao aumento da permeabilidade, invasao
de fagocitos e reducdo da capacidade de sintese lactea da glandula. Alguns componentes
sdo mais marcantes que outros podendo ser utilizados como uma ferramenta para a
detecgéo do processo inflamatdrio (PYORALLA, 2003).

A precisdo dos testes diagndsticos pode ser mensurada pela sensibilidade (SE), que
é a proporcdo de animais doentes que sdo corretamente classificados como doentes, e pela
especificidade (ES), que é denominada como a porcentagem de animais sadios que s&o
devidamente enquadrados como sadios. Os valores preditivos positivos (VPP) e negativos
(VPN) sdo definidos como probabilidades que um animal sadio ou doente apresenta de ser
classificado, considerando a prevaléncia da doenca na populacdo estudada. Ja, a razéo de
probabilidades (RP) é definida pelo aumento na probabilidade de um valor positivo seja
um verdadeiro resultado positivo comparado com um animal ndo examinado. Assim, por
exemplo, um valor de cinco da RP indica que os animais que apresentarem resultados
acima do valor de corte estabelecido apresentam cinco vezes mais chances de ser realmente
doente que um animal ndo testado.

Neste trabalho objetivou-se por meio das alteracdes do leite e na glandula mamaéria
avaliar o desempenho de diferentes testes como CCS, CMT, concentracdo hidrogenionica,
conteldo de cloretos e condutividade elétrica na predicdo da presenca bacteriana em
amostras lacteas, com o intuito de se estabelecer meios diagndsticos auxiliares na

identificacdo da mastite infecciosa.

MATERIAL E METODOS
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Foram coletadas 321 amostras lacteas que foram submetidas a determinacdo da
concentracdo hidrogenidnica, teor de cloretos, condutividade elétrica, CCS e CMT e exame
microbiologico.

No exame bacterioldgico, 10ul das amostras de leite foram semeadas em placa de
Petri contendo agar-sangue de carneiro (5 %) e incubadas a 37 °C por 24 e 48 horas, para
posterior identificacdo dos microrganismos através de provas bioquimicas descritas por
LENNETTE et al. (1985), seguida da classificacdo conforme critérios estabelecidos por
KRIEG & HOLT (1994).

A determinacdo da concentracdo hidrogenionica foi realizada em um pH-metro
modelo B474 da Micronal® (Celm®, Barueri, Brasil). A mensuracio da concentragdo de
cloreto (925 Chloride Analyzer, Corning®, Nova lorque, EUA) e a condutividade elétrica
(CE) (Milk Checker®, Téquio, Japdo) foram realizadas em aparelhos utilizados para tal
finalidade. A CCS foi realizada através de esfregacos corados com hematoxilina-eosina,
onde 100 campos foram contados, e 0 CMT foi agrupado em negativo (0) e positivo, este
ultimo subdividido em 1+, 2+ e 3+,

Os dados foram analisados utilizando programa estatistico GraphPad InSat
Software (GraphPad Software, Inc., EUA). Os dados da CCS foram transformados em
escala logaritmica, pois ndo apresentaram distribuicdo normal. As predicGes dos testes
diagndsticos foram avaliadas pelo teste exato de Fisher através da SE, ES, VPP, VPN e RP
considerando o exame bacteriolégico como padrdo ouro. Nestes casos, foram utilizados 0s
valores de corte para SE, SP, VPP, VPN e RP na CCS de 5,00; 5,30 e 5,60 por estarem
dentro dos parametros estabelecidos pela Instrucdo Normativa 51 e sugeridos por RUEGG
& REINEMANN (2002); no CMT empregou-se valores de 0 (zero) e 1 (um); na CE
estabeleceu-se os valores de 4,0; 5,5 e 6,75 como proposto por RUEGG & REINEMANN
(2002) e BRUCKMAIER et al. (2004), no pH utilizou-se os valores de 6,63; 6,69 e 6,81, e
na concentragéo de cloretos os valores de 100,5; 142,7 e 183,5 mg/100 mL como sugerido
por OGALA et al. (2007) em animais com alta e baixa contagem de células somaticas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Na prova bacterioldgica foram observadas 46,73% das amostras positivas. Destas,
64,00% foram isolados Staphylococcus sp., 19,33% Streptococcus sp., 10,67%
Corynebacterium sp., 2,67%  Staphylococcus spp. e Streptococcus sp., 2,00%

Staphylococcus spp. e Corynebacterium sp. e 1,33% Streptococcus sp. e Corynebacterium
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sp.. Desta forma, o presente estudo corrobora com os dados descritos por BARKEMA et
al. (2006) e MACHADO et al. (2008), onde se ressaltou a importancia do género
estafilocococos na etiologia das mastites bovina.

Na CCS foram encontrados valores logaritmicos de 4,70 (+ 0,71) e 5,48 (+ 0,75)
células/mL para os animais negativos e positivos (p< 0,0001), respectivamente. E ao
considerar a proporcdo das populacbes de leucocitos presentes no leite, dado pela
proporcdo de polimorfonucleares sobre a de mononucleares, observou-se os valores de
1,72 (+ 2,53) e 3,72 (+ 4,67) nos animais negativos e positivos no exame bacterioldgico
(p< 0.0001), respectivamente. No CMT, obteve-se os valores médios de 0,22 (+ 0,63) para
0S animais negativos e 0,91 (+ 1,01) para os positivos (p <0,0001). Na concentragéo
hidrogenidnica foram observados valores de 6,57 (+ 0,17) e 6,63 (+ 0,18) para os animais
negativos e positivos (p< 0,0055), respectivamente. No teor de cloretos encontrou-se
104,70 (+ 25,58) e 109,90 (+ 30,98) mg/100 mL para 0s animais negativos e positivos (p=
0,1017), respectivamente. Na CE observou-se valores de 4,51 (+ 0,69) para 0s animais
negativos e 4,60 (+ 0,74) mS/cm para 0s negativos (p = 0,249).

Os valores da SE foram de 0,831; 0,674 e 0,622, da SP de 0,739; 0,774 e 0,787, do
VPP de 0,757; 0,858 e 0,905, e do VPN de 0,817; 0,540 e 0,388, e da RP de 3,183; 2,979 e
2,915 para a CCS quando se utilizou os valores de corte de 5,00 (p>0,0001), 5,30 (p
<0,0001), e 5,60 (p <0,0001), respectivamente. Os valores da SE foram de 0,888 e 0,935,
da SP de 0,470 e 0,227, do VPP de 0,652 e 0,577, do VPN de 0,789 e 0,756, e da RP de
1,675 e 1,209 para 0 CMT quando se estabeleceu os valores de corte de 0 (p <0,0001) e 1
(p <0,0001), respectivamente. Os valores da SE foram de 0,805; 0,894 e 0,970, da SP de
0,384; 0,238 e 0,053, do VPP de 0,594; 0,568 e 0,534, do VPN de 0,637; 0,667 e 0,615, e
da RP de 1,307; 1,173 e 1,025 para o pH quando se empregou os valores de corte de 6,63
(p< 0.0002), 6,69 (p< 0,0026) e 6,81 (p = 0,397), respectivamente. Os valores da SE foram
de 0,610; 0,976 e 0,994, da SP de 0,497; 0,106; 0,053, do VPP de 0,575; 0,550 e 0,540, do
VPN de 0,532; 0,80 e 0,889, e da RP de 1,211; 1,092 e 1,050 para a concentracdo de
cloretos quando se utilizou os valores de corte de 110,5 (p <0,070), 142,7 (p <0,025) e
183,5 mg/100 mL (p <0,0015), respectivamente. Os valores da SE foram de 0,503; 0,982 e
0,994 da SP foram de 0,567; 0,060 e 0,020, do VPP de 0,567; 0,538 e 0,532, do VPN de
0,503; 0,75 e 0,75 e da RP de 1,161; 1,044 e 1,014 para a CE quando se estabeleceu os
valores de corte de 4,00 (p= 0,219), 550 (p= 0,075) e 6,75 mS/cm (p= 0,347),

respectivamente.

729



Ciéncia Animal Brasileira — Suplemento 1, 2009 — Anais do VIl Congresso Brasileiro de Buiatria

A CCS é um marcador inflamatério da glandula maméria, sendo amplamente
utilizado no diagnostico da mastite (RUEGG & REINEMAN, 2002). O isolamento
bacteriano foi associado com aumento significante na CCS, principalmente decorrente do
aumento de polimorfonucleares, apresentando como o melhor preditor para a determinacéo
da presenca bacteriana. O escore de CMT, que foi positivamente correlacionado com a
CCS (r =0,73; p<0,0001) e presenca bacteriana (p<0,0001).

O aumento do pH durante a mastite estd associado com o aumento da
permeabilidade da glandula mamaria aos componentes sanguineos, o que faz com que
ocorra a migracdo de componentes alcalinos do sangue, principalmente o ion bicarbonato.
Um aumento significativo na concentracdo hidrogeniénica foi encontrado, como
demonstrado por OGALA et al. (2007) em animais com baixa e alta CCS, porém o0s
valores preditivos encontrados foram apenas razoaveis ao confrontar com a CCS.

Os ions cloreto e os ions sodio estdo presentes na circulagdo sanglinea e durante a
mastite atravessam os capilares sanglineos, direcionando-se ao lumen dos alvéolos da
glandula mamaria. Tal processo ocorre devido ao aumento da permeabilidade vascular e a
destruicdo das juncbes celulares e do sistema de bombeamento idnico causados pelo
processo inflamatério (ZAFALON et al., 2005). Vérios autores ao avaliarem a
condutividade elétrica do leite, que é determinada pela concentracdo idnica, e a
concentracdo de cloretos relataram baixa predicdo destes testes na deteccdo de mastite
infecciosa, como encontrado no presente estudo, sendo ainda sugerida a andlise entre as
metades com o intuito de se melhorar a predicdo do teste (RUEGG & REINEMAN, 2002).
Foi também relatado que estes parametros apenas podem ser utilizados no diagnostico
desta enfermidade no leite proveniente da presente na cisterna do teto anterior a ejecdo do
leite pelos alvéolos (BRUCKMAIER et al., 2004).

Todavia, estes parametros podem ser influenciados por fatores como idade, estagio
lactacional, producéo, estacdo do ano, fracdo lactea coletada, e variagdes entre animais,
patogenicidade do agente, podendo refletir na avaliacdo dos testes analisados. Ainda,
grande parte da predicdo dos testes diagnosticos é baseada no exame bacterioldégico como
padrdo ouro, no entanto a mastite nem sempre requer a presenca bacteriana, ou se consegue
sucesso no isolamento bacteriano (PYORALA, 2003; ZAFALON et al., 2005).

CONCLUSAO
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A CCS e o CMT apresentaram-se como ferramentas confiaveis para o diagnostico
da mastite, ndo podendo o mesmo ser aplicado para os demais testes.
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