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RESUMO

Mastite ¢ o processo inflamatério da glandula mamaria, principalmente de origem infecciosa,
caracterizada por alteragdes fisico-quimicas e microbiologicas do leite e patologicas do tecido
glandular mamario. No presente estudo foram analisadas amostras de leite (n=241) de ovelhas da raga
Bergamacia, durante oito semanas de lacta¢do, com intuito de verificar o efeito da mastite subclinica
avaliada pelo Califérnia Mastitis Test (CMT) e cultivo microbioldgico, na contagem de células
somaticas (CCS), procedida em aparelho eletronico. Amostras de leite provenientes de glandulas
mamarias sadias revelaram valores com média correspondente a 36.285 células/ mL e amostras de
leite reativas ao CMT, representado por +, 2+ ou 3+, de acordo com o grau de inflamacao, valores
médios equivalentes a 70.600 células/ mL, 288.714 células/ mL e 653.285 células/ mL,
respectivamente. Verificou-se ainda que independente do escore de inflamagdo, amostras de leite
positivas ao CMT exibiram valores na média de 267.579 células/ mL na ausé€ncia de microrganismos ¢
489.400 células/ mL quando associadas ao isolamento microbiano, ou seja, nas condigdes de infecg¢do
intramamadria. Os microrganismos isolados foram Staphylococcus spp. (59,46%), Streptococcus spp.
(16,22%), Bacillus spp. (16,22%), Corynebacterium spp. (5,40%) e Serratia spp. (2,7%). Através dos
resultados do CMT e cultivo bacteriano, foi observado efeito significativo (P<0,0001) da inflamacgao e
infecgdo intramamaria na CCS. Sendo assim, pode-se concluir que o aumento de células somaticas no
leite esteve diretamente relacionado aos resultados obtidos no CMT, bem como com a presenca de
microrganismos, ressaltando-se a importancia destas analises como métodos complementares entre si
no diagndstico de mastite no rebanho ovino.
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THE MASTITIS EFFECT ON SOMATIC CELLS COUNTING (SCC) IN BERGAMACIA
BREED EWES.

ABSTRACT

Mastitis is the inflammation of the mammary gland, mainly of infectious origin, characterized for
physical-chemical and microbiological alterations of the milk and pathological of mammary gland
tissue. In this study milk samples (n=241) of Bergamacia breed ewes were analyzed, during eight
weeks of lactation, to see subclinical mastitis response through California Mastitis Test (CMT) and
microbiological culture, in the somatic cells counting (SCC) proceeded in electronic equipment. Milk
samples obtained of healthy mammary glands showed average values corresponding to 36,285
cells/mL and milk samples reactive to CMT represented by +, 2+, or 3+, according to inflammation
degree, average values equivalents to 70,600 cells/mL, 288,714 cells/mL, and 653,285 cells/mL,
respectively. Regardless to inflammation score, positive response to CMT milk samples showed
average values at about 267,579 cells/mL in microorganisms absence and 489,400 cells/'mL when
associated to microbial isolation, i.e., in mammary infection conditions. The microorganisms isolated
were Staphylococcus spp. (59.46%) Streptococcus spp. (16.22%), Bacillus spp. (16.22%),
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Corynebacterium spp. (5.40%), and Serratia spp. (2.7%). Through CMT results and bacterial culture a
significative effect (P<0.0001) of inflammation and mammary infection in SCC was observed.
Therefore, it can conclude that the increase of milk somatic cells was related with the results of the
CMT as well as with the presence of isolated microorganisms that reinforce the importance of these
tests as complementary methods in the diagnosis of mastitis in flock ewes.

Key words: subclinical mastitis, milk, ewes, microorgranisms, somatic cells.

EFECTO DE LA MASTITIS EN LA CONTAGEN DE CELULAS SOMATICAS (CCS) EN
OVEJAS DE LA RAZA BERGAMACIA

RESUMEN

La mastitis es un proceso inflamatorio de la glandula mamaria de origenes infecciosa y se caracteriza
por alteraciones fisico- quimicas y microbiologicas de la leche y patoldgicas del tejido glandular de la
mama. En el presente estudio fueron analizadas muestras de le leche (n= 241) de ovejas de la raza
Bergamacia, durante 8 semanas de lactacdo, con el fin de verificar el efecto de la mastitis subclinica
atraves del cultivo microbioldgico, contage electronica de las células somaticas (CCS), y por
California Mastitis Test. Las muestras de leche provenientes de glandulas mamarias sanas, revelan
valores en media correspondiente a 36.285 células /mL y muestras de leche reactivas al CMT
representadas por +, 2+ o 3+, de acuerdo al grado de inflamacion, tienen sus valores medios
equivalentes a 70.600 células/ mL, 288714 células/ mL y 653.285 células/ ml respectivamente. Se
observo que independientemente del nivel de inflamacion, muestras de leche positivas al CMT
mostraran valores en media de 267.579 células/ mL en la falta de microorganismos y 489.400 células/
mL cuando existen aislamiento microbiano, o sea, en condiciones de infeccion intra mamaria. Los
microorganismos aislados fueron Staphylococcus spp. (59,46%), Streptococcus spp. (16,22%),
Bacillus spp (16,22%), Corynebacterium spp. (5,40%) e Serratia spp. (2,7%). Por los resultados del
CMT y del cultivo bacteriano hubo efecto significativo (P<0,0001) de inflamacién e infeccion intra
mamaria en la CCS. Siendo asi, podemos concluir que el aumento de células somaticas en la leche,
esta directamente relacionado la presencia de microorganismos, resaltando la importancia en el
diagnostico de la mastitis del rebafio ovino.

Palabras-clave: mastitis subclinica, leche, ovejas, microorganismos, células somaticas.

INTRODUCAO

Mastite ¢ a inflamacdo da glandula mamaria conseqiiente, principalmente, a processos
infecciosos. Caracteriza-se por alteragdes fisico-quimicas e bacterioldgicas do leite e patologicas do
tecido glandular mamario. E considerada a principal afecgdo que acomete rebanhos leiteiros, com
significativa importancia econdmica, pois promove depreciagdo do valor nutritivo do leite e
diminuicdo no rendimento de subprodutos, além de perdas relacionadas a sanidade do animal e
impacto negativo a satde publica, pela veiculagdo de patdogenos causadores de infecgdes e
toxinfecgoes alimentares consideradas zoonoses, e residuos de antimicrobianos no leite (LANGONI et
al., 2004). A mastite subclinica tem sido considerada a forma mais preocupante, pois se caracteriza
pela auséncia de sinais clinicos, o que dificulta a sua deteccdo e conseqiiente intervencao terapéutica
(FERREIRA et al., 1999), sendo assim, pode permanecer silenciosamente no rebanho, sem alteragdes
evidentes do tibere e da secrecdo lactea, porém, com efeitos significativos tanto na produgdo como na
qualidade do leite (RADOSTITS et al., 2002).

O leite é composto por células somaticas que constituem diferentes tipos leucocitarios e pequena
porcentagem de células epiteliais provenientes da esfoliagdo dos acinos galactoforos do ubere, cisterna
mamaria e cisterna do teto (GALIERO e MORENA, 2000). Segundo Menzies e Ramanoon (2001), o
leite de ovelha em condicdes fisioldgicas € composto por 50 a 70% de macrdéfagos, 15 a 40% de
leucocitos polimorfonucleares, 6 a 14% de linfocitos, e menos de 5% por células epiteliais. Bergonier
et al. (2003) observaram 45 a 85% de macrofagos, 10 a 35% de leucécitos polimorfonucleares, 10 a
17% de linfécitos e menos de 2 a 3% de células epiteliais em amostras de leite procedentes de ovelhas
sadias. Gomes et al. (2006) verificaram maior prevaléncia de leucocitos mononucleares, com valor
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mediano de 0,94x10° comparado aos leucdcitos polimorfonucleares, com mediana de 0,63x10°
células/ mL de leite proveniente de ovelhas saudaveis. Ja no inicio da infec¢ao, verifica-se predominio
de neutrofilos no tecido mamario e secregdo lactea, correspondendo a 90% ou mais do total de
leucocitos (SORDILLO et al., 1989). Moroni e Cuccuru (2001) constataram 31,1 a 52,6% e 65,9 a
77,6% de neutrofilos em leite de ovelhas sadias e com infecg¢do intramamaria, respectivamente.

Dentre os testes indicadores da prevaléncia da mastite subclinica no rebanho, que avaliam a
porcentagem de células somaticas presentes no leite, destacam-se o California Mastitis Test (CMT),
que estima a contagem de células somaticas pela viscosidade e alteragdo de cor do indicador utilizado
no teste, ¢ a Contagem de Células Somaticas (CCS), usualmente procedida em aparelho eletrénico. O
aumento da CCS ¢ considerado a principal caracteristica para a determinagdo do diagnodstico de
mastite subclinica (PERSONN et al. 1992).

A literatura ainda ¢é escassa principalmente no que se refere aos limites estabelecidos quanto ao
numero de células somaticas presentes fisiologicamente ¢ em condigdes de mastite no leite de ovelhas.
Devido a fatores ndo patologicos, como estagio e numero de lactagdo, periodo do dia e manejo de
ordenha, as amostras de leite de glandulas mamarias sadias durante a lactacdo apresentam variagao de
100.000 a 250.000 células/ mL (PAAPE et al., 2001). Estudos tém revelado CCS de até 1.600.000
células/ mL de leite em ovelhas higidas. Ha a citagdo de contagem celular, em glandulas mamarias
normais, no valor equivalente a 250.000 células/ mL (MENZIES, 2000; PENGOV, 2001). Barbosa et
al. (2004), pela contagem eletronica de células somaticas em leite de ovelhas da raca Santa Inés,
observaram mediana de 114.500 células/ mL em amostras de leite negativas ao CMT. Gomes et al.
(2006) obtiveram valores medianos de CCS eletronica e microscopica de 0,11x10° ¢ 0,16x10° células/
mL de leite em ovelhas sadias, respectivamente. Nos casos de isolamento microbiano, o valor obtido
foi de 778.000 células/ mL. Clements et al. (2003) sugerem para determinacdo de amostras positivas
ao cultivo microbiano o uso do CMT 3+ ou CCS de 1.200.000 células/ mL. Ha divergéncias quanto ao
limite de CCS para realizacdo de cultivo microbiano. O valor mais comumente aceito ¢ de 1.000.000
células/ mL, porém, consideram-se desde baixas (100.000 células/ mL) a altas (1.660.000 células/ mL)
contagens (MENZIES ¢ RAMANOON, 2001). Nunes et al. (2007) relataram valores médios e
desvios-padroes de 732.061 (+/- 1.436.400) e 2.713.727 (+/- 2.811,892) células/ mL de leite
procedente de ovelhas sadias e com infec¢do intramamaria, respectivamente. Estudo a partir de
citometria de fluxo e técnicas de fluorescéncia assinala contagens entre 3.000 a 100.000.000 células/
mL de leite, estabelecendo-se em 150.000 células/ mL, para glindulas mamarias normais e nas
infec¢des subclinicas em 14.000.000 células/ mL de leite (MCFARLAND et al., 2000).

No presente estudo, a avaliagdo dos resultados do CMT associada as analises microbiologicas
pelo cultivo bacteriologico em amostras de leite de ovelhas, objetivou averiguar o impacto da
inflamacao e infec¢cdo intramamaria na contagem de células somaticas.

MATERIAL E METODOS

ANIMALIS E PROPRIEDADE

Foram estudadas 241 amostras de leite provenientes de ovelhas da raca Bergamacia,
pertencentes a Fazenda Edgardia, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - UNESP,
municipio de Botucatu, SP, durante o periodo de lactagdo correspondente a oito semanas, entre 0s
meses de agosto a outubro de 2005.

PROCEDIMENTOS CITOLOGICOS

Inicialmente as ovelhas foram submetidas ao California Mastitis Test (CMT) para avaliagao do
grau de inflamacdo da glandula mamaria, que consiste na ejecdo de aproximadamente 2 mL de leite,
apos descarte dos primeiros jatos, em placa no formato raquete, com receptaculos individuais para
cada teto, e acrescentados 2 mL do reagente CMT, procedendo-se suaves movimentos circulares para
subseqiiente homogeneizagdo e interpretacdo da reacdo segundo Schalm e Noorlander (1957). Os
resultados foram considerados negativos (-), fracamente positivos (+), positivos (2+) e fortemente
positivos (3+), de acordo com a viscosidade e alteracao da colorag@o do indicador utilizado no teste.

Posteriormente, coletaram-se aproximadamente 20 mL de leite de amostras compostas das duas
glandulas mamarias, individual para cada ovelha, tanto de Uberes negativos como positivos ao CMT,
em frascos plasticos contendo conservante bronopol, € encaminhados ao Nucleo de Pesquisa em
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Mastites (NUPEMAS), do Departamento de Higiene Veterinaria e Satde Publica — FMVZ — UNESP,
Botucatu, para realizacdo da contagem de células somaticas em aparelho eletronico, Somacount 300
(Bentley Instruments®).

PROCEDIMENTOS MICROBIOLOGICOS

Foram realizados cultivos de amostras de leite que se apresentaram positivas ao CMT, em ao
menos uma colheita. Com auxilio de al¢a de platina e bico de Biinsen, semeou-se 0,1 mL de leite em
Placas de Petri contendo os meios dgar-sangue ovino a 5% e de 4gar MacConckey. De forma usual, as
placas permaneceram incubadas a temperatura de 37°C, e procedendo as leituras apds 24, 48 ¢ 72
horas, com observacdo do desenvolvimento microbiano. Os microrganismos foram identificados de
acordo com as caracteristicas macroscopicas das coldnias, morfotintoriais pela coloracdo de Gram e
por prova bioquimica de acordo com Carter ¢ Cole Junior (1990).

ANALISES ESTATISTICAS

Para a avaliagdo dos dados de contagem de células somaticas foi utilizado o procedimento
GLIMMIX do programa SAS (SAS, 2002) pela analise de variancia (ANOVA) em que médias foram
consideradas significativas quando P < 0.05. Utilizou-se o modelo experimental Yijk = u +a; + f; +
(af})ix +ez onde: Yijk = valor de CCS obtido sobre influéncia ou ndo da presenga de microrganismos k
e sobre influéncia ou ndo de mastite i, u = media total, a; = valor adicional determinado pela presenca
ou ndo de mastite 7, f§; = valor adicional determinado pela influéncia ou ndo de microrganismos &,
(af)i = valor adicional da interagdo mastite i X microrganismo k e g; = erro total do experimento.
Considerou-se presenga de mastite em Uberes com ao menos um teto com reagdo +1 ao CMT. De
acordo com o design de tratamento, o padrdo de covariancia que melhor se encaixou no modelo
experimental foi o de primeira ordem ante-dependente (ANTE 1) por apresentar menores valores de
critérios de informagdo Akaike e Bayesian (AIC e BIC respectivamente). Utilizou-se também o
denominador de aproximacdo de grau de liberdade Kenward-Roger. Quando significativas, as médias
foram separadas usando as fungdes LSMEANS, DIFF e LINES. Para a interagdo, as médias foram
separadas usando as fungdes LSMEANS, SLICE e SLICEDIFF.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da CCS eletronica, amostras de leite provenientes de glandulas mamarias sadias
revelaram valores entre 1.000 ¢ 816.000 células/ mL, com média correspondente a 36.285 células/ mL.
Pdde-se verificar ainda, de acordo com escore de inflamag@o, representado ao CMT por +, 2+ ¢ 3+,
uma média equivalente a 70.600 células/ mL, 288.714 células/ mL e 653.285 células/ mL,
respectivamente (Figura 1). Os valores obtidos no presente estudo referente ao nimero maximo de
816.000 células/ mL de leite nas condi¢des de saude da glandula mamaria estd de acordo com o limite
de normalidade de 1x10° células/ mL, estabelecido por El-Masannat (1987) pela contagem eletronica.

Das amostras de leite positivas ao cultivo microbioldgico, em apenas 1 (4%) observou-se CCS
acima de 1x10° células/ mL, com escore 3+ ao CMT, em que o microrganismo isolado foi
Staphylococcus spp., obtido com maior freqiiéncia (59,46%) nas amostras de leite analisadas. Foi
observado também o isolamento de Streptococcus spp. (16,22%), Bacillus spp. (16,22%),
Corynebacterium spp. (5,40%) e Serratia spp. (2,7%). Ariznabarreta et al. (2002) em estudo entre
associacdo do isolamento bacteriano e CCS em leite ovino, verificaram prevaléncia de Staphylococcus
spp (78,9%), e maior numero de células somaticas na presenga dos patégenos “maiores”, como
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Mannheimia haemolytica. Pengov (2001) relata
que algumas espécies de Staphylococcus coagulase-negativos, apesar de serem considerados
patégenos “menores” ou comensais, também podem ocasionar alta CCS. Lafi (2006) verificou que
dentre as amostras negativas ao cultivo microbioldgico, 91% apresentaram contagem de células
somaticas inferiores a 1x10° células/ mL e 80%, com reagdes 2 + ao CMT. Das amostras com
desenvolvimento microbiano, apenas 9% apresentaram contagem de células sométicas inferior a 1x10°
células/ mL, e nenhuma, com reagdo inferior a 3 + ao CMT. Billon e Decremoux, (1998) consideraram
significativa a correlagdo entre CMT e CCS. O CMT, apesar de ser um teste subjetivo, pode detectar
casos de infeccdo subclinica quando ndo se € possivel mensurar a contagem celular.

Hartman, M. et al. Efeito da mastite sobre a contagem de células somaticas (CCS) em ovelhas da raga
Bergamacia. Vet. e Zootec., p.213-220, v.16, n.1, mar., 2009.



ISSN 0102-5716 Veterindria e Zootecnia 217

— 700
75' - A 653.285
£ E
g r 600 -
2
8= 500
7N o
o
o % 400
300 - A 288.714
200 -
100 -
A 70.600
A 36.285
0
- 1+ 2+ 3+ CMT

FIGURA 1. Contagem de células somaticas (CCS) eletronica, de acordo com a média
encontrada em amostras de leite provenientes de glandulas mamarias sadias e inflamadas nos
escores 1+, 2+ e 3+, de ovelhas da raca Bergamaicia, durante o periodo de lactacdo
correspondente a oito semanas. Botucatu, 2007.

FIGURE 1. Electronic somatic cell count (SCC), according with the average of the milk
samples from health and inflamated mammary glands in scores 1+, 2+ e 3+, of Bergamacia
ewes, during the period of lactation corresponding to eight weeks. Botucatu, 2007.

A partir dos resultados do CMT e cultivo microbiologico, avaliou-se a contagem de células
somaticas, como observado na Tabela 1. Amostras de leite que apresentaram rea¢do ao CMT,
independente do grau de inflamagdo, exibiram valores entre 2.000 e 3.368.000 células/ mL, com
médias de 267.579 células/ mL na auséncia de microrganismos e 489.400 células/ mL nas condigdes
de infecgdo intramamaria. Berthelot et al. (2006) demonstraram diferenga significativa (P<0,001) entre
log CCS de amostras de leite de ovelhas negativas e positivas ao cultivo microbiologico, nos valores
de 2,19 (+/- 0,7) e 3,02 (+/- 0,8), respectivamente. ~No presente estudo, pode-se observar pelos
resultados do CMT e cultivo microbioldgico, efeito significativo (P<0,0001) na CCS. A inflamagao da
glandula mamaria, avaliada pelo CMT, associada a presenca de microrganismos, ou seja, nas
condi¢cdes de infec¢do intramamaria, revela um maior nimero de células somaticas.
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TABELA 1. Contagem de células somaticas avaliadas de acordo com os resultados do CMT,
independentemente do grau de inflamagdo da glandula mamadria, e cultivo microbiologico, em
amostras de leite de ovelhas da raga Bergamacia, durante o periodo de estudo correspondente a oito
semanas de lactagdo. Botucatu, 2007.

TABLE 1. Somatic cell count evaluated according to the results of CMT, independently of the grade
of the mammary gland inflammation, and microbiological culture, in Bergamacia ewe milk samples,
during the period of study corresponding to eight weeks of lactation. Botucatu, 2007.

CCS (células/ mL) Microrganismos
SCC (cells/ mL) (Microorganisms)
Ausente Presente
(Absent) (Present)
CMT
Positivo 267.579"™" 489.400"
(Positive)
Negativo 36.285 77.760%
(Negative)

* Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam diferencga estatistica significativa na contagem de células somaticas
em relagdo a presenca ou ndo de microrganismos.

** Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica significativa na contagem de células
somaticas em relagdo a CMT positivo ou negativo.

CONCLUSOES

Pode-se concluir pelo presente estudo que houve efeito significativo dos resultados considerados
positivos ao CMT e da presenca de microrganismos, no aumento da CCS, ressaltando-se a importancia
destas analises como métodos complementares entre si no diagnostico de mastite no rebanho ovino.
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