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The aim of this study was to evaluate the somatic cell profile in the subclinical mastitis
in dairy buffaloes in the Brazilian Northeastern. One thousand eight hundred ninety six
milk samples from 474 buffaloes proceeding from four dairy farms located in the states of
Pernambuco, Alagoas, Bahia and Ceara were analyzed. The lactic secretion was submitted
to the California Mastitis Test (CMT) and the positive samples, from two crosses on were
collected for the somatic cell count (SCC) and microbiologic exam. It was observed that
the positive samples at the microbiologic exam presented SCC between 280,000 and
401,000 cells/mL with median of 328,000 cells/mL. It was concluded that SCC values
above 280,000 cells/mL is an indication of mammary gland infection, however, the
microbiologic exam of the milk is the best method for the diagnostic of subclinical mastitis
in buffaloes. The observation of Staphylococcus coagulase-negative exerting influence in
the SCC elevation must be subject of further studies in order to elucidate the pathogenicity
of this group of microorganisms in mastitis of buffaloes.
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RESUMO.- Objetivou-se com esse estudo avaliar o perfil
de células somaticas na mastite subclinica em bufalas
leiteiras no Nordeste do Brasil. Foram analisadas 1896
amostras de leite de 474 bufalas procedentes de quatro
propriedades de exploracao leiteira nos Estados de Per-
nambuco, Alagoas, Bahia e Ceara. A secrecéo lactea de
cada teto foi submetida ao Califérnia Mastitis Test (CMT)
e as amostras positivas, a partir de duas cruzes foram
coletadas para realizagcao da contagem de células somati-
cas (CCS) e exame microbiolégico. Observou-se que as
amostras positivas no exame microbioldgico apresenta-
ram CCS entre 280.000 a 401.000 cel/mL com mediana de
328.000 cel/mL. Conclui-se que valores de CCS acima de
280.000 cel/mL é um indicativo de infecgdo da glandula
mamaria, contudo o exame microbioldgico do leite é o
melhor método para diagndstico da mastite subclinica em
bufalas. A observagdo dos Staphylococcus coagulase
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negativa exercendo influéncia na elevacao da CCS deve
ser objeto de outros estudos para elucidar a patogenicidade
desse grupo de microrganismos na mastite de bufalas.

TERMOS DE INDEXAQAO: Leite, bufalos, mastite, microbiolo-
gia, contagem de células somaticas, diagndstico.

INTRODUCAO

A expresséao “células somaticas” é aplicada para designar
leucdcitos e células epiteliais provenientes da esfoliacao
dos acinos galactéforos do Ubere, cisterna mamaria e cis-
terna do teto e s&o eliminadas no leite durante o curso nor-
mal da lactagéo (Galiero & Morena 2000). A inflamacéo da
glandula mamaria resultante da introdugcao e multiplicacéo
de microrganismos patogénicos conduz a uma série com-
plexa de eventos que reduz a atividade sintética da glandu-
la, provoca mudancas na composicao do leite e eleva a
contagem de células somaticas (CCS). A CCS, sendo uma
expressao direta da severidade do processo inflamatario, é
o parametro usualmente utilizado para avaliar a saude do
Ubere em relacao a qualidade e higiene do leite e monitora-
mento em programas de controle de mastites (Harmon 1994).

Ao considerar leite de conjunto, em 1994, a legislacao
da Comunidade Européia determinou que o leite de origem
bovina, caprina, ovina ou bubalina, quando destinado ao con-
sumo humano deve apresentar, entre outras caracteristi-
cas, uma contagem maxima de células somaticas de
400.000 células/mL (Bierens 1993).

Para bufalas, no Brasil, ainda nao existe uma legisla-
¢ao que regulamente o padrao de CCS e o uso de pardme-
tros utilizados para bovinos de CCS tem-se mostrado ina-
dequado, pois os valores das contagens sao significante-
mente menores em bubalinos do que nos bovinos (Amaral
2005, Araujo & Gheller 2005).

Piccinini et al. (2006) sugeriram a contagem de 400.000
células/mL como ponto de triagem para o leite bubalino.
Entretanto, diversos autores adotaram o valor de 500.000
células/mL para selecionar os quartos com presencga ou au-
séncia do quadro subclinico, sem necessariamente utiliza-
rem a confirmagao microbioldgica (Vianni et al. 1990, Tuteja
et al. 2001, Singh et al. 2002, Vivek et al. 2002, Dhakal
2004, Singh et al. 2004).

Bufalas com elevada CCS apresentam reducgao da produ-
cao de leite (Petrova & Tzankova 1999, Ceron-Mufioz et al.
2002a, Tripaldi et al. 2003), alteracdes dos teores de seus
constituintes (Petrova & Tzankova 1999, Tripaldi et al. 2003)
e alteragdes no tempo de coagulagdo do leite no processo de
fabricac@o de queijos, comprometendo a qualidade, pro-
cessamento e rendimento industrial (Tripaldi et al. 2003).

Considerando o reduzido numero de trabalhos envol-
vendo a qualidade do leite de bufalos no Brasil, objetivou-
se com esse estudo avaliar o perfil de células somaticas e
a mastite subclinica em bufalas no Nordeste do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 1896 amostras de leite de 474 bufalas pro-
cedentes de quatro propriedades de exploracéo leiteira situa-
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das nos Estados de Pernambuco, Alagoas, Bahia e Ceara. Os
rebanhos eram constituidos de animais de diferentes idades,
da raga Murrah e seus mesticos e se encontravam em diferen-
tes estagios de lactagdo. Eram criados em sistema intensivo
ou semi-intensivo e submetidos a ordenha mecénica canali-
zada ou balde ao pé.

A secrecao lactea de cada teto foi submetida ao Califérnia
Mastitis Test (CMT) (Schalm & Noorlander 1957). As amostras
positivas ao CMT, a partir de duas cruzes (641 amostras) fo-
ram coletadas para a avaliagdo da CCS e realizagdo do exa-
me microbioldgico.

Para avaliagdo da CCS, as amostras foram acondiciona-
das em frascos apropriados contendo o conservante Bronopol”,
sendo imediatamente refrigeradas e encaminhadas ao labo-
ratério. A contagem de células somaticas foi realizada no La-
boratdrio da Rede Brasileira de Qualidade do leite na Univer-
sidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, por meio de
equipamento eletrénico SomaCount 300 pelo método de cito-
metria de fluxo (IDF 1995).

As amostras de leite para as analises microbioldgicas fo-
ram obtidas apds prévia lavagem do ubere com agua e sabao,
secagem com papel toalha e anti-sepsia do 6stio do teto com
alcool a 70°GL. Coletaram-se aproximadamente cinco mL de
leite em frascos com tampa rosqueavel, esterilizados e previa-
mente identificados com 0 nome ou nimero do animal e quar-
to mamario, sendo enviadas ao laboratério em caixas
isotérmicas contendo gelo reciclavel para processamento no
laboratdrio de Bacterioses dos Animais Domésticos da UFRPE.

Aliquotas de 10uL de leite foram semeadas em placas de
agar base enriquecido com 5% de sangue ovino e posterior-
mente foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C, reali-
zando-se leituras apds 24, 48h e 72h. Posteriormente foram
observadas as caracteristicas morfoldgicas das colénias como
tamanho, tipo, coloragdo e presenca de hemdlise. Ao micros-
copio foram observadas a disposicao das células e as caracte-
risticas morfotintorias a técnica do Gram (Carter 1991).

A classificagéo das bactérias Gram positivas foi realizada de
acordo com Quinn et al. (1994). Para a identificagao dos isolados
de Staphylococcus spp. foram realizadas provas bioquimicas como
producéo de coagulase livre, DNase e catalase, segundo Silva et
al. (1997). As provas de produgéo de acetoina, fermentacdo da
glicose (anaerobiose) e do manitol (aerobiose e anaerobiose)
foram realizadas de acordo com Mac Faddin (1980). Os isolados
foram classificados em Staphylococcus aureus (S. aureus), quan-
do positivo em todos os testes, Staphylococcus coagulase positi-
va (SCP), quando positivo para a produgdo da coagulase, fer-
mentacao da glicose em anaerobiose e catalase, mas negativo
em algum dos outros testes. Em Staphylococcus coagulase ne-
gativa (SCN) quando a bactéria nao coagulava o plasma de coe-
Iho, apresentava caracteristicas de estafilococos na técnica de
coloracéo de Gram, fermentava a glicose em anaerobiose e
produzia a catalase (Baird-Parker 1990).

Para a identificagcédo das enterobactérias foram utilizadas
as seguintes provas bioquimicas: produgéo de urease, reacao
em Agar Triplice Actcar Ferro (TSI), teste de VM/VP (VM - rea-
¢éo de Vermelho de Metila; VP - reagéo de Voges-Proskauer),
teste em Agar SIM (S - produgéo de H,S; | - produgéo de Indol;
M - motilidade) e teste em Agar Citrato (utilizagdo do carbono
do citrato), sendo identificadas de acordo com Carter (1991).

Para a avaliagcdo da CCS frente ao cultivo microbioldgico

7 Bronopol®, D & F Control Systems, Dublin, USA.
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(padrao ouro), foram calculados sensibilidade, especificidade
e indicador de concordancia Kappa (Pereira 1995). O teste de
hipéteses foi efetuado com o teste de McNemar, com nivel de
significancia de 5% (Siegel & Castellan Jr 2006). As analises
foram efetuadas com o programa DagStat (Mackinnon 2000).

Na comparagéo da contagem de células somaticas entre
amostras positivas e negativas no cultivo microbioldgico, foi
utilizada a mediana como medida de tendéncia central, uma
vez que os dados nao apresentaram distribuicao normal. A
comparagao entre os dois grupos (positivas e negativas no
cultivo) foi realizada com o teste ndo paramétrico U de Mann-
Whitney. Para as comparagdes das propor¢des de agentes
isolados no cultivo microbioldgico de acordo com o resultado
na CCS foi utilizado o teste de qui-quadrado (Zar 1999). O
nivel de significancia adotado foi de 5% e as andlises foram
feitas com o programa SPSS for Windows verséo 13.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No Quadro 1 encontram-se os resultados da média da CCS
em relacéo ao exame microbioldgico. Quando se conside-
rou a média de CCS (400.000 cel/mL) estabelecida por
Piccinini et al. (2006) como ponto de corte para o leite de
bufala, observou-se que 220 (54,9%) amostras negativas
e 181 (45,1%) positivas ao exame microbioldgico apresen-
taram média de CCS <400.000 cel/mL, respectivamente.
Quando a média de CCS foi >400.000 cel/mL, observou-
se que 146 (60,8%) amostras foram positivas e 94 (39,2%)
negativas no exame microbioldgico.

Ao analisar a concordancia entre os testes de CCS e exa-
me microbioldgico, considerando esse ultimo como o padrao
ouro verificou-se uma fraca concordancia (K = 0,146), sensi-
bilidade de 44,7% e especificidade de 70,1% (Quadro 1).

Considerando os resultados obtidos nesse estudo, ob-
servou-se que as amostras positivas no exame microbio-
I6gico apresentaram CCS entre 280.000 a 401.000 cel/mL
com mediana de 328.000 cel/mL, independente do micror-
ganismo isolado. As amostras negativas no exame micro-
biolégico apresentaram CCS entre 164.000 a 232.000 cel/
mL com mediana de 197.000 cel/mL. Observou-se dife-
renca significativa entre a CCS entre os dois grupos
(p=0,0001) (Quadro 2).

Os resultados médios obtidos nesse estudo para con-
siderar as amostras positivas em ambos os testes estao
proximos daqueles relatados na literatura internacional e
podem ser Uteis ao proprietario que utiliza a CCS para ava-

Quadro 1. Resultado da média de CCS frente ao exame
microbioldgico em amostras de leite de bufalas em
propriedades no Nordeste do Brasil

CCS Exame microbioldgico Total
Negativo Positivo N %
N % N %
<400 220 54,9 181 451 401 100,0
> 400 94 39,2 146 60,8 240 100,0

Sensibilidade: 44,7% (IC 95% = 39,2% - 50,2%).

Especificidade: 70,1% (IC 95% = 64,7% - 75,1%).

Indicador Kappa: 0,146 (IC 95% = 0,072 — 0,220); concordancia fraca.
Teste de McNemar: p< 0,0001.

Quadro 2. Mediana e intervalo de confianca de 95% (IC
95%) da contagem de células somaticas (CCS) em
amostras de leite de bufalas em propriedades no Nordeste
do Brasil, segundo o resultado do cultivo microbiolégico

Exame Ne de Contagem de células p*
microbiolégico amostras somaticas
Mediana  IC 95%,¢giana
Positivo 327 328 280-401 0,0001
Negativo 314 197 164- 232

* Teste U de Mann-Whitney

liar a sanidade da glandula mamaria dos animais dos reba-
nhos na regiao estudada. Ao verificar valores entre 280.000
até 401.000 cel/mL pode-se suspeitar que a amostra seja
positiva e solicitar exame microbioldgico para confirmar o
agente infeccioso envolvido na infec¢ao intramamaria para
implantar medidas de profilaxia e controle. Sabe-se que
existem outros fatores néo infecciosos que também po-
dem elevar a CCS no leite das bufalas como o inicio e final
da ordenha (Dhakal et al. 1991, Bastos 2005), estagéo do
ano (Singh & Ludri 2001).

Carvalho et al. (2007) relataram que o padrao de conta-
gem de CCS para bubalinos é diferente do normalmente
encontrado para bovinos e que os baixos valores de CCS
nado indicam necessariamente a auséncia de infeccao
intramamaria. Esse achado também foi observado no pre-
sente estudo, pois algumas amostras com CCS abaixo do
limite inferior de 280.000 cel/ml foram positivas no exame
microbiologico. Em outros casos também se observaram
amostras de leite com alta CCS e exame microbiolégico
negativo. Sobre esse aspecto Dhakal et al. (1992) chama-
ram de processos inflamatérios inespecificos aqueles que
contavam com mais de 500.000 células/mL acompanhados
de exame microbioldgico negativo em amostras de leite de
bufalas. Esses resultados demonstram que o exame micro-
bioldgico é mais sensivel que a CCS na detecgao da infec-
¢ao esse ultimo deve ser utilizado como teste de triagem
das amostras. Na impossibilidade de relacionara CCS com
0 exame microbioldgico alguns autores adotaram o valor de
500.000 células/mL para selecionar os quartos com presen-
¢a ou auséncia do quadro subclinico (Singh et al. 2002,
Vivek et al. 2002, Dhakal 2004, Singh et al. 2004).

Séao poucos os trabalhos de CCS em leite de bufalas
realizados no Brasil, e na regido Nordeste quase nada se
sabe sobre esse parametro de avaliagcdo da sanidade da
glandula mamaria. Muitas vezes se utiliza os parametros
de CCS para bovinos que podem nao ser adequados para
monitoramento de mastite em rebanhos bubalinos. Sabe-se
que os bubalinos sdo mais resistentes as infec¢cdes
intramamarias que os bovinos e apresentam diferencas quan-
titativas e qualitativas na celularidade do leite (Silva & Silva
1994). Ainda de acordo com Lau (1994), as bufalas apre-
sentam tetos mais pendulosos, contudo o ductus papilaris
€ mais musculoso com maior quantidade de fibras e vasos
sanguineos, funcionando como barreira eficiente contra as
infecgoes. Contudo nesse estudo observou-se que a frequ-
éncia de casos de infeccao no exame microbiolégico foi
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Quadro 3. Frequéncia de microorganismos isolados em leite de bufalas segundo o resultado na
contagem de células somaticas no Nordeste brasileiro

CCSs Exame microbiolégico
Sem Staphyloccoccus  SCP SCN Corynebac-  Bactérias G Outros
isolamento aureus terium
N % % N % % N % N % N %

<400 220 54,9
>400 94 39,3
Total 314 49,1

P =0,00.

0,5 16 4
1,3 14 59
0,8 30 4,7

awn 2

elevada correspondendo a 51% (327/641) das amostras com
CMT a partir de 2+. Esses resultados também demonstra-
ram que o CMT nao foi eficiente para identificar os verdadei-
ros positivos no exame microbioldgico. Embora alguns au-
tores acreditem que o CMT possa ser empregado como
método indireto de auxilio no diagnéstico de mastite subcli-
nica em bufalas, Pardo (2007) observou que existem sérias
restricdes quanto a essa idéia em funcao das baixas conta-
gens celulares, tanto na presenca quanto na auséncia de
bactérias nos quartos mamarios. Concluiram também que
0 exame microbioldgico se apresentou como a referéncia
mais segura na identificacdo de quartos acometidos por
mastite subclinica envolvendo microrganismos.

Os resultados do presente estudo corroboram parcial-
mente com os de Moroni et al. (2006) que analisaram mi-
crobiologicamente amostras de leite bubalino com CCS
acima de 200.000 cel/mL e observaram a presenca de in-
feccao intramamaria em 100% dos quartos, enquanto que
98% das amostras que apresentaram contagem inferior a
este valor foram negativas no exame microbioldgico. De
acordo com esses autores, esse valor de CCS apresenta
uma sensibilidade de 99,1% especificidade de 100% na
identificacao de quartos com e sem infec¢ao, respectiva-
mente. Apesar do limite de CCS semelhante em ambos os
estudos para considerar as amostras positivas no exame
microbioldgico, no presente estudo a sensibilidade e espe-
cificidade foram inferiores aquelas relatadas por esse au-
tor. Ainda quando se considerou a CCS acima de 280.000
cel/mL para efeito de célculo da sensibilidade e especifici-
dade nao se observou grande variacao nesses valores
(Sens = 55,8% e Espec = 62,5%).

Ceron-Munoz et al. (2002b) adotaram a CCS acima de
283.000 células/mL como ponto de corte para considerar a
presenca de mastite subclinica em bufalas, dados que tam-
bém se aproximam dos obtidos nesse estudo.

Por outro lado, os resultados do presente estudo dis-
cordam dos indices de CCS observados por Carvalho et
al. (2007) que estudaram a CCS e o isolamento de agen-
tes causadores de mastite em bufalas em oito rebanhos
na regido do Alto do Sao Francisco, MG e observaram que
as amostras de leite com CCS variando de 12.840 a
149.680 cel/mL apresentaram infecgao por diversos pato-
genos. No presente estudo, a maioria das amostras que
apresentaram CCS entre 164.000 a 232.000 cel/mL foram
negativas no exame microbioldgico.

Ainda ao se avaliar o valor minimo para do intervalo de
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69 17,2 37 9,2 34 8,5 23 57
52 21,8 40 16,7 21 8,8 15 6,3
121 18,9 77 12 55 8,6 38 59

confianca (280.000 cel/mL) observou-se diferenca se com-
parados aos trabalhos anteriormente realizados por Silva
& Silva (1994) que consideraram a CCS no leite de bufalas
normal entre 50.00 e 375.000 cel/mL, enquanto que Galiero
& Morena (2000) relataram valores para a CCS no leite
bubalino entre 50.000 e 100.000 cel/mL.

No Quadro 3 observou-se uma maior frequéncia de bac-
térias Staphylococcus coagulase negativo 52 (21,8%) se-
guido do Corynebacterium spp. 40 (16,7%), bactérias Gram
negativas (8,8%), Staphylococcus coagulase positiva
(5,9%), Staphylococcus aureus (1,3%) nas amostras de
leite com valores de CCS acima de 400.000 cel/mL.

Para bovinos, Zafalon et al. (1999) estudaram a influ-
éncia de Corynebacterium spp., Staphylococcus spp. co-
agulase positivos (SCP) e coagulase negativos (SCN) so-
bre a CCS de quartos mamarios com mastite. Comparan-
do os quartos afetados com os sadios, ressaltaram que
alguns géneros bacterianos exercem maior influéncia so-
bre a contagem de células somaticas. A maior variagao foi
determinada pelos SCN que provocaram uma variagao de
862,7%, ou seja, uma elevacéo de 75.000 para 722.000
células/mL entre os quartos sadios e os afetados. Segui-
ram os Staphylococcus coagulase positivos, com eleva-
¢cao de 613,0% (de 92.000 para 656.000 células/mL) e as
Corynebacterium spp. que determinaram variagcao de
548,2% (de 137.000 para 888.000 células/mL).

Para bufalas, Kapronezai (2004) relatou valores de me-
diana para CCS de 8.500/mL, 10.350/mL e 9.600/mL quan-
do foram isoladas Staphylococcus spp., Streptococcus spp.
e Corynebacterium spp., respectivamente. Apesar de nes-
se estudo néo se ter calculado a CCS por microrganismo
isolado, a CCS de uma forma geral esteve mais elevada.
No presente estudo essa andlise n&o foi realizada, pois se
optou por avaliar a presenca da infecgéo independente do
microrganismo uma vez que essa € a realidade de campo.

CONCLUSAO

Conclui-se que valores de CCS acima de 280.000 cel/mL
sa&o um indicativo de infecgéo da glandula mamaria, con-
tudo o exame microbiolégico do leite € o melhor método
para diagndstico da mastite subclinica em bufalas. A ob-
servagéo de Staphylococcus coagulase negativa exercendo
influéncia na elevagédo da CCS deve ser objeto de outros
estudos para elucidar a patogenicidade desse grupo de
microrganismos nos processo inflamatério da glandula ma-
maria de bufalas.
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