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Introducao

O consumo do leite de cabra é de grande
importancia para a seguranca alimentar,
principalmente na diminuicao da desnutricao de
criancas em regioes de dificil acesso a outras
proteinas de origem animal (HAENLEIN, 2004).
Porém, atributos como a producao de leite de
qualidade na propriedade devem ser mantidos
durante o processo produtivo, para que se
obtenha um produto final diferenciado que atenda
as exigéncias e necessidades de todos os
consumidores. Entre esses atributos de qualidade,
destaca-se o controle de enfermidades que
possam contaminar o leite. Nesse sentido, a
mastite é considerada uma enfermidade que
requer uma atencao especial dos sistemas de
exploracao pecuaria, devido aos prejuizos
causados pela reducao na producao e pela baixa
qualidade do leite produzido.
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A mastite caracteriza-se por um processo
inflamatério da glandula mamaria, sendo na
maioria das vezes de origem infecciosa (bactérias,
fungos, leveduras). De acordo com a intensidade
do processo inflamatério, as mastites sao
classificadas em clinica e subclinica. A mastite
clinica caracteriza-se por modificagoes visiveis no
leite, como a presenca de grumos de fibrina ou
pus e, muitas vezes, alteracdes na glandula
mamaria, como aumento de volume, presenca de
dor, aumento de temperatura e rubor. A mastite
subclinica, por sua vez, nao apresenta sinais
clinicos evidentes. O leite apresenta aspecto
macroscépico normal e nao ha sinais visiveis de
inflamacao do ubere, podendo ser detectada
somente por provas indiretas no leite (RADOSTITS
et al., 2002).

Por se tratar de um processo inflamatério, a
enfermidade determina uma série de alteracoes
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que levam a mudancgas nos parametros fisico-
quimicos e celulares do leite, além de reduzir a
producao e alterar a composicao do leite, de modo
a comprometer a sua qualidade. De maneira geral,
ha um aumento dos componentes sanguineos no
leite e uma diminuicao dos componentes normais.
Contudo, a magnitude dessas mudancas varia em
funcao da severidade do quadro, da duracao da
infeccao e do micro-organismo envolvido no
processo (BRAMLEY et al., 1998; PHILPOT;
NICKERSON, 2002).

Os caprinos possuem glandulas com tipo de
secrecao apocrina e durante a lactacao liberam
corpusculos resultantes do desprendimento das
células do epitélio de revestimento dos alvéolos
(PAAPE et al., 2007). Essas estruturas possuem
didmetro e morfologia semelhantes a leucécitos,
contém grande quantidade de proteina e RNA,
porém nenhum DNA. Sendo assim, normalmente a
Contagem de Células Somaticas no leite de cabras
nao infectadas € maior quando comparado ao leite
de vacas nao infectadas (SOUZA et al., 2009).

Apesar de nao existirem padroes estabelecidos
pela legislacao brasileira do nimero méaximo de
células somaticas em leite de cabra, contagens a
partir de 1.000.000 CS/mL tém sido utilizadas como
base para detectar leite de animais com mastite
(PAES et al., 2003). Nos Estados Unidos o
estabelecido para a CCS de cabras é 1.000.000
CS/mL e na Uniao Europeia nao ha limite legal
preconizado (PAAPE et al., 2007).

Para o diagnostico da mastite, é ideal a associacao
de avaliacoes que detectem a inflamacao
precocemente. Recomenda-se, portanto, a
realizacao do exame clinico, além da avaliagao
macroscopica, celular e microbioldgica do leite
conforme especificado a seguir.

Diagnostico da mastite

Exame clinico da glandula mamaria

O exame clinico da glandula mamdéria sera
utilizado para o diagnéstico da mastite clinica e
devera ser realizado por meio da inspecao e a
palpacao das metades mamarias no momento da
antissepsia dos tetos, na pré-ordenha,
observando-se alteragcbes como aumento de

volume, presenca de dor, aumento de temperatura
e rubor.

Teste da caneca telada

O teste da caneca telada ou de fundo escuro serve
para observar a saude do ubere dos animais e
diagnosticar a mastite clinica, que se caracteriza
por modificacOes visiveis no leite, como a
presenca de grumos de fibrina ou pus. Sendo
assim, deverao ser ordenhados os trés primeiros
jatos na caneca telada, e em seguida observam-se
as caracteristicas do leite (RADOSTITS et al., 2002).
As cabras com mastite clinica devem ser
separadas do rebanho e tratadas de acordo com as
orientacoes de um médico veterinario.

Figura 1. Realizacao do teste da caneca telada.

California Mastitis Test (CMT)

A reacao do California Mastitis Test (CMT) se
processa entre o reagente e o material genético
das células somaticas presentes no leite, formando
um gel, cuja concentracao é proporcional ao
numero de células somaticas. A interpretacao do
CMT se baseia na observacao visual do leite apos
ser misturado ao reagente (lauril sulfato de sodio a
3%). Para a realizagao do teste, imediatamente
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apos a higienizacao dos tetos deverao ser colhidos
cerca de dois mililitros de cada metade mamaéria
em cada compartimento circular da bandeja
plastica. Depois do escoamento do excesso de leite
efetuado por inclinacao da bandeja, sera
adicionada em cada compartimento, igual
quantidade do reagente, tendo-se o cuidado de
evitar a formacao de espuma. A homogeneizacao
sera efetuada por meio de movimentos circulares e
uniformes, durante 10 a 15 segundos, quando as
leituras e a interpretacao da prova serao realizadas.
A interpretagdo mais comum do CMT considera os
escores: negativo (normal), reacao positiva fraca
(+), reacao positiva (++) e reacao fortemente
positiva (+++). Apesar de o CMT ser um teste
subjetivo (nao conta as células, apenas faz uma
estimativa), existe uma correlacdo entre os escores
e a Contagem de Células Somaticas, porém essa
estimativa esta bem definida para leite de vaca, nao
apresentando validade para leite de cabra.

Figura 2. Realizacao do California Mastitis Test.

Avaliacao microbiologica

A avaliagao microbiolégica é considerada o melhor
teste para o diagnostico das infeccoes
intramamarias. Varios micro-organismos podem
causar mastite em pequenos ruminantes, porém
Staphylococcus spp. sao diagnosticados
frequentemente, causando aumento nas contagens
celulares e diminuicao na producao de leite.

No entanto, Staphylococcus aureus é o agente
mais patogénico para a glandula mamaria da
cabra, tanto sob a forma de infeccao subclinica
como clinica (MAISI; RIIPINEN, 1991). As infeccoes
intramamarias causadas por S. aureus apresentam
implicacoes importantes em Saude Publica, tendo
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em vista que toxinas podem ser excretadas no
leite e permanecer estaveis nos produtos
destinados aos consumidores, caracterizando
quadros de intoxicagao alimentar.

Figura 3. Placa com coldnias sugestivas de Staphylococcus spp.

Quantificacao das células somaticas

O método de microscopia direta em que se usa o
corante pyronina Y - verde de metila é um teste
confirmativo para diagndsticos de mastite
subclinica, por meio da contagem de células
somaticas no leite de cabra, e é utilizado como
método padrao de referéncia (ZENG et al., 1999).
Porém, € um método laborioso, caro, e que nao
permite automacao.

Existe também a contagem automatica de células
somaticas, a qual pode ser realizada por
contadores de particulas (Coulter Counter®) e
contadores baseados em citometria de fluxo
(Somacount® ou Fossomatic®). O primeiro
método é inespecifico, baseado na contagem de
impulsos elétricos e, portanto, sofre influéncia da
quantidade de globulos de gordura e particulas
citoplasmaticas, resultando em contagens quase
duas vezes maiores que as do Fossomatic ou
Somacount (POUTREL; LERONDELLE, 1983).

Os estudos sao divergentes quanto a utilizacao do
método automatico, empregando o aparelho
Somacount®, calibrado para espécie bovina, para
a determinacao de Contagem de Células
Somaticas no leite de cabra. Ha relatos de
correlacao positiva com a microscopia direta
(ANDRADE et al., 2001), bem como a
superestimacao da CCS (ZENG, 1996).
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Sabendo-se que a mastite subclinica, por se tratar
de um processo inflamatério, determina diversas
alteracoes, realizou-se a presente instrucao
técnica, com o objetivo de apresentar critérios
para a interpretacao dos resultados obtidos em
alguns métodos disponiveis para o diagndstico
da enfermidade.

Metodologia

Amostragem

Durante o periodo de junho a julho de 2014,
realizaram-se quatro coletas de amostras de leite,
de um total de 30 cabras das racas Saanen (n=15)
e Anglo Nubiana (n=15), no terco médio da
lactacao, pertencentes ao rebanho do setor de
caprinocultura da Embrapa Caprinos e Ovinos.
Realizou-se o exame clinico da glandula mamaria
e o teste da caneca, sendo que nenhum animal
durante a execucao do experimento apresentou
diagndstico de mastite clinica. Antes da coleta das
amostras, todos os animais foram submetidos aos
procedimentos basicos de boas praticas
agropecuarias (BPA): antissepsia dos tetos antes
da ordenha utilizando uma solucao desinfetante de
iodo a 0,5%; Secagem de cada teto com papel
toalha absorvente e descartavel; antissepsia dos
tetos apos a ordenha, utilizando uma solucao
desinfetante de iodo a 0,5 % glicerinado.

Apos a realizacao da prova do California Mastitis
Test (CMT), foram colhidas amostras de acordo
com os procedimentos recomendados pelo
National Mastitis Council (OLIVER et al., 2004), em
tubos falcon esterilizados, contendo 2 a 5 mL de
leite de cada metade mamaria das fémeas
(amostras individuais) para isolamento e
identificagao bacteriana, bem como para a
realizacao de esfregacos para a contagem de
células somaticas pelo método microscépico,
totalizando 240 amostras. Essas amostras foram
acondicionadas em caixa de material isotérmico
contendo gelo e levadas para o Laboratorio de
Microbiologia da Embrapa Caprinos e Ovinos.

Para a determinacao da contagem de células
somaticas pelo método eletrénico, as 240
amostras de leite foram colhidas em recipientes
proprios acrescidos de uma pastilha do
conservante Bronopol® (2-bromo-2-nitropropano-

1,3-diol), e enviadas ao Laboratorio Progene, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE) pertencente a Rede Brasileira de
Qualidade do Leite (RBQL). As analises foram
realizadas por meio do aparelho Combi 2500
(Bentley Instruments, Chaska, MN, EUA).

Isolamento e identificacao

As amostras obtidas do leite foram semeadas
diretamente em placas de petri, contendo agar
Baird-Parker (Himedia) com auxilio de al¢ca de
semeadura e incubadas a 37°C por 24 a 48 horas.
A seguir, 3 a 5 colonias foram semeadas em tubos
com agar nutriente inclinado e incubadas a 37°C
por 24 horas. Em seguida, foram preparados
esfregacos corados pelo método de Gram e as
culturas apresentadas em forma de cocos Gram-
positivos foram submetidas as provas de catalase,
da coagulase livre e de producao de acetoina (VP)
(MAC FADDIN, 1976).

Contagem de células somaticas pelo
método microscopico

Para a realizagao das contagens foi utilizado o
método preconizado por Zeng et al. (1999). A
determinacao foi realizada por contagem direta em
microscépio optico em objetiva de imersao. Para
cada amostra de leite, foram realizadas duas
laminas, com trés esfregacos de 1,0 cm? contendo
0,01 mL de leite.

ApOs secagem a temperatura ambiente, os
esfregacos foram fixados com a solucao de
Carnoy por cinco minutos, depois hidratados por
um minuto com cada uma das seguintes
solucoes: etanol 50%, etanol 30% e agua
destilada, em seqliéncia, e corados por seis
minutos com o corante PYMG (pyronine Y-methyl
green). Para a leitura, foram examinados 50
campos de cada dois esfregacos e os resultados
obtidos foram multiplicados pelo fator de
trabalho do microscopio.

Resultados e discussao

Das 240 amostras de leite avaliadas durante todo o
estudo, procedentes de 30 cabras, 64 (26,7%)
apresentaram reacao CMT 1+; 47 (19,6%)



apresentaram reagao CMT 2+ e 29 (12,1%) reacéao
3+, conforme dados apresentados na Tabela 1.

Em 100 amostras, ndo se observou nenhuma
reacao ao CMT, porém, ao realizar o isolamento e
identificacao microbioldgica, verificou-se a
presenca de micro-organismos pertencente ao
género Staphylococcus spp. em 42 amostras,
conforme dados apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicao Staphylococcus spp., em
numero absoluto e respectiva porcentagem,
encontrados no cultivo microbiolégico de amostras
de leite de acordo com a reacao do California
Mastitis Test— CMT, em cabras. Sobral, 2015.

Micro-  Negativo 1+ 2+ 3+
organismos
Ausente 58 43 33 24

(58,0%) (67,2%) (70,2%) (82,8%) 158

Staphylococcus 49 21 14 5
spp. (42%) (32,8) (29,8%) (17,2) 82
Total 100 64 47 29 240

O teste do CMT em relacao ao isolamento
bacteriano apresentou sensibilidade (capacidade
do teste em detectar os animais doentes) e
especificidade (capacidade do teste em detectar os
animais sadios) de 49,0% e 37,0%
respectivamente. Os resultados obtidos
evidenciam que o teste do CMT nao deve ser
utilizado para diagnosticar casos de mastite
subclinica caprina, e que o cultivo microbiolégico
foi o Unico teste que apresentou um diagnéstico
conclusivo para a enfermidade.

Das 240 amostras de leite colhidas, verificaram-se
82 (34,2%) amostras com presenca de micro-
organismos e, dessas, foram identificadas 73
(89,0%) estirpes de estafilocos coagulase-
negativas, e 9 (11,0%) amostras de estafilococos
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coagulase-positivos. Esse estudo corrobora com
trabalhos, que afirmam que as bactérias
estafilococos coagulase-negativos (SCN) sao as
que mais causam a mastite subclinica em cabras
(MOTA, 2008).

Como a mastite subclinica esta classificada entre
as patologias que causam maiores danos
econdmico em criacoes de animais de producao,
conhecer a etiologia do agente causador é algo
de grande relevancia, pois ajuda na criagao e
adocao de medidas profilaticas para o controle
dessa enfermidade.

O isolamento de apenas 9 amostras de
estafilococos coagulase-positivos, indicativo de
Staphylococcus aureus, foi semelhante aos obtidos
por Neves et al. (2010), em trabalho realizado na
regiao da Paraiba, que verificaram 5 amostras
coagulase-positivas das 261 amostras de leite
analisadas. O uso de equipamentos de ordenha,
pele do ubere ou mesmo maos do ordenhador
contaminadas durante a manipulacao dos tetos,
constituem a principal via de transmissao da
mastite, possibilitando que patégenos como S.
aureus sejam veiculados de um animal para o
outro durante a realizacao da ordenha.

A CCS obtida pelo método eletrénico no presente
estudo apresentou valores entre 1.000 a 8.114.000
CS/mL (células somaticas por mililitro de leite),
com média de 983.000 CS/mL. J4 no método
microscopico (considerado o padrao de referéncia
para leite de cabra), os valores apresentados
foram de 4.000 a 9.196.000 CS/mL com média de
499.000 CS/mL.

Os estudos sao divergentes quanto a utilizacao do
método automatico, empregando o aparelho
eletronico, calibrado para espécie bovina, para a
determinacao de Contagem de Células Somaticas
no leite de cabra. Ha relatos de correlagao positiva
com a microscopia direta (ANDRADE et al., 2001),
quanto o inverso, com superestimacao da CCS
(ZENG, 1996).

No presente estudo, observou-se que o aparelho
eletronico superestimou aproximadamente em 2
vezes a CCS microscopica. Esse resultado corrobora
com o obtido por Machado (2013), que ao analisar a
CCS de 513 metades mamarias verificou que o
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Somacount 300® calibrado para o leite bovino
superestimou em 2,1 vezes a CCS microscépica.

Partindo do principio de que o método
microscoépico é o padrao de referéncia para CCS,
nas condigoes de infecgao intramamaria, ou seja,
quando houve o isolamento de micro-organismos,
a média de CS/mL foi 447.000 CS/mL. Apesar de
nao existirem padroes estabelecidos pela
legislacao brasileira do niumero maximo de células
somaticas em leite de cabra, contagens a partir de
1.000.000 CS/mL tém sido utilizadas como base
para detectar leite de animais com mastite (PAES
et al., 2003). Das amostras de leite positivas
microbiologicamente, 26 (32%) apresentaram CCS
(pelo método microscopico) acima desse valor,
conforme dados apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Distribuicao de estafilococos coagulase-
negativos (ECN) e estafilococos coagulase-
positivos (ECP), em nimero absoluto e respectiva
porcentagem, encontrados no cultivo
microbioldgico de amostras de leite de acordo
com a CCS pelo método microscépico, em cabras.
Sobral, 2015.

Micro- Acima de Abaixo de
A 1.000.000 1.000.000
organismos CS/mL CS/mL
ECN 23 50 73
(88,5%) (89,3%)
3 6
ECP
(116%)  (107%) 2
Total 26 56 82

Conclusoes

Com base nos resultados obtidos, podemos
concluir que:

a) O teste do CMT néao apresentou validade para
diagndstico de mastite subclinica em cabras.

b) A avaliacao microbiolégica é o melhor teste
para o diagndstico das infeccdes intramamarias
em cabras, pois permite a identificacao dos
agentes causadores de mastite e do nivel de
infeccao do rebanho. Apresenta, porém, a
desvantagem do custo elevado dos exames. Uma
alternativa para a reducao dos custos é a cultura
de amostras compostas das metades mamarias de
uma mesma cabra.

c) O teste mais confidvel para a enumeracao das
células somaticas em cabras é o método
microscoépico, utilizando o corante pyronina Y -
verde de metila. Porém, é um método trabalhoso e
demorado.

d) Tais achados indicam ainda a necessidade da
intensificacao na adocao de medidas de Boas
Praticas Agropecuarias (BPA), como:

- Estabelecimento de uma linha de ordenha, em
que os animais sadios devem ser ordenhados
antes dos animais infectados.

- Lavagem das maos do ordenhador, o qual
deverd seguir regras basicas de higiene.

- Realizacao do teste da caneca telada ou de
fundo escuro, para retirada dos primeiros jatos de
leite e detecgcao de cabras com mastite clinica,
por meio da observacao do leite, verificando se
possui anormalidades como flocos, grumos, pus
ou sangue.

- Antissepsia dos tetos antes da ordenha,
utilizando uma solucao desinfetante (pré-dipping),
devidamente registrada no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

- Secagem de cada teto com papel toalha
absorvente e descartavel.

- Antissepsia dos tetos apds a ordenha, utilizando
uma solucao desinfetante (pds-dipping),
devidamente registrada no MAPA.

- Manutencao dos animais de pé, apds a
ordenha, para que o esfincter do teto se feche e
evite a entrada de microrganismos para a
glandula mamaria.

- Lavagem e higienizacao das instalacoes,
utensilios e equipamentos com agua corrente e de
boa qualidade.

Quanto aos aspectos éticos na experimentacao
animal, as atividades realizadas no presente



documento foram aprovadas pela Comissao de
Etica do Uso de Animais em Pesquisa
UVA/Embrapa Caprinos e Ovinos (CEUA) -
Protocolo n°® 021.12, estando de acordo com as
normas adotados pela Comissao Nacional de Etica
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