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Introducao

A mastite @ uma doencga infectocontagiosa causada
por micro-organismos patogeéenicos que afetam a
saude da glandula mamaria e provocam alteragoes
macro e microscopica no leite.

A classificacao da mastite pode ser de acordo com
o grau de infeccao, em clinica e subclinica. A clinica
e caracterizada por apresentar sintomas visiveis

no ubere do animal como edema, dor, rubor e
aumento da temperatura e alteracoes no leite,
como presenca de grumos, pus, sangue e alteracao
na cor. Ja a mastite subclinica, so e possivel ser
detectada por meio de testes laboratoriais no leite.

Durante o processo inflamatorio da glandula
mamaria, ocorre o aumento da permeabilidade
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dos vasos sanguineos, permitindo que a taxa de
passagem de ions de cloretos presentes no sangue
seja maior que o normal, ocasionando mudancas
na composigcao fisico-quimica do leite (DELLA
LIBERA et al., 2011; WEGNER; STUUL, 1978).
Sendo assim, por meio de testes sensiveis aos ions
de cloretos, e possivel detectar os animais que
apresentam mastite subclinica. Segundo Barcellos
et al. (1987), quando a presenga de cloreto de sodio
no leite esta acima de 0,2%, e um indicativo de
mastite subclinica.

As medicoes da Condutividade Elétrica (CE) no
leite, por sua vez, tem sido utilizadas como uma
ferramenta para identificar animais que apresentam
mastite subclinica e inicio de mastite clinica, e

tem como vantagem a automatizacao da sala

de ordenha, oferecendo resultados rapidos que
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contribuem na melhoria da seguranca e qualidade
do leite (DIAZ et al., 2012). A CE mede a capacidade
de uma solugao em conduzir uma corrente elétrica
entre dois eletrodos, sendo mensurada em
miliSiemens (mS). Os anions (Cl-) e cations (Na+,

e K+) sao os mais relevantes para determinagao
(NORBERG, 2004). O leite de vaca normal deve
apresentar valores entre 4,0 mS/cm-5,5 mS/cm a 25
°C (SHERBON, 1988), enquanto que o leite de cabra
pode variar entre 4,9 mS/cm-13,09 mS/cm a 25 °C
(LE MENS, 1991).

A avaliacao microbiologica e considerada “padrao-
ouro” por ser o melhor teste para o diagnostico

da mastite subclinica caprina, pois varios agentes
etiologicos podem causar a doenca e a presenca

de micro-organismos no leite € um indicativo de
infeccao intramamaria (CONTRERAS et al., 2007). A
mastite clinica caprina e causada principalmente por
Staphylococcus aureus e em casos subclinicos da

doenca, por estafilococos coagulase-negativos (ECN).

Por ser um método oneroso e demorado, que
depende de laboratorio, testes em nivel de campo,
capazes de identificar alteracoes no leite estao
sendo estudados para avaliar a confiabilidade
para o diagnostico da doenga em casos de mastite
subclinica.

Considerando a escassez de informacoes para

o diagnostico da mastite subclinica caprina e a
importancia de diagnosticos rapidos para que os
produtores rurais tomem decisoes como medida de
controle para evitar a disseminacao e evolucao da
mastite no rebanho, o presente trabalho' teve como
objetivo avaliar os testes de detecgcao do teor de
cloretos e da condutividade elétrica (CE) em relagao
ao isolamento de Staphylococcus spp.

Metodologia

Durante o periodo de outubro de 2015 a margo de
2016, realizaram-se seis coletas de amostras de
leite, de um total de 20 cabras das racas Saanen
(n=9) e Anglo Nubiana (n=11), no terco medio da
lactacao, pertencentes ao rebanho da Embrapa
Caprinos e Ovinos. As femeas eram criadas em
condicoes de manejo semi-intensivo com periodos
de pastejo na caatinga em pasto de capim gramao,
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alimentadas no cocho com feno de capim tifton e
suplementadas com concentrado formulado para
atender as exigéncias nutricionais dos animais
em lactacao segundo recomendado pelo National
Research Council (1981), concentrado formulado
a base de milho, soja, calcio e fosforo, ofertado
440 g de racao por animal ao dia durante todo o
experimento.

Realizou-se o exame clinico da glandula mamaria

e o teste da caneca, sendo que nenhum animal
durante a execugao do experimento apresentou
diagnostico 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 solugao desinfetante de
iodo a 0,5%; secagem de cada teto com papel toalha
absorvente e descartavel; antissepsia dos tetos apos
a ordenha, utilizando uma solugao desinfetante de
iodo a 0,5% glicerinado.

Foram colhidas amostras de acordo com os
procedimentos recomendados pelo National
Mastitis Council (OLIVER et al., 2004), em tubos
falcon esterilizados, contendo 2 mL a 5 mL de leite
de cada metade mamaria das femeas (amostras
individuais) para isolamento e identificacao
bacteriana, bem como um frasco de 60 mL para
deteccao do teor de cloretos e conduditividade
eletrica, talizando 232 amostras de leite durante
todo o experimento.

Essas amostras foram acondicionadas em caixa de
material isotermico contendo gelo e levadas para a
Embrapa Caprinos e Ovinos.

Identificacao e isolamento das estirpes de
Staphylococcus spp.

As amostras obtidas do leite foram semeadas
diretamente em placas de petri, contendo agar
Baird-Parker (Himedia) com auxilio de alga de
semeadura e incubadas a 37 °C por 24h a 48 h. Em
seguida, trés a cinco colonias foram semeadas em
tubos com agar nutriente inclinado e incubadas a
37 °C por 24 h. Posteriormente, foram preparados
esfregacos corados pelo metodo 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 (Teste
de Voges-Proskauer - VP) (MAC FADDIN, 1976).
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Condutividade Eletrica

Para a realizacao do teste, foram utilizados
aproximadamente 40 mL de leite. As amostras
foram submetidas a leitura no analisador
ultrassonico de leite Lactoscan (Figura 1) SA
(Entelbra), sendo os resultados mensurados e
expressos por miliSiemens (mS).

Figura 1. Analisador de leite Ultrassonico-Lactoscan.

Pesquisa de teor de cloretos

Para a realizacao do teor de cloretos, foram
adicionados 10 mL de leite em um bequer e,
em seguida, cinco gotas de solugao cromato de
potassio a 5%. Apos prévia homogeneizacao, as
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amostras de leite foram submetidas a analise
quantitativa do teor de cloretos pela tecnica de
titulacao pelo nitrato de prata 0,1N. O principio da
prova consiste na reacao do nitrato de prata com
ions cloreto presentes no leite, formando sal de
prata. O excesso de ions de prata produz, com o
indicador cromato de potassio, um complexo de
coloracao alaranjado-escuro (AMARAL et al., 1988).
O volume utilizado de nitrato de prata durante a
titulacao da amostra de leite foi multiplicado pelo
fator 0,0355 que corresponde ao peso molecular do
cloreto no NaCl, para calcular a concentracao do
teor de cloretos presente nas amostras (Figuras 2 e
3) (MORITA; ASSUMPCAO, 1972).

Figura 2. Pesquisa de teor de cloretos em amostras de leite de
cabra
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Figura 3. Pesquisa de teor de cloretos em amostras de leite de
cabra.

Analise estatistica

A comparagao das medias das variaveis Cloretos e
Condutividade entre os grupos positivo e negativo
do isolamento microbiologico foi realizada analise
de variancia (ANOVA) e as medias comparadas
pelo teste F para racas e Tukey para o periodo.
Considerou-se um nivel de significancia de 5%. O
software estatistico utilizado para as analises foi o
SAS 9.2 (2009).

A sensibilidade dos testes diagnosticos foi definida
como a proporgao dos verdadeiros positivos

entre todos os doentes, a especificidade como a
proporcao dos verdadeiros negativos entre todos os
sadios e a eficiencia ou acuracia como a proporgao
de acertos do teste diagnostico (MEDRONHO e
PEREZ, 2002).

O isolamento das estirpes de Staphylococcus spp.
do leite foi considerado como o teste padrao para
determinagao da acuracia dos demais testes de
diagnosticos realizados, uma vez que a presenga
desses micro-organismos esta associada a infeccao
intramamaria caprina (CONTRERAS et al., 2007).

Resultados

Isolamento Microbiologico

Do leite avaliado, foram isoladas e identificadas

18 estirpes de Staphylococcus spp. Todas foram
coagulase-negativas e catalase-positivas, e apenas
uma foi positiva ao teste de producao de acetoina
(VP). Todas as colonias isoladas foram cocos gram-
positivas em formato de cachos de uva.

A ocorréncia de estafilococos coagulase negativas
(ECN) @ comum em casos de mastite subclinica.
Estudo realizado por Salaberry et al. (2016),
observou que do total de 214 amostras coletadas,
122 apresentaram multiplicagao bacteriana, e
dessas, 110 (90,2%) foram identificadas como
Staphylococcus spp., sendo 90 (73,8%) ECN e 20
(16,4%) estafilococos coagulase positivo (ECP).

Cloretos

O teor de cloretos encontrado nesse estudo variou
entre 0,159 g/100 mL a 0,429 g/100 mL, com meédia
de 0,267 g/100 mL.

Estudo realizado por Lima Junior et al. (1994) foi
observado valor méedio de 0,204 mg/100 mL de
teor de cloretos no leite de cabra, reafirmando os
achados de Barros e Leitao (1992), cujos valores
também mostraram-se elevados.

E possivel observar que as méedias para o teste de
cloretos nao diferiram entre glandulas mamarias
saudaveis e com isolamento microbiologico
(Tabela 1).

Tabela 1. Teor de cloretos obtidos no leite
entre diferentes racas com e sem isolamento
microbiologico.

Staphyloccocus spp. 0,2742 0,3152 0,2952
Sem isolamento
bacteriano em meio 0,2742 0,276° 0,2752

Baird-Parker

Nao houve diferenga entre as racas avaliadas pelo teste F
Pr=0,138

Como o Regulamento de Inspegao Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA)
nao preconiza teor de cloretos para o controle de
qualidade do leite de cabra, no presente estudo,
adotou-se como valor medio, 0,221 g/100 mL,
conforme trabalho realizado por Diaz et al. (2012).

Sendo assim, das 232 amostras de leite analisadas
pelo teste de cloretos, no presente estudo, 22 (9,5%)
apresentaram medias inferiores a 0,221 g/100 mL e
210 (90,5%) superiores a 0,221 g/100 mL (Tabela 2).



Tabela 2. Distribuicao de Staphyloccocus spp.
encontrados no isolamento microbiologico de
amostras de leite de acordo com o teor de cloretos.

Staphyloccocus spp. 16 (8,0%) 2 (9,0%) 18
bascfg:ilasnoolaer?nerr:(e)io 194 20 214
o, o,
Baird-Parker (92,0%)  (91,0%)
Total 210 22 232

Verificou-se que 22 amostras apresentaram

valores inferiores a 0,221 g/100mL, mas ao realizar
o isolamento e identificacao microbiologica,
constatou-se a presenca de micro-organismos
pertencentes ao género Staphylococcus spp. em
dois (9,0%). Nas amostras com valores superiores a
0,221 g/100mL, das 210 amostras, 194 (92,0%) nao
apresentaram isolamento (Tabela 2).

A raca nao interferiu no teor de cloretos, porem
foi possivel observar valores crescentes durante o
estagio inicial, medio e final da lactacao (Tabela 3).

Tabela 3. Teor de cloretos no leite de cabra de
diferentes racas e estagio de lactagao.

Anglo Nubiana 0,279°
Saanen 0,2742
Out/15 0,236°
Nov/15 0,272
Dez/15 0,253¢¢
Jan/16 0,296
Fev/16 0,310°
Mar/16 0,2982
CV (%) 11,013

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste
Tukey Pr<0,001
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Condutividade Eletrica

O teste de CE do presente estudo apresentou
valores entre 4,67 mS/cm e 8,13 mS/cm, media de
5,79 mS/cm e mediana de 5,74 mS/cm.

No presente estudo, nao houve diferenga entre a
CE proveniente de glandulas mamarias saudaveis
das que apresentaram isolamento microbiologico
(5,79 5,79 mS/cm e 6,01 mS/cm, respectivamente)
(Tabela 4).

Tabela 4. Condutividade Eléetrica (CE) em leite de
cabras Anglo Nubiana e Saanen.

Staphyloccocus spp. 6,012

Sem isolamento bacteriano em
. . 5,792
meio Baird-Parker

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste F
P<0,05

No presente estudo, adotou-se como valor méedio,
5,20 mS/cm, conforme preconizado por Romero et
al. (2012). Das 232 amostras de leite analisadas pelo
teste de CE, 13 (5,6%) foram inferiores a 5,20 mS/
cm e 219 (94,4%) foram superiores a 5,20 mS/cm
(Tabela 5).

Tabela 5. Distribuicao de Staphyloccocus spp.

em numero absoluto e respectiva porcentagem,
encontradas no cultivo microbiologico de amostras
de leite de acordo com o teste de Condutividade
Eletrica.

Staphyl
apnyioceocts 18 (8.0%) 0 (0%) 18
spp.
Sem isolamento
bacterianoem 201 (92,0%) 13 (100%) 214
meio Baird-Parker
Total 219 13 232
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Verificou-se que 13 amostras apresentaram valores
abaixo de 5,20 mS/cm e ao realizar o isolamento e
identificacao microbiologica, nao houve presenca
de micro-organismos pertencentes ao genero
Staphylococcus spp. Nas 219 amostras com
valores superiores a 5,20 mS/cm, 201 (92,0%) nao
apresentaram isolamento de Staphyloccocus spp.
(Tabela 5).

Verificou-se que os valores para a CE obtidos
para os animais da ragca Saanen foram superiores
(p<0,001) aos da raca Anglo Nubiana (Tabela

6), com valores de 5,80 mS/cm e 5,72 mS/cm,
respectivamente.

A CE foi influenciada pelos estagios de lactacao,
apresentando diferenca entre os meses de coleta,
conforme Tabela 6. Durante os meses de novembro
de 2015 e janeiro de 2016, a CE foi maior quando
comparada aos meses de outubro de 2015, fevereiro
e margo de 2016.

Tabela 6. Comparacao do teste de Condutividade
Eletrica entre as racas durante a curva de lactacao.

Anglo Nubiana 5,72b
Saanen 5,882
Out/15 5,64°
Nov/15 5,96°
Dez/15 5,81
Jan/16 5,987
Fev/16 5,61°
Mar/16 5,772
CV (%) 7,20

Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste
Tukey Pr<0,001

Conclusoes

Quando se utiliza um teste diagnostico, e de
fundamental importancia saber a probabilidade que
um animal com resultado positivo seja realmente
infectado, bem como um animal com resultado
negativo seja de fato, nao infectado.

Com base nos resultados, verificou-se que:

e A Condutividade Elétrica, por sua confiabilidade
em determinar os animais verdadeiramente
sadios, pode ser recomendada como prova de
triagem para mastite subclinica e associado
ao exame microbiologico “padrao-ouro” para
confirmar o diagnostico.

e O teste de cloretos nao foi eficiente em
identificar as cabras com mastite subclinica.
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