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I
INTRODUCAO

Foi em tempos solicitada a colabora¢io do Servigo de Lactologia do
Laboratério Nacional de Investigagio Veteriniria, no sentido de se pro-
ceder ao ensaio laboratorial do método «Mastest» destinado ao diagnés-
tico ripido, no estdbulo, da mamite dos bovinos leiteiros.

Para o efeito foi fornecido um frasco com um reagente corado e uma
«raquete» com quatro tagas individualizadas.
~ Segundo informagdo fornecida pela sociedade importadora, o rea-
gente tem a seguinte cOmposi¢io:

— Teepol 415 — solugdo aquosa a 20 %.

— Bromocresol purpura — solucio aquosa a 4 %.

De acordo com a literatura que acompanhava o produto para estudo,
a intensidade dos casos de mamite grassando num efectivo pode ser ajui-
zada pela intensidade das reacgbes obtidas com a prova. Tendo em consi-
deragao que o leite de quartos atacados de mamite apresenta o niimero de
células bastante aumentado, verifica-se, através dos resultados obtidos por
este método de andlise, que, se adicionarmos o reagente a leite nestas con-
digdes, se observard a formagio de um gel mais ou menos consistente, por
reacgdo com as proteinas celulares. A observacio deste fenémeno é facili-
tada devido ao contraste conferido pelo corante incorporado no reagente.

Do exposto se deduz que se trata, ao fim e ao cabo, da chamada «Prova
Californiana da Mamite» que deve o seu nome a ter sido pela primeira vez
aplicada no estado americano da Califérnia. '
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Realizadas que foram as provas consideradas necessdrias para o ensaio
acima citado, resolveram os autores prosseguir com mais exames a fim de
estabelecerem possivel paralelismo entre as reacgdes da prova e as des-
cargas celulares do leite utilizado.

Segundo Scuary e NoorLaANDER (1) foi verificado que na «prova de
Whiteside» (na qual se utiliza uma solu¢io de OHNa) hi uma provada
interferéncia da gordura do leite.

Para evitar este inconveniente, estudou-se a utiliza¢io de detergentes
que actuam por intermédio dos sais de s6dio ou de potdssio existentes na
sua composigio. A esses detergentes associaram-se, em regra, corantes, com
a dupla finalidade de facilitarem a leitura dos resultados e ainda de ser-
virem de indicadores de pH. Deste modo, nasceu a «Prova Californiana
da Mamite».

Segundo ainda os mesmos autores, o reagente ruptura as células, as
quais sdo desdobradas por quebra de ligagbes e as moléculas resultantes
unem-se com o reagente, formando um precipitado ou gel.

A maior parte dos leites mamiticos tém um pH neutro ou ligeiramente
alealino o que favorece a prova. -

H4 que ter em atengdo que a prova ndo é especifica das descargas
celulares de origem mamitica. Leites do principio e do fim da lactago
podem apresentar um aumento de descargas celulares, assim como as erra-
das préticas de ordenha, através de traumatismos, podem ter o mesmo efeito

e, portanto, ocasionarem reacg¢des positivas.

II
MATERIAL E METODOS

Segundo as instrugbes que acompanhavam o material para estudo,
a prova a realizar no estdbulo, deve executar-se do modo seguinte:

1 — De cada quarto do tibere colher para cada taca da «raqueter, um
jacto de leite equivalente, aproximadamente ao volume contido

numa colher de chd (3 em®) (Fig. 1).
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2 — Acertar, se necessirio, os volumes de leite contidos nas quatro
tacas, inclinando a «raquete» a mais ou menos 45° (Fig. 2).

3 — Deitar um jacto do reagente corado em cada taga (cerca de 1.5
em®) (Fig. 3).

4 — Agitar rapidamente a «raquete» com movimentos circulares, se
necessirio 10 vezes, de modo a misturar o leite e o reagente. Pro-

ceder imediatamente & leitura (Fig. 4).

Para a realizagdo do trabalho obtivemos, por intermédio da 5.* Re-
particio da D. G. S. P., amostras de leites suspeitos de manmite.

Em cada amostra, além da prova com o reagente «MWastest» executada
segundo o esquema acima exposto, procedeu-se a contagem celular pelo
método de Breed, utilizando a seguinte técnica de coloragio de esfregagos,

descrita por ANDERSEN (2):

— Desengordurar com a solugdo (a) durante 1 a 2 minutos.
— Deixar escorrer durante 1 minuto.
— Corar pela solu¢ao (b) durante 1 minuto.

— Lavar e secar.

Solugdo (a) — Solvente do corante e da gordura do leite:

— Cloroférmio — 650 cm?®.
— Alcool metilico anidro — 320 cm?®,
— Trietanolamina a 10 %, purificada — 30 cm®.

Misturar, invertendo, em frascos de 1.000 em® de capacidade.

Solug@o (b) — Corante:

— Azur A (dimetiltiamina) — 0,1 g.

— Solucgdo (a) — 100 em®.

Adicionar o corante ao solvente; agitar de quando em quando. O
corante dissolve-se dentro de 10 minutos e nio necessita-de ser filtrado.
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11
RESULTADOS

Procedendo-se para cada amostra do modo atrds descrito, obtiveram-se
0s resultados expressos no quadro 1l
Na leitura dos resultados da prova «Mastest» utilizaram-se os seguin-

tes simbolos:

— = Reac¢io negativa (ndo hd mudanga de consisténcia).
T = Vestigios de viscosidade.

1 + = Ligeira formagio de viscosidade.

2 + = Viscosidade aderente.

3 + = Viscosidade forte, muito aderente.

A equivaléncia com a contagem celular, segundo o folheto de ins-
trucdes «Mastest» é a do quadro L.

QUADRO 1T
Intensidade ! Contagens aproximadas

da reaccio de células por cm?!

— Menos de  250.000

T 100.000 & 500.000
1+ 500.000 a 2.000.000
2 + 2.000.000 a 5.000.000
3 + Mais de 5.000.000

Do exame do quadro I, verifica-se que existe uma marcada equiva-
léncia entre a intensidade das reaccdes obtidas com o reagente e o niimero
de células contadas por em® de cada amostra de leite analisada.

JensEN (3) é de opinido que as reacgbes sé possam ser nitidas quando
o nimero de células excede 500.000 por cm®.

0O mesmo facto foi por nés observado.

Por outro lado, Scuarm (4) declara que a formagio de um gel s6 é

verificada com valores celulares superiores a 800.000 por ¢m?®.
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Ora, foi por nés observado que a presenca de gel é, em regra, ja nitida,
com nimeros de células superiores a 500.000 por cm®.

Analisando, mais pormenorizadamente, os resultados obtidos, nota-se
que, de entre 105 amostras analisadas, apenas em 4 (n.> 8, 34, 36 e 104)
o nimero de células se afasta de modo aprecidvel da norma constante no
quadro I

Em 10 amostras (n.* 3, 6, 18, 33, 35, 40, 67, 77, 84 ¢ 99) o nimero
de células afasta-se um pouco da citada norma.

Dado porém que os valores celulares expressos no quadro 1 sio
aproximados, as pequenas diferencas encontradas nessas 10 amostras
nio invalidam, a nosso ver, o rigor dos resultados.
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CONCLUSAO

O método revelou-se eficaz, como prova rapida, para avaliar a inten-
sidade das descargas celulares do ibere.

QUADRO 1i
Nimero wMustests | N.e de eélulas
Trmata | da (migstitis dia- por ml (téeni-
| Amostra gnostic fest) : ca de Breed)
22/10/64 1 2+ 3377920
» | 2 2+ 2 663 360
» - 3 s 250 840
» | 4 — 194 880
30/10/64 | 5 T 291 320
» ‘ 6 T 582 640
» 7 - 129 920
» 8 . 97 440
5 9 1+ 519 680
» 10 1+ 779 520
» 11 3+ | 5651 520
» 12 3 + i 1 688 960
6/11/64 13 - i 97 440
> 14 — 129 920
B 15 1+ 1 779 520
16 1+ _- 714 560
> 17 2 + | 2 078 720




QUADRO 1I (Continuacis)

Data

6/11/64
»
19/11/64
»
»

¥ow v W

»
20/11/64
»
Y
&>
»

13/1/65

Woow W W W W

»
15/1/65
»

»

»

»

»
21/1/65

29/1/65

Numero «Mastesty N.= de células
da (mastitis die- por ml (téeni-

Amostra pnostic test) ca de Ereed)
18 1Y 649 600
19 3+ 10718 400
20 T 194 880
21 T 162 400
22 1+ 747 040
23 1+ 876 960
24 1 + 779 520
25 1+ 747 040
26 3+ 6 431 040
27 3+ 5 781 440
28 — 97 440
29 1+ 1071840
30 I+ 682 080
31 1 4 1104 320
32 3 + 5 391 680
33 1 -+ 422 240
34 e 129 920
35 1+ 459 840
26 — 64 960
37 1+ 1494 080
35 1 4+ 1624000
39 2 + 2 208 640
40 3+ 4.078 720
41 T 389 760
42 — 228 800
43 1 + 519 680
44 1+ 974 400
45 2 + 2241120
46 1 + 876 960
47 T 357 280
48 2+ 3 832 640
49 — 194 880
50 — 128 920
51 1+ 1 851 360
52 1 4+ 714 560
53 3+ 7762720
54 z2 + 2 793 280
55 T 259 840
56 et 129920
57 T 357 280
58 2+ 2688 160
59 3+ 13771 520
60 1+ 714 560
61 2 + 2 436 000




QUADRQ 1T (Continuacio)

Numero «Mastesis Mo de células
Data da (mastitiz dic- por ml (téeni-
Amostra grostic test) ca de Breed)
29,/1/65 62 | - 162 400
» 63 | —_ 194 880
> 64 J 1+ 909 440
¥ 65 2+ 3183 (M0
» 66 2o 3 410 400
> 67 — 202 320
» 68 T 779520
4/2/65 69 — 97 440
B 70 2 + 3 800 160
B 71 2+ 3 800 160
» 72 2 -+ 4709 600
» 73 — 162 406
» T4 1+ 1 656 480
» 5 T 617120
11/3/65 76 — 194 880
»> 77 T 519 680
» 8 T 292 320
> 'l T 258 840
» 80 1+ 1071840
» 81 1+ 754 (40
> 82 2.4 2143 680
» 83 3+ 5554 880
17/3/65 84 T 422 240
» 85 — 162 400
> 86 2 4+ 3053120
> 87 1 -+ 1461 600
» 88 1+ 747 (40
» 89 1+ 1266 720
25/3/65 90 i 194 880
> 91 T 357 280
> 92 T 194 880
ES 93 T 357 280
» 94 2 4 3962 560
» 95 3+ 7925120
> 9 1+ 1136800
» ' 97 1+ 747 040
26,/3/65 i 98 1 -+ 812 000
» 99 T 649 600
» i 100 T 389 760
» i 101 2+ 2728 320
> i 102 1 + 649 600
» 103 1+ 714 660
£ | 104 3 + 3248 000
» 105 1+ 1364 160
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SUMARIO

Os A.A. compararam as reac¢bes fornecidas por um método ripido
de diagnéstico da mamite (Mastest) e as contagens celulares no leite;
esse método é baseado na acgéio do Teepol 415 sobre as proteinas celulares
do leite,

Verificaram existir uma equivaléncia bastante nitida entre a inten-
sidade das reacgfes obtidas e o niimero de células do leite.

SUMMARY

The A.A. compared the reactions of a quick method for mastitis’diag-
nosis (Mastest) and cell counts in milk; that method is based upon the
action of Teepol 415 on the cell proteins of milk.

They found a very marked equivalence between the degree of reactions
and the cell numbers in milk.
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