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RESUMO

A mastite bovina inflamacdo da glandula maméria de origem multifatorial causada mais
frequentemente por agentes de origem bacteriana e € uma das doencas mais relevantes e
desafiadoras que afeta rebanhos leiteiros no mundo, causando prejuizos econémicos e ao bem
estar dos animais. O objetivo do trabalho foi realizar uma breve revisdo bibliogréfica sobre a
mastite bovina e avaliar se existe correlacdo estatistica entre a intensidade da reagdo do CMT
(traco, uma, duas ou trés cruzes) em cada amostra, com o crescimento de colénias bacterianas
em cultivo microbioldgico de fazenda. Além disso, avaliar a concordancia entre o resultado do
diagndstico obtido da cultura microbiol6gica em fazenda, da cultura microbioldgica laboratorial
e da espectrometria de massas, especialmente para agentes do grupo Estafilococos néo aureus.
No experimento um, foram selecionadas vacas com aumento abrupto da contagem de células
somaticas (CCS) acima de 200.000 células/mL de leite e realizado o CMT, registrando a
intensidade de reagéo (negativo, traco, uma, duas ou trés cruzes). Foram coletadas amostras dos
quartos reagentes e realizado cultivo microbiolégico em fazenda, avaliando o crescimento em
24h. No segundo experimento, foram selecionadas amostras negativas e positivas para agentes
do grupo Estafilococos ndo aureus resultantes do experimento 1, e encaminhadas para cultivo
microbioldgico laboratorial e para espectrometria de massas (MALDI-TOF). Foi verificada
diferenga significativa (p<0,01) na intensidade do CMT uma cruz em obter cultura
microbioldgica positiva na fazenda. Das 34 culturas negativas, 38,24% foram concordantes
entre laboratdrio e cultura em fazenda. Ja das 18 culturas com crescimento de SNA, 88,89%
foram concordantes. Das 14 amostras enviadas para 0 MALDI-TOF, 83,33% foram
concordantes entre os trés métodos de diagndstico. Os métodos de diagnostico da mastite
subclinica testados apresentam resultados satisfatérios e, conforme suas particularidades, se

adaptam a diferentes realidades.

Palavras-chave: mastite subclinica; California Mastitis Test; cultivo microbiolégico; MALDI-

TOF; Estafilococos ndo aureus



ABSTRACT

Bovine mastitis is an inflammation of the mammary gland of multifactorial origin, most
frequently caused by agents of bacterial origin and is one of the most relevant and challenging
diseases that affect dairy herds in the world, causing economic losses and losses to the animals'
well-being. The objective of the work was to carry out a brief bibliographic review on bovine
mastitis and evaluate whether there is a statistical correlation between the intensity of the CMT
reaction (dash, one, two or three crosses) in each sample, with the growth of bacterial colonies
in microbiological culture. of farm. Furthermore, evaluate the agreement between the
diagnostic results obtained from microbiological culture on farm, laboratory microbiological
culture and mass spectrometry, especially for agents from the non-aureus Staphylococci group.
In experiment one, cows with an abrupt increase in somatic cell count (SCC) above 200,000
cells/mL of milk were selected and CMT was performed, recording the reaction intensity
(negative, trace, one, two or three crosses). Samples were collected from the reagent rooms
and microbiological cultivation was carried out on the farm, evaluating growth in 24 hours. In
the second experiment, negative and positive samples for agents from the non-aureus
Staphylococci group resulting from experiment 1 were selected and sent for laboratory
microbiological cultivation and mass spectrometry (MALDI-TOF). A significant difference
(p<0.01) was found in the intensity of CMT a cross in obtaining a positive microbiological
culture on the farm. Of the 34 negative cultures, 38.24% were concordant between laboratory
and farm culture. Of the 18 cultures with SNA growth, 88.89% were concordant. Of the 14
samples sent to MALDI-TOF, 83.33% were concordant between the three diagnostic methods.
The tested methods for diagnosing subclinical mastitis present satisfactory results and,
depending on their particularities, adapt to different realities.

Keywords: Subclinical mastitis; California Mastitis Test; microbiological culture; MALDI-

TOF; Non-aureus Staphylococci
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1 INTRODUCAO

A mastite bovina, entendida como a inflamag¢do da glandula mamaria, ¢ uma das
doencas mais relevantes e desafiadoras que afeta rebanhos leiteiros no mundo, causando
prejuizos econdmicos e ao bem estar dos animais. E uma doenga conhecida hé muito tempo, no
entanto, sua complexa etiologia e natureza multifatorial dificultam as ag¢des de controle. Ha
também uma preocupacgdo em relagio a saide humana pela qualidade do leite produzido e pelo
elevado uso de antimicrobianos, o que pode contribuir para o surgimento de patdgenos
resistentes (Ashraf; Imran, 2020; Tommasoni et al., 2023).

A doenga representa ndo s6 um desafio ao manejo da satde dos animais, mas também
representa um risco para a industria de laticinios e uma séria ameaca econdmica aos produtores
de leite. Por isso, a mastite bovina é desafio mundial que retine esforcos de pesquisadores de
diversas areas para desenvolver métodos adequados de controle, diagndstico e tratamento
através de novos estudos e novas tecnologias (Ashraf; Imran, 2020).

O diagnostico precoce da mastite ¢ de extrema importancia e visa minimizar perdas
econdmicas e atender a uma preocupagdo de satide publica e de bem estar dos animais. Um
diagnostico rapido e preciso possibilita a deteccao precoce da doenca e a sua prevencao, além
de auxiliar na tomada de decisdo quanto ao manejo a ser realizado e as medias terapéuticas mais
adequadas (Sharun et al., 2021).

O objetivo do trabalho foi realizar uma breve revisdo bibliografica sobre a mastite
bovina e avaliar se existe correlacao estatistica entre a intensidade da reacdo do CMT (trago,
uma, duas ou trés cruzes) obtidos para cada quarto mamario reagente ao teste, com a auséncia
ou presenga de crescimento de colonias bacterianas em cultivo microbiologico de fazenda.
Além disso, avaliar a concordancia entre o resultado do diagnostico obtido da cultura
microbioldgica em fazenda, da cultura microbioldgica laboratorial e da espectrometria de
massas, especialmente para agentes do grupo Estafilococos ndo aureus. Dessa forma, se busca
incentivar o diagndstico do agente causador da mastite subclinica utilizando-se de um método
barato e possivel de ser feito dentro da propriedade, visando realizar um controle mais assertivo

da doenga.
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2 MASTITE BOVINA

A mastite bovina ¢ uma inflamagao dos tecidos mamarios de causa multifatorial e ¢ uma
das doencas mais comuns que afeta o setor leiteiro. Dentre as possiveis causas estao incluidos
danos fisicos, irritagdo quimica ou infec¢cdo, sendo que a mastite bacteriana ¢ a mais
significativa e que ocorre com maior frequéncia. Por isso, a doenga ¢ a razdo mais frequente
pela qual sdo utilizados antimicrobianos na fazenda (Ashraf; Imran, 2020).

Sendo uma das doencas mais disseminadas em rebanhos leiteiros, a mastite causa
diminui¢do da satde do ubere e, consequentemente, queda na producdo e qualidade do leite
resultando em perdas econdmicas significativas ao produtor, independentemente de sua
apresentacdo. Existem diversas maneiras de classificar a doenga. Conforme a origem do agente,
pode ser ambiental ou contagiosa. Ja conforme a manifestacdo dos sinais clinicos, podera se
apresentar como mastite clinica ou subclinica (Cobirka; Tancin; Slama, 2020).

A ocorréncia de mastite subclinica ¢ bastante comum quando comparada a mastite
clinica, o que resulta em grandes perdas econdmicas (Sumon et al., 2020). De acordo com
Constable ef al., (2017), a mastite subclinica € responsavel por cerca de dois ter¢os do total das
perdas econdmicas causadas por mastite no rebanho e gera grande preocupa¢do, uma vez que
ndo apresenta sinais clinicos visiveis e € mais dificil de ser diagnosticada.

Estima-se que um quarto mamario acometido resulta em reducdo de 30% da
produtividade e que a vaca acometida perde 15% de sua producdo na lactacdo. Também ha
diminuicao de 1% dos solidos totais presentes no leite. Dessa forma, € possivel observar que as
perdas econdmicas atribuidas as perdas de producdo de leite sdo bastante consideraveis,
podendo corresponder a 75% e demonstrado a importancia desse apresentacdo da doenca

(Constable et al., 2017).

2.1 FATORES DE RISCO

Muitos fatores estdo envolvidos na etiologia da mastite. Dentre eles, o agente causador,
a vaca e o ambiente. Para infectar o animal, o agente precisa superar os mecanismos de defesa
do hospedeiro. No caso da mastite, a maioria dos patdgenos acessa a glandula mamaria através

do canal do teto, que ¢ a barreira mecanica entre o meio externo e o interior do ubere. O local
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de permanéncia das vacas ¢ rico em microbiota e o leite ¢ o substrato ideal para o crescimento
de diversas espécies, tornando-se um ambiente favoravel ao agente (Benic¢ et al., 2018)

O desenvolvimento da mastite pode ser explicado em trés estagios. O primeiro deles ¢
denominado invasdo e compreende a fase em que os microrganismos passam do meio externo
para as secrecdes ou o leite encontrado no canal lactifero. O segundo estagio ¢ a infecgdo e
compreende 0 momento em que os microrganismos adentram o teto e se fixam no tecido
mamario iniciando a sua multiplicacdo e proliferagdao no parénquima mamario. Por ultimo, o
terceiro estagio ¢ chamado de inflamacao, e representa a fase em que podem ser notados sinais
clinicos tipicos de inflamagdo com graus variados, alteracdes sistémicas e anormalidades
subclinicas (Constable et al., 2017).

Os fatores de risco associados a ocorréncia da mastite podem ser observados a nivel de
quarto mamario, da vaca e do rebanho. Em relagdo ao quarto mamario, as caracteristicas
anatomicas dos tetos e do tibere como a integridade da extremidade do teto (barreira primaria),
danos na pele do Ubere e distancia da ponta do teto a superficie do chio tem relagdo com o
aparecimento da mastite. Desse modo, vacas com hiperqueratose do orificio do teto e lesdes de
pele tem maior incidéncia da doenca (Beni¢ ef al., 2018).

Quanto aos fatores a nivel da vaca, podem ser citados a idade, estagio de lactacdo, nivel
de higiene, produg¢do e contagem de células somaticas na lactacdo anterior. O risco de
ocorréncia de mastite € maior em animais mantidos em ambientes sujos € em vacas com maior
contagem de células somaticas (Benic et al., 2018). A maior parte de novas infec¢des ocorre na
fase inicial do periodo seco ou nos primeiros dois meses de lactagdo, principalmente quando se
trata de patdgenos ambientais (Constable et al., 2017).

Conforme (Santos; Fonseca, 2019), o aparecimento de mastite clinica ambiental no
periodo pos parto ¢ maior em comparagdo com o restante da lactagdo devido a reducdo da
capacidade de resposta do sistema imune neste periodo, demonstrando a importancia do estagio
da lactacdo. Quanto a idade, animais jovens tem mecanismos de resposta imune mais eficientes
que animais mais velhos, podendo influenciar na ocorréncia da mastite. Além disso, de acordo
com Constable et al., (2017) a prevaléncia de quartos infectados aumenta conforme a idade,
atingindo o pico por volta dos sete anos.

Em nivel de rebanho, destacam-se fatores como manejo nutricional e de ordenha,
alojamento e condicdes de higiene das instalagdes. A nutricdo € fator importante para a saude
da glandula mamédria, especialmente os micronutrientes como vitamina E, selénio, cobre,
vitamina A e zinco, pois melhoram a capacidade de resposta imune, diminuindo a incidéncia

de mastite (Ladeira, 2023). Além disso, o canal do teto permanece aberto por algumas horas
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logo apos a ordenha, portanto, acdes como fornecer alimento neste momento evitam a
exposicao direta do teto com o solo, prevenindo a entrada de patdogenos pelo canal do teto
(Santos; Fonseca, 2017).

A qualidade e o manejo das instalagcdes exercem grande influéncia sobre os tipos de
patdgenos que podem afetar a glandula mamaria e também sobre o grau da pressao de infecgao.
Os fatores determinantes nesse processo e que influenciam na qualidade do ambiente sdo a
umidade, o calor, o sistema de alojamento, o tipo de material utilizado para a confec¢ao das
camas, higiene e manutencao das camas e instalacdes (Constable ef al., 2017).

O manejo de ordenha também ¢ fator de influéncia na ocorréncia de mastite. Envolve a
eficiéncia dos ordenhadores, o funcionamento da ordenhadeira mecanica, a velocidade de
esvaziamento da glandula mamaria e, especialmente, a higiene na sala de ordenha (Constable
et al., 2017). Durante a ordenha, a ocorréncia de inversao de fluxo de leite causada por
flutuagdes de vacuo, queda ou deslizamento de teteiras € a ma higiene destas pode predispor a

mastite (Beni¢ et al., 2018).

2.2 IMPORTANCIA ECONOMICA

Conforme Constable ef al., (2017), o custo anual total com a mastite bovina € estimado
em 10% do total do valor de venda do leite, sendo que dois ter¢os dessa perda sdo causados
pela reducao da produgdo de leite por vacas afetadas com mastite subclinica. As perdas
econOmicas se dao pela diminui¢ao acentuada da produgao de leite devido a ma saude do tbere,
custos com tratamento, descarte de leite e atendimento veterinario, além de descarte e morte
precoce de animais. Também ocorrem prejuizos na industria devido a redu¢do da qualidade do
leite e rendimento dos seus derivados (Santos; Fonseca, 2017).

De acordo com as pesquisas, na maioria dos paises, a prevaléncia de patdgenos
causadores de mastite em rebanhos leiteiros ¢ de 50% das vacas e varia de 10 a 25% dos quartos
mamarios. Se considerarmos a incidéncia média anual, calculada pelo niumero de casos clinicos
a cada cem vacas em risco por ano, incluindo periodo seco, as porcentagens variam de 10 a
12% na maioria dos rebanhos. As taxas de letalidade variam amplamente, de acordo com o

microrganismo causador da mastite e a gravidade da doenga (Constable et al., 2017).
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2.3 CLASSIFICACAO DA MASTITE

A mastite pode ser classificada de diversas maneiras, envolvendo diferentes critérios.
De acordo com a origem do agente, pode ser classificada em mastite ambiental, causada por
microrganismos do ambiente circundante, e em mastite contagiosa, causada pelo leite
contagioso de vacas infectadas. Conforme os sinais clinicos, pode ser classificada como clinica
ou subclinica (Cobirka; Tancin; Slama, 2020).

2.3.1 Origem do Agente

Técnicas microbiologicas permitiram isolar aproximadamente 140 espécies,
subespécies e sorovares microbianos da glandula maméria permitindo a identificacdo de
diversos patdgenos causadores de mastite. Com base na sua epidemiologia e fisiopatologia,
esses agentes tém sido classificados como causadores de mastite ambiental, mastite contagiosa

ou ainda patogenos oportunistas da pele do teto (Constable et al., 2017).

2.3.1.1 Origem Ambiental

A mastite ambiental ¢ causada por microrganismos do proprio ambiente em que o
animal se encontra. A principal forma com que esses patdgenos infectam o ubere € através do
canal do teto. O canal do teto pode permanecer aberto por cerca de duas horas ap6s a ordenha,
favorecendo a entrada de microrganismos. Além disso, durante o periodo entre ordenhas, a
extremidade do teto esta constantemente exposta aos microrganismos do ambiente,
especialmente onde hd acimulo de matéria organica (esterco, urina, lama) e umidade. Com isso,
o desafio de novas infecgdes é constante (Cobirka; Tancin; Slama, 2020).

As condigdes do ambiente influenciam fortemente na transmissao desses patdgenos para
a vaca. Cama timida, acimulo de sujidades, ordenha de uberes sujos € molhados, manejo de
pré-ordenha inadequado, sistema de alojamento que permitem lesdes nos tetos e controle
ineficiente de moscas sdo fatores que podem predispor a vaca ao contagio com agentes

ambientais (Constable et al., 2017).
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De acordo com Santos; Fonseca, (2019), os agentes relacionados a mastite ambiental
sdo considerados oportunistas, causando mastites transitorias. Apesar disso, possui maior
frequéncia de casos de mastite clinica grave, levando a diminui¢ao abrupta do leite e até a morte
em alguns casos. Os principais agentes envolvidos sdo coliformes e estreptococos ambientais.

Os coliformes sdo bactérias Gram-negativas que se multiplicam naturalmente no trato
gastrointestinal das vacas e na matéria organica do ambiente. Apresentam um complexo de
lipopolisssacarideo (LPS) na camada externa da parede celular que atua como toxina bacteriana
e estd diretamente relacionada a patogenicidade e intensidade da resposta imune da vaca. As
principais espécies envolvidas sdo Escherichia coli, Klebisiella spp., Enterobacter spp.,
Citrobacter spp. e Serratia spp. Vacas em inicio de lactagdo e alta produg@o tem maior risco de
infec¢des por coliformes (Santos; Fonseca, 2019).

Os estreptococos ambientais s3o uma das principais causas de mastites em bovinos
leiteiros. Estdo associados a diversas espécies como Streptococcus canis, Enterococcus spp.,
Lactococcus e as mais comuns, Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae. Estes
microrganismos geralmente causam mastite clinica de natureza leve a moderada, mas também
podem causar mastite subclinica cronica com aumento de contagem de células somaticas (CCS)

no leite (Constable ef al., 2017).

2.3.1.2 Mastite Contagiosa

A ocorréncia da mastite contagiosa se da através da transmissdao de patdégenos de uma
vaca infectada para uma vaca saudavel. Os principais agentes causadores da mastite contagiosa
sdo Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp. € Mycoplasma
spp. sendo que, geralmente, as infecgdes sdo persistentes e sem sinais clinicos graves. Estes
patogenos sdo bastante adaptados a multiplicagdo na glandula mamaria e, portanto, o seu
principal reservatorio € o ubere de vacas infectadas (Santos; Fonseca, 2019).

Os agentes contagiosos mais comuns sdo Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae que tem como principal fonte de infeccdo a glandula mamaria de vacas infectadas,
embora as maos dos ordenhadores possam ser fonte de S. aureus. A infec¢dao por Mycoplasma
bovis ¢ uma causa menos comum de mastite contagiosa. Pode provocar surtos de mastite clinica

dificeis de controlar por ndo responderem a terapia e estdo associados a introdugdo recente de

novos animais no rebanho (Constable et al., 2017).
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Conforme Santos; Fonseca, (2019) o canal do teto ¢ um dos principais locais de
ocorréncia de Corynebacterium bovis. E um agente de baixa patogenicidade e altamente
contagioso que tem sido utilizado como indicador de higiene de ordenha. Quando nao realizada
desinfeccdo dos tetos apos a ordenha o agente pode ser isolado de mais de 60% dos quartos
amostrados.

A transmissao de agentes contagiosos ocorre principalmente no momento da ordenha, a
partir de leite contaminado pelas maos dos ordenhadores, através de toalhas de uso multiplo
para secagem dos tetos ou através da propria maquina de ordenha mal higienizada que atua
como reservatorio bacteriano ou mal regulada que favorece a entrada dos patogenos pelo canal

do teto através de flutuacdes de vacuo e reversao de fluxo de leite (Sharun et al., 2021).

2.3.2 Caracteristicas Clinicas

De acordo com a sua manifestacdo clinica, a mastite pode ser classificada em mastite

clinica ou subclinica.

2.3.2.1 Mastite Clinica

A mastite clinica € caracterizada pela alterag¢do visual do leite como presenga de grumos,
codgulos, sangue, pus ou leite aquoso e pode ou ndo estar associada a sinais visuais de
inflamacdo no quarto mamario afetado tais como edema, aumento de temperatura,
endurecimento e dor. O animal também pode apresentar sinais sistémicos como aumento da
temperatura retal, diminui¢do do consumo de alimento e desidratacao (Cobirka; Tancin; Slama,
2020).

De acordo com Santos; Fonseca, (2019) a mastite clinica pode ser classificada em trés
escores quanto a gravidade dos sinais: leve, quando hé alteragdo apenas do leite; moderada,
quando apresenta alteracdes no leite e sinais clinicos no quarto mamario afetado e, por fim,
grave, em que além de manifestar os sinais clinicos do escore dois, apresenta sinais clinicos
sistémicos como febre, prostracdo e desidratacao.

Outra maneira de classificar a mastite clinica ¢ em hiperaguda, aguda, subaguda, cronica
e gangrenosa. Casos hiperagudos sdo caracterizados por inflamagao intensa com presenga de

sinais sistémicos como hipertermia, dispneia, prostracdo e anorexia, que geralmente estdo
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associados a infec¢des por agentes ambientais do grupo dos coliformes. Na forma aguda, ha os
mesmos sinais presentes na hiperaguda, mas de forma mais discreta e com evolucido mais lenta
(Ramos et al., 2017).

Ainda conforme (Ramos ef al., 2017) a forma subaguda tem como caracteristicas a
presenca de grumos e de sinais inflamatorios mais discretos. A forma cronica € caracterizada
pela infecgdo persistente do ubere, perdurando por dias, meses ou anos, podendo causar fibrose
e atrofia nos quartos acometidos. Na forma gangrenosa, o quarto mamario afetado encontra-se
com a cor alterada, variando do escuro ao purpura azulado, e sem sensibilidade.

A mastite clinica recorrente se refere a casos em que hd cura clinica, mas ha
reaparecimento dos sinais no mesmo quarto mamario apés 14 dias do inicio do episodio
anterior. Os casos de mastite recorrente podem ocorrer por mastite persistente, ou seja, quando
ha falha no tratamento comprovada pelo isolamento da mesma cepa nas duas ocasioes, ou ainda,
um caso novo que ¢ considerado quando os sinais clinicos sdo causados pela mesma cepa

(Alves; Santos, 2020).

2.3.2.2 Mastite Subclinica

A manifestagdo da mastite na forma subclinica caracteriza-se pela auséncia de alteracdes
visiveis a olho nu no leite ou no ubere. Causa queda na producao de leite do quarto afetado,
alteragdes na composicdo do leite como aumento das proteinas séricas, diminuicdo na
porcentagem de caseina, lactose, célcio e gordura do leite, além de aumento da contagem de
células somaticas (CCS) para um valor superior a 200.000 células/mL de leite (Santos; Fonseca,
2019).

A anormalidade subclinica mais significativa do leite ¢ o aumento da CCS. As cé€lulas
somaticas sdo compostas principalmente de cé€lulas epiteliais do ubere e gldbulos brancos,
especialmente neutrofilos, macréfagos e linfocitos. Quando elevadas, podem indicar uma
inflamac¢ao intramamaria (Sumon et al., 2020). De acordo com Constable et al., (2017), em
uma glandula mamaria lactante saudavel, a CCS deve ser inferior a 100.000 células/mL de leite.

A contagem de células somaticas ¢ aumentada principalmente pela ocorréncia de mastite
subclinica associada a bactérias gram — positivas. Para realizar o monitoramento da prevaléncia
de mastite subclinica no rebanho ¢ possivel utilizar a determina¢do da CCS de amostra de leite
de tanque a granel. Além disso, para determinar os patdogenos mais prevalentes, pode ser

utilizada a cultura microbioldgica dessas amostras. Existe uma boa correlacao entre a CCS e o
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nimero de unidades formadoras de coldnias (UFC) de Streptococcus e uma correlacio
moderada com o nimero de UFC de Staphylococcus aureus (Constable et al., 2017).

De acordo com Kumari; Bhakat; Choudhary, (2018), a maioria dos casos de mastite
subclinica sdo causados por espécies dos géneros Staphylococcus, Streptococcus além de
Coliformes e Actinomyces pyogenes. Corroborando com esta informag¢do, Birhanu et al.,
(2017), em seu estudo de prevaléncia e isolamento das principais causas da mastite subclinica
na Etidpia, acabou isolando principalmente Staphylococcus aureus, bactérias do género
Streptococcus e Eschericha coli.

No Brasil, uma revisao sistematica desenvolvida por (Ito Eleodoro; Fagnani, 2022) com
a finalidade de investigar os agentes mais frequentemente associados a mastite subclinica em
vacas leiteiras, elencou os trés microrganismos que mais aparecem nesses casos. O patégeno
mais frequentemente relatado, com prevaléncia combinada de 49%, foi Estafilococos. Os
Streptococcus spp. aparecem como o segundo grupo mais importante, sendo que as espécies
mais frequentemente isoladas sdo Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, €
Streptococcus dysgalactiae. Em terceiro, aparece a Corynebacterium spp., sendo C. bovis a
espécie mais isolada.

As bactérias do género Staphylococcus spp., possuem grande importancia na etiologia das
infeccdes intramamarias. Para o diagndstico da mastite, geralmente sdo diferenciadas as
espécies de Estafilococos coagulase positiva e negativa de acordo com a capacidade de coagular
o plasma de coelho. Nesse sentido, aquelas capazes de realizar a coagulagdo sdo consideradas
coagulase positivas e tem como principal represente do grupo o Staphylococcus aureus. Ja as
bactérias com reagdo negativa na prova de coagulase, sdo identificadas como Estafilococos
coagulase negativa (Silva; Rizzo, 2019).

O termo “coagulase negativa” também ¢ utilizado para diferenciar as espécies de
Staphylococcus em Staphylococcus aureus (coagulase positiva) e em bactérias Estafilococos
nao aureus (ENA), ja que a maioria dos agentes desse grupo ¢ coagulase negativa. Os ENA
representam um dos grupos de bactérias com maior prevaléncia nos isolados de vacas com
mastite e ¢ considerado bastante heterogéneo, com espécies associadas as vacas, espécies
oportunistas e outras ambientais (Santos; Fonseca, 2019).

Em estudos realizados por Tomazi et al. (2015), a principal espécie do grupo dos
Estafilococos nao aureus isolada em casos de mastite € Staphylococcus chromogenes, chegando
a valores proximos de 75% dos isolamentos. A mastite subclinica causada por ENA nao causa
alteracdo da producdo e nem na composi¢ao do leite, no entanto, a CCS dos quartos infectados

¢ cinco vezes maior que a observada em quartos saudaveis. De acordo Santos; Fonseca, (2019),



18

a mastite causada por ENA tem altas taxas de cura espontanea e responde bem aos tratamentos
antimicrobianos.

Staphylococcus coagulase negativa sao parte da microbiota natural da pele dos bovinos, e
sao considerados de baixa patogenicidade podendo ser observados com certa frequéncia em
casos de mastites subclinicas, resultando em aumento da CCS. Sao frequentemente isolados de
casos de mastite em vacas no periodo pré-parto, mas também podem infectar novilhas,
aumentando a ocorréncia em primiparas (Silva; Rizzo, 2019).

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria Gram-positiva formadora de aglomerados de
pequenos cocos, catalase positiva e coagulase positiva. E um dos principais agentes causadores
de mastite em vacas leiteiras no mundo, atingindo prevaléncias que variam de 5-18% entre
vacas e 30-85% em rebanhos. Considerado um agente ndo obrigatorio do Ubere, pode colonizar
o canal do teto, a glandula mamadria ou a pele, sobretudo lesdes de extremidade do teto (Santos;
Fonseca, 2019).

O S. aureus ¢ classificado como um patdégeno contagioso de mastite bovina sendo
transmitido através do contado de vacas sadias com teteiras contaminadas ap6s a ordenha de
vacas infectadas, toalhas de uso multiplo, maos dos ordenhadores e outras potenciais fontes
como pele da vaca e dos ordenhadores, lesdes de tetos e moscas (Santos; Fonseca, 2019).

Infecgdes por Staphylococcus aureus sao, geralmente, persistentes e subclinicas, e sao
um grande desafio na producdo leiteira. O patdgeno possui a capacidade de criar micro
abscessos que fazem com que os antimicrobianos tenham dificuldade de atingi-lo, levando a
uma baixa taxa de cura por antimicrobianos durante a lactag¢@o e a tendéncia de se tornarem
infeccdes cronicas. Além disso, o agente causa danos permanentes ao tecido secretor
diminuindo a capacidade de produ¢do da vaca. Com isso, ¢ frequentemente necessario o
descarte dos animais afetados (Cobirka; Tancin; Slama, 2020).

S. aureus € considerado um patogeno de dificil controle nas propriedades. Isso ocorre
devido a dificuldade de diagnosticar todas as vacas infectadas do rebanho, a sua diversidade de
reservatorio, a sua caracteristica de causar infeccdes de longa duracdo ou cronicidade
aumentando a chance de contagio de novos animais e a sua alta resisténcia aos antimicrobianos
e consequente baixa taxa de cura (Santos; Fonseca, 2019).

Os Estreptococos que causam a mastite bovina podem ser divididos em espécies
contagiosas como ¢ o caso do S. agalactiae e ambientais como S. uberis, e S. dysgalactiae, por
exemplo, que possuem maior capacidade de sobreviver e se desenvolver em sitio extra
mamario. Estes agentes contribuem de forma significativa para as altas contagens totais de

bactérias no leite do rebanho (Santos et al., 2018).
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Sreptococcus agalactiae ¢ uma bactéria Gram-positiva formadora de cadeias de cocos,
catalase negativa e reagdo positiva ao teste CAMP. A identifica¢cdo de animais infectados pode
ser feita através de cultura microbiologica de uma unica amostra apresentando alta sensibilidade
e especificidade. Como o principal reservatério desse patogenos ¢ o proprio ubere da vaca
infectada ¢ possivel erradicar o agente do rebanho por meio de identificagdo, tratamento ou
descarte de vacas infectadas. A taxa de cura com uso de antimicrobianos a base de beta-
lactamicos ¢ elevada (Santos; Fonseca, 2019).

A transmissdo se da através do contato de quartos mamarios saudaveis com fomites
contendo leite infectado, portanto, o momento da ordenha ¢ um dos fatores de risco. Altas
prevaléncias desse agente no rebanho indicam falhas no manejo e higiene da ordenha. A
infeccdo causada por S. agalactiae também estd relacionada com a elevada contagem de células
somaticas no leite das vacas e do rebanho, consequentemente. Contagens superiores a 1.000.000
de células/mL podem ser registradas (Cobirka; Tancin; Slama, 2020; Santos et al., 2018).

S. uberis ¢ uma bactéria aerdbia, Gram-positiva ¢ formadora de cadeias de cocos,
catalase negativa e reacdo ao teste CAMP varidvel. Esse agente ambiental que possui alta
variabilidade genética, com algumas cepas adaptadas a glandula mamaria e outras ndo. O ideal
¢ realizar cultura microbioldgica através da sele¢do de vacas com alta CCS para identificagdo
da presenca do agente (Santos; Fonseca, 2019).

De acordo com Cobirka; Tancin; Slama, (2020), a maioria das infec¢des por S. uberis
ocorre durante o periodo seco e sdo subclinicas, podendo evoluir para casos agudos na lactagao
subsequente. Santos; Fonseca, (2019) afirmam que a taxa de infec¢des € maior durante as duas
primeiras semanas apoOs a secagem e nas duas semanas pré-parto. J& durante a lactacdo, os
primeiros 75 dias pds parto sdo os mais criticos para a infec¢ao.

Acredita-se que a eliminag¢do fecal do S. uberis tenha um papel importante na
manutencdo do agente nas fazendas, podendo tornar camas mal manejadas e até a propria
pastagem uma fonte de contaminagdo persistente. A infec¢ao ocorre geralmente no periodo
entre as ordenhas, por isso, a desinfec¢do, a limpeza, a renovacdo do material da cama ¢ a
remogdo do esterco auxiliam no controle desse patdogeno (Cobirka; Tancin; Slama, 2020;
Constable et al., 2017).

O S. dysgalactiae ¢ uma bactéria aerobia e Gram-positiva formadora de cadeias de
cocos, catalase negativa e CAMP negativo. Pode causar tanto a manifestagao clinica da doenca
quanto a subclinica, sendo que vacas infectadas apresentam elevada CCS. Pode ser encontrada

no ambiente da vaca e também em amigdalas, vagina, boca e glandulas mamarias. A
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manutencdo do agente pode estar envolvida também com o seu isolamento de moscas como da
espécie Hydrotoea irritans (Constable ef al., 2017; Santos; Fonseca, 2019).

A Corynebacterium bovis ¢ uma bactéria Gram-positiva com a forma de bacilo, catalase
positiva ndo formadora de esporos e de crescimento lento. E uma das causas mais frequentes
de mastite podendo chegar de 20-30% dos casos, o que pode ser explicado pelo fato de ter baixa
patogenicidade e ser altamente contagiosa. E detectada principalmente na forma subclinica da
doenca sendo que taxas elevadas de isolamento dessa bactéria sao relacionadas a limpeza dos
tetos, principalmente ao pos dipping, uma vez que o canal do teto € um dos principais locais de

ocorréncia desse agente (Ito Eleodoro; Fagnani, 2022; Santos; Fonseca, 2019).

2.4 METODOS DE DIAGNOSTICO

Uma vez que é definida como a inflamacdo da glandula mamaria, a mastite €
diagnosticada com base na medicao da resposta inflamatéria. Ja a infeccdo intramamaria, causa
mais comum de mastite, é diagnosticada com base na identificacdo do agente infeccioso que
desencadeou a doenca. Nao ha um método diagndstico capaz de definir ambas, embora os
métodos usados para definir inflamacédo da glandula mamaria sejam utilizados como método
indireto para identificar vacas com infeccdo intramamaria (Adkins; Middleton, 2018).

Um programa de diagnéstico eficiente requer a deteccdo precoce da infecgdo seguida da
identificacdo do agente. Assim, podem ser introduzidas medidas de prevencdo e controle
eficientes visando reduzir os custos, as perdas na producdo e qualidade do leite e aumentar a
taxa de cura dos animais infectados. Além disso, 0 consequente tratamento precoce pode
diminuir a gravidade da doenca contribuindo para melhorar o bem estar dos animais e
minimizando perdas (Tommasoni et al., 2023).

O produtor geralmente tem facilidade em detectar casos de mastite clinica, pois as
alteraces clinicas tanto da vaca quanto do leite sdo evidentes. Ja no caso da mastite subclinica,
que ocorre mais frequentemente em relagdo & mastite clinica, a deteccéo torna-se um desafio,
pois na maioria dos casos ndo apresenta qualquer sinal clinico visivel. Para 0 monitoramento e
diagnostico da mastite no rebanho, foram adaptados varios métodos para uso tanto no campo,

quanto em laboratorio (Beni¢ et al., 2018).
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2.4.1 Teste da Caneca de Fundo Preto

A mastite clinica manifesta-se pela presenca de altera¢fes no leite tais como grumos ou
coagulos, pus, sangue ou leite aquoso. Essas caracteristicas podem ser observadas ao realizar o
teste da caneca de fundo preto ou telado. Esse teste deve ser realizado na rotina de ordenha
imediatamente antes da colocagéo das teteiras e consiste na retirada dos primeiros jatos de leite
em uma superficie escura ou telada de uma caneca, ou ainda, diretamente no piso da sala de
ordenha, desde que haja boa iluminacéo e condicdes de visualizacdo (Santos; Fonseca, 2019).

Além do teste da caneca, para detectar a mastite clinica no momento da ordenha, é
possivel fazer o exame da vaca e do Ubere buscando sinais como dor, endurecimento do quarto
mamario, edema ou inchaco, hipertermia, reducdo de consumo, atitude alterada ou
desidratacdo. A partir disso, é possivel inferir sobre a gravidade do caso de mastite,
classificando em escore leve, moderado ou grave e tomar a decisdo sobre a melhor forma de

tratamento (Maiochi; Rodrigues; Wosiacki, 2019).

2.4.2 Contagem de Células Somaticas (CCS)

A contagem de células somaticas tem sido aceita e utilizada como forma de identificar
inflamacéo da glandula mamaria lactante, especialmente quando se trata de mastite subclinica.
Amostras de quartos mamarios com até 100.000 células/mL., das quais ndo seja isolado nenhum
microrganismo e que ndo tenha historico de infeccOes recentes sdo considerados saudaveis. Ja
amostras com mais de 200.000 célulass/mL podem indicar uma resposta inflamatéria e
provavelmente estdo infectadas (Petzer et al., 2017).

Para realizar o acompanhamento da saude geral do rebanho, é possivel fazer o
monitoramento da contagem de células somaticas de tanque (CCST). Geralmente, os produtores
possuem acesso facilitado a essa informacdo, pois a maioria dos laticinios tem como rotina
coletar amostras mensais de leite para determinacdo da CCS, variando de uma a quatro amostras
(Santos; Fonseca, 2019).

Esse processo ¢ feito com a finalidade de cumprimento da INSTRUCAO
NORMATIVA N° 77, DE 26 DE NOVEMBRO DE 2018 - Imprensa Nacional, que, no caso da

contagem de células somaticas de leite refrigerado cru, exige média aritmética maxima de
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500.000 celulas/mL de leite no periodo de trés meses ininterruptos e com no minimo uma
amostra mensal de cada tanque (Nacional, 2018).

A CCST é um método indireto de estimar a prevaléncia de mastite no rebanho leiteiro.
Normalmente, a CCS ¢é aumentada pela existéncia de casos de mastite subclinica associados a
infeccbes intramamarias causadas por bactérias gram positivas. Apesar de ndo ser possivel
definir o nimero de vacas com mastite, 0 nimero de quartos afetados e as perdas de produgéo
conforme o valor da CCST podem ser estimadas e sdo descritas na tabela 1 (Constable et al.,
2017). De acordo com Santos; Fonseca, (2019), o valor de CCST acima de 200.000 celulas/mL
indica alta prevaléncia de mastite subclinica no rebanho.

A CCST representa a estimativa da média ponderada da CCS individual das vacas. Ela
ird apresentar uma correlacdo ndo linear com a prevaléncia de mastite subclinica no rebanho,
no entanto, pode subestimar a sua real prevaléncia quando vacas em tratamento de mastite
clinica e com mastite cronicas sdo ordenhadas separadamente e este leite ndo é enviado para o
mesmo tanque. Um valor de CCST acima de 200.000 células/mL indica alta prevaléncia de
mastite subclinica no rebanho e as perdas de producéo estimadas, associadas a CCST podem

ser vistas na tabela 1 (Santos; Fonseca, 2019).

Tabela 1 — Prevaléncia da infeccdo e perdas de producdo de leite estimadas, associadas a

contagem de células somaticas no tanque de resfriamento.

Contagem das Células

somaticas do leite no Quartos infectados no Perda de Producio (%)
tanque de resfriamento rebanho (%)
(células/mL)
200.000 6 0
500.000 16 6
1.000.000 32 18
1.500.000 48 29

Fonte: Adaptado de Constable, 2017.

A prevaléncia da mastite subclinica varia de acordo com a incidéncia e duragdo das
infeccOes. Por isso, é essencial implementar uma rotina de controle mensal da CCS individual
de todas vacas. Existem diversas formas de estimar a contagem de células somaticas de cada
individuo, com métodos a nivel laboratorial ou que podem ser realizados na fazenda e com
diferentes niveis confiabilidade e custo (Santos; Fonseca, 2019).

Em ambiente laboratorial, a CCS pode ser medida utilizando microscopia direta ou com

uso de contadores eletrénicos de células automatizados. Na microscopia direta, um volume de
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leite especifico é alocado em uma area calibrada de uma ldmina microscdpica. Apos a secagem
do leite, a l[d&mina é corada e as células visiveis sdo contadas dentro da &rea definida. Ja os
contadores eletrénicos automatizados sao frequentemente baseados em sistemas de citometria
de fluxo, realizando a contagem de forma rapida e facil. Alguns tipos de contadores portateis
também estdo disponiveis e podem ser usados tanto em laboratério quanto a campo (Adkins;
Middleton, 2018).

A nivel de fazenda, sdo estudados e avaliados outros métodos de contar ou de se
aproximar do valor de CCS individual da vaca ou quartos mamarios. O California Mastitis
Test (CMT) por exemplo, é um teste qualitativo que se baseia na alteracdo da viscosidade da
reacdo do leite quando adicionado o reagente. JA4 0 Wisconsin Mastitis Test (WMT) é uma
modificacdo do CMT feita para aumentar a objetividade da medicdo da viscosidade e tem uma
versdo adaptada para realizacdo em fazenda que fornece uma medicdo semiquantitativa da CCS
(Adkins; Middleton, 2018).

2.4.3 California Mastitis Test (CMT)

O California Mastitis Test (CMT) € um método rapido, pratico e barato para
diagnosticar a mastite subclinica na fazenda. E um método de facil execucdo e avaliacdo que
permite realizar, de forma indireta, a contagem de células somaticas através da viscosidade da
reacdo entre a amostra de leite e o reagente. O reagente € um detergente anidnico que rompe o
citoplasma e o nucleo das células, liberando o material genético no meio. Os acidos nucleicos,
ao interagirem com o detergente, formam um gel que modifica a viscosidade da mistura.
Portanto, quanto mais significativa a viscosidade, maior a contagem de células somaticas
(Maiochi; Rodrigues; Wosiacki, 2019).

Geralmente, 0 CMT é realizado apds o teste da caneca de fundo escuro e a retirada dos
primeiros jatos de leite na ordenha. O recomendado é que a amostra contida na raquete de teste
tenha partes iguais de leite e de reagente, ou seja, aproximadamente 2mL de cada. Em seguida
deve ser agitada em movimentos circulares e observada a viscosidade da reagdo. De acordo
com o grau de gelatinizacéo, a viscosidade pode ser classificada em uma escala de cinco niveis
que irdo corresponder a um valor aproximado de CCS, como pode ser observado no tabela 2
(Maiochi; Rodrigues; Wosiacki, 2019).
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Tabela 2 — Relacéo entre os resultados do California Mastitis Test (CMT) e valores
aproximados de contagens de células somaticas correspondentes.

Escore Reacao/Viscosidade Células Somaticas por mL
0 Ausente 0a200.000
Tracos Leve 150.000 a 500.000
+ Leve/Moderada 400.000 a 1.500.000
++ Moderada 800.000 a 5.000.000
+++ Intensa >5.000.000

Fonte: Adaptado de Santos e Fonseca, 2019.

A caracteristica da reacao observada no escore “zero” é a permanéncia da mistura liquida,
sem espessamento ou formacao de gel. J& no escore “tracos” observa-se ligeira formacdo de
gel, mais perceptivel quando a raquete € balancada de um lado para o outro. No escore “+” uma
substancia viscosa distinta é observada imediatamente ap6s a mistura das solucgdes, e pode se
dissipar com o tempo. Quando feitos movimentos de rotacdo com o suporte, o fluido ndo forma
uma massa periférica e a superficie da solu¢do nao se torna convexa. O escore “++” ha formagao
de uma substancia viscosa imediatamente apds a mistura das solucdes e quando feitos
movimentos de rotacdo com o suporte, a substancia forma uma massa periférica e o topo do
recipiente fica exposto. No escore “+++” é semelhante, no entanto, quando feitos movimentos

de rotagdo com o suporte, a superficie da solucdo torna-se convexa (Constable et al., 2017).

2.4.4 Condutividade Elétrica

A mastite é caracterizada pela inflamacdo da glandula mamaria, logo, gera diversas
alteraces na composicao e nas caracteristicas fisico quimicas do leite. Essas mudancas sao
atribuidas a mudanca de permeabilidade vascular causada pelo processo inflamatério, lesGes no
epitélio responsavel pela sintese de componentes do leite e microrganismos presentes na
glandula mamaria (Maiochi; Rodrigues; Wosiacki, 2019).

A lactose € um dos componentes do leite que pode reduzir em aproximadamente 10%
quando comparado ao leite de uma vaca saudavel. Essa reducdo gera um desequilibrio osmético
do leite em relagdo ao sangue que resulta em uma tentativa de compensagdo que permite a
passagem de ions de sodio e cloreto do sangue para o leite (Maiochi; Rodrigues; Wosiacki,
2019).
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De acordo com a sua natureza, as substancias favorecem ou néo a passagem da corrente
elétrica. Os ions sdo os principais componentes condutores de eletricidade, logo, a corrente
elétrica flui mais facilmente em um leite com mastite quando comparado a um leite saudavel,
devido ao aumento das concentracdes dos ions sodio e cloreto e a reducédo de potassio e lactose.
Dessa forma, a medi¢do da condutividade elétrica pode auxiliar na identificacdo precoce da
mastite (Ferrero; Valledor; Campo, 2014; Maiochi; Rodrigues; Wosiacki, 2019).

O leite saudavel possui uma condutividade elétrica de 4,0 e 6,0 mS/cm, ja a
condutividade medida esta com valor extremo de 6,5-13,00 mS/cm a uma temperatura de 18
°C, é um indicativo de leite mastitico. Doencas ndo relacionadas ao Ubere como problemas do
metabolismo, mudancgas na dieta e a raca do animal podem influenciar na condutividade
elétrica, no entanto, tem menor influéncia. Desse modo, a condutividade elétrica pode ser usada
para combater a mastite subclinica e otimizar a producédo (Ferrero; Valledor; Campo, 2014).

Existem Vvarios instrumentos portateis que se baseiam na medicdo da condutividade
elétrica para a deteccdo da mastite subclinica, como por exemplo o MASTITRON LF 3000,
detector de mastite DRAMINSK ou Milk Checker N-4L. Robbs de ordenha para
monitoramento também aumentaram significativamente nos ultimos anos (Ferrero; Valledor;
Campo, 2014).

2.4.5 Cultura Microbiolégica

A cultura microbiolégica de amostras de leite é considerada padréo ouro para diagnostico
de infec¢des intramamarias e € vista como uma etapa indispensavel na identificacdo dos agentes
causadores da mastite. As metodologias de cultura microbioldgicas geralmente sdo de baixo
custo e facil de serem executadas, desde que sejam realizadas por profissionais capacitados e
com procedimentos microbioldgicos padronizados (Santos; Fonseca, 2019).

A acurécia dos resultados da cultura microbioldgica é altamente dependente de uma boa
coleta de amostras de leite. As amostras devem coletadas, manuseadas e transportadas de forma
correta, para que seja evitada a contaminacdo das amostras e um posterior falso-positivo no
resultado. Os pelos e a pele do teto, as méos do individuo que realiza a coleta e 0 ambiente em
que a coleta é realizada sdo potenciais fontes de contaminacdo que devem receber devida
atencdo (Santos; Fonseca, 2019).

O procedimento de coleta deve ser iniciado pelo uso de luvas e identificacdo do tubo de
coleta, seguido da higienizacdo dos tetos, retirada e descarte dos primeiros jatos de leite e
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observacdo de possiveis sinais de mastite clinica. Apos isso, € feito uso do pré-dipping,
realizada a secagem do teto e higienizada a sua extremidade com algoddo ou gaze contendo
alcool 70%. Em seguida é realizada a coleta dos jatos de leite da amostra, evitando sempre que
a extremidade do teto togue o tubo (National Mastitis Concil, 2017).

As amostras devem ser armazenadas imediatamente em recipiente refrigerado e aquelas
que serdo cultivadas em mais de 24 a 48h devem ser congeladas (-20°C). As amostras devem
ser enviadas envoltas em um saco plastico e em recipiente refrigerado. Para cultivo de rotina,
as amostras geralmente sdo inoculadas em placas de &gar sangue e incubadas em posicao
invertida a 37°C durante 24 a 48h. Em seguida, € realizada coloracdo de Gram de col6nias
isoladas e demais protocolos bioquimicos para interpretacdo do resultado (National Mastitis
Concil, 2017).

Ha certas limitagdes quanto ao uso da cultura microbiol6gica laboratorial como a
logistica, o custo de envio das amostras ao laboratério, e o tempo para que as analises sejam
feitas e se obtenha um resultando, dificultando a tomada de decisdo quanto ao tratamento. Por
isso, foram desenvolvidos programas de cultura microbioldgica na fazenda (Onfarm Culture)
que possibilitam o resultado em 18 a 24 horas (Santos; Fonseca, 2019).

Embora ndo tenha capacidade de substituir o diagnéstico laboratorial, quando realizados
de maneira correta, 0s programas de cultura microbiolégica na fazenda possuem uma precisao
de aproximadamente 80% para identificacdo dos agentes patogénicos causadores de mastite. A
maioria dos programas Onfarm Culture utiliza um ou mais meio seletivos para promover o
crescimento de certas classes de microrganismos (National Mastitis Concil, 2017).

Segundo Santos; Fonseca, (2019), os meios de cultura mais utilizados nos programas de
cultura na fazenda sdo: meio de cultura néo seletivo (Agar sangue), que permite o crescimento
de qualquer microrganismo aerobio presente no leite e é Gtil para identificar a presenca ou ndo
de agentes da mastite; as biplacas (Agar sangue e MacConkey), que contém um meio nio
seletivo e um meio seletivo para bactérias Gram-negativas, e por fim, os meios cromogénicos
seletivos que possibilitam a identificacdo rapida de patdégenos obtido a partir da auséncia ou
presenca de crescimento em determinada secdo da placa e a coloragdo das col6nias, de acordo

com as instrucdes de cada fabricante.
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2.4.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As técnicas de diagndstico baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
identificam os agentes causadores de mastite por meio da amplificacdo de sequéncias de DNA
especificas desses patdgenos (Santos; Fonseca, 2019). E um método que tem sido eficaz na
identificacdo da grande variedade dos causadores tanto da mastite clinica quanto da mastite
subclinica (Chakraborty et al., 2019).

A PCR é considerada um método diagnostico de alta sensibilidade, ja que é capaz de
detectar uma unica molécula de DNA até mesmo de amostras que possuem crescimento
bacteriano em cultura inibido ou insuficiente (Duarte et al., 2015). A PCR pode ser aplicada
em amostras de leite trimestrais, agrupadas e do granel, mas a sensibilidade e especificidade é
maior quando utilizada em amostras de leite do quarto mamario individualmente (El-Sayed et
al., 2017).

Inicialmente, essa técnica consiste na extracdo de DNA das amostras de modo que haja
simultdnea eliminacdo de inibidores de reacdo, como células somaéticas. Em seguida, sdo
adicionadas enzimas termoestaveis e oligonucleotideos iniciadores, também denominados de
primers, que sdo exclusivos e que se ligam de modo especifico a uma sequéncia alvo de DNA
previamente definida. Os primers permitem a amplificacdo e quantificacdo de certas sequéncias
e, de acordo com a escolha, eles podem diferenciar membros da mesma espécie ou a nivel de
subespécie (El-Sayed et al., 2017).

Algumas melhorias na PCR tradicional foram desenvolvidas ao longo do tempo como,
por exemplo, a PCR multiplex que é um sistema em que muitos pares de primers Sao
adicionados na reacdo, permitindo a detectacdo simultanea de genes diferentes. Essa técnica
reduz o custo por amostra quando ha diferentes patdgenos ou para pesquisa de diferentes genes
de viruléncia na mesma amostra. No entanto, ha limitacdes no nimero de amostras que podem
ser amplificadas e pode haver aumento de custos diretos dependendo da necessidade de
métodos secundarios nesse processo (Duarte; Freitas; Bexiga, 2015; El-Sayed et al., 2017).

Outra variacéo datécnica € a PCR em tempo real (RT-PCR) que possui outras vantagens
em relacdo a PCR convencional e a cultura bacteriana. E mais rapido e mais seguro para 0s
trabalhadores e para 0 meio ambiente, possui melhor visualizagéo e digitalizacdo dos resultados
e tem sensibilidade e especificidade muito préximos a 100%. Além disso, € um metodo que
pode ser utilizado para a quantificagcdo dos patdgenos do leite infectado por meio da medicéo

da intensidade da fluorescéncia produzida pela reacéo (El-Sayed et al., 2017).
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A utilizagdo do método de PCR tem sido voltada, principalmente, para o diagnostico de
patdégenos com limitac6es de identificagdo pelos métodos convencionais e pela maior rapidez
do diagnostico. Apos cerca de quatro horas da chegada das amostras ao laboratorio, é possivel
obter um resultado de diagndstico altamente sensivel e especifico. No entanto, se destaca o
cuidado na interpretacdo, pois 0 método identifica 0 DNA tanto de bactérias vivas quanto
moscas, e a presenca do DNA ndo é garantia da ocorréncia de infecgdo intramamaéria (Santos;
Fonseca, 2019).

2.4.7 Espectrometria de Massa (MALDI-TOF)

A espectrometria de massas € uma técnica de diagnostico que se baseia na identificacéo
de compostos quimicos através da determinacdo de suas massas moleculares na forma idnica.
Uma fonte de ions ioniza as moléculas, enquanto que analisadores de massa separam 0s ions de
acordo com a relacdo massa/carga através de campos elétricos e magnéticos (Santos; Fonseca,
2019).

Dependendo da sua massa e carga, cada particula leva um determinado tempo para
chegar ao detector. Apos todas as proteinas da amostra serem detectadas pelo espectrémetro de
massa, uma impressdo digital Unica de cada organismo € produzida. A identificacdo do
microrganismo € feita por um software que compara o perfil espectral da amostra pesquisada
com o banco de dados de referéncia (Dingle; Butler-Wu, 2013).

A espectrometria de massas com fonte de ionizacao a lazer (MALDI-TOF) é a técnica
mais utilizada na deteccdo de microrganismos. Ela permite diferencia-los de acordo com seu
perfil ribossomal. Esse método é baseado na ionizacdo branda que possibilita a dessorcdo
branda de peptideos e proteinas ribossomais a partir de coldnias bacterianas. Os ions sdo
separados e detectados conforme a sua massa e carga sendo, posteriormente, identificados
comparando o espectro de massas obtido com o banco de dados de programas computacionais
(Santos; Fonseca, 2019).

Para uso no diagnostico de agentes causadores de mastite, inicialmente € preciso realizar
a cultura microbioldgica das amostras de leite em meios de cultura convencionais e incubar por
vinte e quatro horas. Em seguida, as coldnias bacterianas que cresceram podem ser transferidas
para o equipamento de MALDI-TOF que ira realizar a identificacdo tanto do género, quanto da

especie em aproximadamente 60 segundos (Santos; Fonseca, 2019).
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Os metodos moleculares tradicionais, assim como 0 MALDI-TOF, necessitam de uma
cultura microbioldgica para identificacdo dos microrganismos, o que pode levar de 24 a 48h.
No entanto, enquanto os métodos tradicionais requerem indmeros testes bioquimicos e
reincubacdo para obter a identificacdo, o MALDI-TOF identifica os agentes em uma unica
andlise de forma mais rapida e precisa a nivel de género e espécie demonstrando vantagem
quanto a isso (Hulland; Dufour; Munoz, 2018).

Microrganismos que nao crescem em meios de cultura comuns ndo podem ser
identificados pelo MALDI-TOF, limitando o teste nesse sentido. Além disso, esse método
depende fortemente das informacGes adicionadas as bases de dados. A base de dados para
utilizacdo desse método diagndstico ainda tem potencial de expansdo e é favorecido pela

capacidade de compartilhamento que possui (Hulland; Dufour; Munoz, 2018).

2.5 TRATAMENTO

O controle da mastite ¢ baseado na prevengao de casos novos e na identificacdo e
eliminagdo de casos ja existentes da doenga. A mastite clinica é facilmente detectada por meio
da observagdo dos sinais da resposta inflamatoria causada pela infec¢do intramamaria. Sua
apresentagdo e gravidade variam de acordo com as caracteristicas dos patogenos e com a
capacidade de resposta inflamatoria da vaca. J4 a mastite subclinica necessita de métodos mais
elaborados de diagndstico e seu tratamento ocorre, geralmente, no periodo seco (Ruegg, 2018;
Santos; Fonseca, 2019).

Em rebanhos leiteiros bem manejados e com mastite contagiosa bem controlada, a
mastite clinica é causada principalmente por patdgenos oportunistas ambientais. As culturas
bacterianas demonstram que a auséncia de crescimento ¢ o resultado mais comumente
encontrado (44%), seguido de estreptococos ambientais (25%) e coliformes (12%) Santos;
Fonseca, 2019). De acordo com (Ruegg, 2018), cerca de 85% das mastites clinicas apresentam
sinais leves e moderados, sendo classificadas como mastites ndo graves. Casos graves com
sinais sistémicos sao menos comuns, mas sao considerados emergéncias médicas.

Apos a identificacdo da mastite clinica e a classificagdo em leve, moderada ou grave ¢
possivel dar inicio a um protocolo de tratamento. Em casos graves, o tratamento deve ser
iniciado imediatamente com uso de antibioticoterapia, de acordo com os sinais clinicos. Ja casos

leves e moderados ndo necessitam de tratamento imediato com antimicrobianos , podendo ser
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avaliada a necessidade de seu uso dependendo do histdrico do animal e agente causador (Santos;
Fonseca, 2019).

Ainda de acordo com Santos; Fonseca, (2019), as mastites graves sdao causadas
principalmente por bactérias Gram-negativas e os sinais clinicos estdo associados com os
efeitos da endotoxina lipopolissacaridica que ¢ liberada da parede bacteriana ap6s sua morte. A
mastite clinica grave deve ser tratada com fluidoterapia priorizando a reidrataciao da vaca, anti-
inflamatoérios nao esteroidais buscando aliviar os sinais de inflamagao exacerbados como dor,
febre e desconforto e antimicrobianos injetaveis com espectro para Gram-negativas por 3-5
dias, pois nesses casos, 40% dos animais apresentam bacteremia.

Em casos de mastite com grau leve a moderado, deve-se avaliar a necessidade do
tratamento com uso de antibidtico de acordo com a idade, o periodo de lactagdo, o historico de
casos, a CCS e o isolamento dos agentes, principalmente ndo curaveis. Vacas com baixas
chances de cura podem ser ordenhadas separadamente, destinadas a secagem do quarto afetado
ou descartadas. Nos casos em que ha indica¢do de tratamento com antibidtico, o protocolo
recomendado € o tratamento seletivo baseado na cultura microbioldgica (Santos; Fonseca,
2019).

E recomendado o uso de antimicrobianos durante a lactagdo apenas em casos clinicos
da doenga provocados por agentes que possuem boa resposta a terapia com antimicrobianos.
Quando ha isolamento de bactérias Gram-positivas, por exemplo, o uso de antimicrobianos ¢
recomendado. No entanto, para resultados de isolamento negativos ou de bactérias Gram-
negativas, o tratamento poderd ser realizado apenas com anti-inflamatério ndo esteroidal e
observagdao. Quando ndo ha possibilidade de realizagdo de cultura ¢ recomendado uso de
antimicrobianos logo ap6s o diagnostico através do teste da caneca de fundo escuro (Santos;
Fonseca, 2019).

Sabe-se que alguns patogenos sdo altamente resistentes aos antimicrobianos e possuem
baixas chances de cura como leveduras, Prototheca spp., Nocardia spp., Serratia spp. €
Mycoplasma spp. J& a mastite leve causada por E. coli possui cura bacteriologica espontanea
alta (85%) e casos com crescimento negativo em cultura apresentam alta taxa de cura
espontanea (75-85%). Portanto, nesses casos, o uso de antimicrobianos ¢ dispensavel. No
entanto, hé bactérias como S. agalactiae que possui uma taxa de cura proxima de 100% com
uso de antimicrobianos sendo, nesse caso, recomendado o uso (Ruegg, 2018).

Conforme estudo realizado por Vasquez et al., (2017) caso fosse realizado uso de
tratamento seletivo, mais de 65% das vacas com mastite clinica leve e moderadas nao

precisariam ter sido tratadas com uso de antibidtico. O tratamento seletivo da mastite clinica
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pode representar uma oportunidade para reduzir o uso de antimicrobianos em fazendas leiteiras
sem prejudicar a eficacia do tratamento ou a satide e producao da vaca. Além disso, reduz gastos
com a compra de medicamentos e garante melhorias no ambito de saude publica.

Ao contrario da mastite clinica, o leite de vacas com mastite subclinica (acima de
200.000 células/mL de leite) pode ser comercializado, apesar de ter menor volume, menor valor
e representar possiveis perdas para a industria. Com isso, para o produtor, o tratamento de todos
os casos de mastite subclinica durante a lactagdo se torna economicamente inviavel. Apos a
realizagdo de CCS individual e cultura microbioldgica, a principal recomendagdo para o
tratamento de mastites subclinicas durante a lactagdo sdo as mastites causadas por S. agalactiae,
buscando reduzir a CCS de tanque (Santos; Fonseca, 2019).

O tratamento de vaca seca € a infusdo intramamaria de antimicrobianos de longa acao
em cada quarto mamario apds a ultima ordenha e é uma ferramenta importante na eliminacao
de infecgdes ja existentes e na prevencdo de novas infec¢des durante o periodo seco. O uso de
antimicrobianos de longa acdo em vacas com alto CCS na secagem promovem maior cura de
infeccdes subclinicas, melhorando a satde do Ubere dessas vacas. Em vacas com baixo CCS o
uso de selantes deve ser considerado, visando o controle de mastites ambientais (Bradley;
Green, 2004).
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RESUMO

A mastite € uma inflamacdo de origem multifatorial causada mais frequentemente por agentes
de origem bacteriana. Quando comparada a mastite clinica, a mastite subclinica é mais comum,
gerando altas perdas econdmicas e na qualidade do leite. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
correlacdo estatistica entre a intensidade da reacdo do California Mastitis Test (CMT) em cada
quarto mamario reagente ao teste, com o resultado do cultivo microbiolégico de fazenda. Além
disso, avaliar a concordancia entre o resultado da cultura microbiolégica em fazenda, da cultura
microbioldgica laboratorial e da espectrometria de massas. No experimento um, foram
selecionadas vacas com aumento abrupto da contagem de células somaticas (CCS) acima de
200.000 células/mL de leite e realizado o CMT, registrando a intensidade de reacéo (negativo,
traco, uma, duas ou trés cruzes). Foram coletadas amostras dos quartos reagentes e realizado
cultivo microbiologico em fazenda, avaliando o crescimento em 24h. No segundo experimento,
amostras negativas e positivas para agentes do grupo Estafilococos ndo aureus foram
encaminhadas para cultivo microbioldgico laboratorial e para espectrometria de massas
(MALDI-TOF). Foi verificada diferencga significativa (p<0,05) na intensidade do CMT, sendo
gue uma cruz demonstrou mais crescimento em placas de cultivo em fazenda. Das 34 culturas
negativas, 38,24% foram concordantes entre laboratério e Onfarm. J& das 18 culturas com
crescimento de SNA, 88,89% foram concordantes. Das 14 amostras enviadas para 0 MALDI-
TOF, 83,33% foram concordantes entre os trés métodos de diagnostico. Os métodos de
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diagnostico da mastite subclinica testados apresentam resultados satisfatorios e contribuem para
melhor entendimento da doenca.

Palavras-chave: mastite subclinica; California Mastitis Test; cultivo microbiolégico; MALDI-
TOF,; Estafilococos ndo aureus

ABSTRACT

Mastitis is a multifactorial inflammation, most commonly caused by bacterial agents. When
compared to clinical mastitis, subclinical mastitis is more prevalent, leading to significant
economic losses and a decline in milk quality. The objective of this study was to assess the
statistical correlation between the intensity of the California Mastitis Test (CMT) reaction in
each reactive mammary quarter and the results of on-farm microbiological culture.
Additionally, the study aimed to evaluate the agreement between on-farm microbiological
culture results, laboratory microbiological culture, and mass spectrometry. In the first
experiment, cows exhibiting a sudden increase in somatic cell count (SCC) above 200,000
cells/m of milk were selected. The CMT was conducted, recording reaction intensity (negative,
trace, one, two, or three crosses). Samples from reactive quarters were collected, and on-farm
microbiological cultures were performed, assessing growth within 24 hours. In the second
experiment, both negative and positive samples for non-aureus Staphylococci were sent for
laboratory microbiological culture and Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-
Flight (MALDI-TOF) mass spectrometry. A significant difference (p<0.01) in CMT intensity
was observed, with one cross demonstrating more growth on on-farm culture plates. Out of 34
negative cultures, 38.24% showed concordance between the laboratory and on-farm results.
Conversely, 88.89% of the 18 cultures with non-aureus Staphylococci growth were concordant.
Of the 14 samples sent for MALDI-TOF, 83.33% exhibited concordance among the three
diagnostic methods. The tested subclinical mastitis diagnostic methods yielded satisfactory
results, contributing to a better understanding of the disease.

Keywords: Subclinical mastitis; California Mastitis Test; microbiological culture; MALDI-
TOF; Non-aureus Staphylococci

Introducéo

A mastite € uma inflamagao da glandula maméria de origem multifatorial. A causa mais
frequente é a infeccdo resultante de microrganismos de origem bacteriana (Ashraf; Imran,
2020). A apresentacdo da doenca varia de acordo com as caracteristicas do patdgeno e a
capacidade de resposta imunoldgica da vaca. Quando a inflamacdo leva a alteraces visiveis do
leite € considerada mastite clinica, por outro lado, quando o leite aparenta ser normal e ha
alteracOes apenas na contagem de células somaticas (CCS), é considerada subclinica (Ruegg,
2018).

O custo anual total com a doenca é estimado em 10% do valor total da venda do leite,
sendo que dois tercos dessa perda sdo causados pela reducdo da producdo de leite por vacas
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afetadas com mastite subclinica (Constable et al., 2017). Uma vez que possui relevante impacto
econdmico e gera prejuizos na qualidade do leite, métodos eficazes de diagndstico precoce de
mastite subclinica sdo essenciais (Bach; Sipka; McArt, 2019).

Embora o fornecimento de resultados de CCS possam estar prontamente disponiveis em
algumas fazendas, para outras esta pratica ainda ndo € rotineira (Sumon; Parvin; Ehsan; Islam,
2020). Mesmo em fazendas com mais alta tecnificacdo, o California Mastitis Test (CMT) é
utilizado com frequéncia para detectar mastite subclinica em razao da sua praticidade, rapidez
de resultado e custo baixo O teste possui uma sensibilidade (80%) e especificidade (90%)
adequada para detectar quartos mamarios com mastite subclinica quando consideradas CCS
acima de 200.000 células/mL de leite (Brito et al., 1997)

A cultura microbiologica de amostras de leite € considerada padrdo ouro para
diagnostico de infecgbes intramamarias (Santos; Fonseca, 2019). A cultura laboratorial pode
ser muito Util para o diagnostico mais preciso da mastite subclinica (Constable et al., 2017), no
entanto, possui algumas limitagdes de custo e logistica, fazendo crescer o uso de programas
Onfarm Culture (Santos; Fonseca, 2019). Embora ndo possam substituir o diagnostico
laboratorial, esses programas possuem uma precisao de aproximadamente 80% para
identificacdo dos agentes causadores de mastite (Adkins; Middleton, 2018).

Um método de diagnostico que tem sido utilizado com maior frequéncia tanto na
medicina humana, quanto na medicina veterinaria é a espectrometria de massas. A técnica é
baseada na identificacdo de compostos quimicos através da determinacdo de suas massas
moleculares na forma idnica e pode identificar microrganismos a nivel de género e espécie, a
partir de coldnias bacterianas (Santos; Fonseca, 2019).

O presente trabalho tem como objetivo avaliar se existe correlacdo estatistica entre a
intensidade da reacdo do CMT (traco, uma, duas ou trés cruzes) obtidos para cada quarto
mamario reagente ao teste, com a auséncia ou presenca de crescimento de colénias bacterianas
em cultivo microbioldgico de fazenda. Além disso, avaliar a concordancia entre o resultado do
diagnostico obtido da cultura microbiol6gica em fazenda, da cultura microbioldgica laboratorial

e da espectrometria de massas especialmente para agentes do grupo Estafilococcos nédo aureus.

Materiais e Métodos
A fazenda

O estudo foi desenvolvido em uma propriedade localizada na regido noroeste do estado
do Rio Grande do Sul, Brasil. A fazenda possui aproximadamente 700 vacas da raca holandesa

em lactagdo, com média de 42 litros de leite por vaca. As vacas em lactacdo permanecem em
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sistema de criacdo free stall e s&o ordenhadas trés vezes ao dia em sistema de ordenha carrossel.
Mensalmente é realizada a avaliagdo individual da contagem de células somaticas desses
animais.
Selecéo das Vacas

Foram incluidas no experimento as vacas que apresentaram aumento abrupto de CCS
acima de 200.000 células/mL de leite e que ndo demonstraram sinais de mastite clinica no
momento da realizacdo dos experiemntos. No momento da ordenha, foi realizado o California
Mastitis Test (CMT) nesses animais e registrado o resultado para cada quarto mamario, em uma
escala de grau subjetiva, que variou de zero (sem alteragdes) a tracos, uma, duas ou trés cruzes,
de acordo com a intensidade da formac&o do gel, conforme descrito por Constable et al., (2017).

Vacas ndo reagentes no CMT foram excluidas do experimento no momento do teste. As
vacas que reagiram ao CMT em pelo menos um dos quartos mamarios permaneceram no
estudo, totalizando 59 animais. 82 quartos mamarios demonstraram reacdo ao teste CMT, e
desses foram coletadas amostras de leite com a finalidade de realizar cultivo microbioldgico.

Coleta de Amostras

Apos o pré-dipping, a retirada dos primeiros jatos de leite e a secagem dos tetos, foi
realizada a desinfeccdo da extremidade do teto utilizando algodao embebido em alcool 70% e
realizada a coleta de aproximadamente 10mL de leite em tubos Falcon estéreis. Os tubos foram

identificados com o nimero do animal e quarto mamario amostrado e, em seguida, refrigerados.

Anélise Microbioldgica

As 82 amostras foram inoculadas em placas de Petri contendo meios cromogénicos e
mantidas em estufa a uma temperatura de 37°C. Apos 24h foi realizada a leitura das placas
incubadas e avaliada a presenca ou auséncia de crescimento de coldnias bacterianas, além da
identificacdo do patdgeno causador de acordo com o crescimento ou ndo nos meios seletivos e
a coloracéo da colonia.

As amostras também foram encaminhadas para o laboratério (Scire Analises
Microbioldgicas) para realizacdo de cultivo microbioldgico. Além disso, 18 amostras que
obtiveram crescimento microbiano na cultura microbiologica no laboratorio foram
encaminhadas para confirmacdo de diagndstico utilizando o método de espectrometria de
massas (MALDI-TOF).

Experimento 1
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Em vacas com aumento abrupto de CCS acima de 200.000 celulas/mL, foi realizado o
diagndstico de mastite subclinica através do CMT e registrado os graus de reagdo (zero, traco,
uma, duas, ou trés cruzes) dos quartos mamarios. No total, 59 vacas foram reagentes ao teste
foram incluidas no experimento. Foram coletadas amostras de leite dos 82 quartos mamarios
que apresentaram reacao e realizado o cultivo microbioldgico em fazenda. A leitura das placas
foi realizada 24h apo6s a inoculagdo. Os dados foram compilados e posteriormente avaliados
quanto a correlacdo estatistica entre o resultado dos graus do CMT (trago, uma, duas, ou trés
cruzes) dos quartos mamarios amostrados e a presenca ou auséncia de crescimento de col6nias

na cultura microbioldgica em fazenda.

Experimento 2

No segundo experimento, além da cultura microbioldgica ja realizada na fazenda, as 82
amostras foram enviadas para cultivo microbiol6gico laboratorial e por questdes de logistica,
apenas 18 dessas amostras também foram enviadas para realizacdo do teste de espectrometria
de massas.

Apds a obtencdo dos resultados, os dados foram compilados e permaneceram nesse
segundo experimento apenas as amostras com cultivo negativo ou que resultaram em agentes
pertencentes ao grupo dos estafilococos ndo aureus (SNA). Foi avaliada a concordancia
estatistica entre o resultado do diagndstico obtido da cultura microbioldgica em fazenda, da

cultura microbioldgica laboratorial e do MALDI.

Estatistica
As analises foram realizadas com o software estatistico IMP® (JMP Statistical
Discovery LLC) e consideradas a um nivel de significancia minimo de 5% para as comparacgdes

estabelecidas.

Resultados
Experimento 1

Os resultados das culturas microbiol6gicas em fazenda e os respectivos escores de CMT
dos 82 quartos mamarios amostrados podem ser vistos na tabela 1. No total, foram 41 amostras
positivas no CMT e com cultura negativa em fazenda e 41 amostras positivas no mesmo teste

e positivas na cultura em fazenda.
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Tabela 1 — Resultado da cultura microbiolégica em fazenda de acordo com o escore do
California Mastitis Test (CMT) de 82 quarto mamarios amostrados de vacas

holandesas, na regido noroeste do Rio Grande do Sul no ano de 2023/24.

Escore do CMT
Cultura
Microbiolégica Tracos + ++ +++ Total
em Fazenda
Positiva | 2 21 7 11 41
Negativa | 5 10 12 14 41
Total | 7 31 19 25 82

Fonte: O préprio autor (2024).

Como pode ser observado na figura 1, o escore de CMT uma cruz obteve maior nimero
de culturas positivas na fazenda, quando comparado aos demais escores. Por meio da analise
estatistica, foi possivel concluir que o grau de classificagdo do CMT tem uma tendéncia de
efeito sobre o resultado da cultura microbioldgica em fazenda (p=0,07). Foi verificada diferenca

significativa na intensidade do CMT uma cruz (p<0,01) em obter cultura positiva.

Figura 1 — Numero de amostras de quartos mamarios com presenca ou auséncia de crescimento
de culturas bacterianas em placa de cultivo microbioldgico em fazenda, de acordo
com o escore do California Mastitis Test (CMT), coletadas de vacas holandesas no
noroeste do Rio Grande do Sul, no ano de 2023/24.
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Fonte: O préprio autor (2024).
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Experimento 2

Quando avaliada a concordancia entre as culturas microbiologicos em fazenda e as
culturas microbiolégicas em laboratorio que obtiveram resultados negativos e resultados
positivos para SNA, obteve-se que das 34 culturas negativas, 38,24% foram concordantes entre
laboratdrio e Onfarm. Ja das 18 culturas com crescimento de SNA, 88,89% foram concordantes.

Esse dado pode ser visualizado na Figura 2.

Figura 2 — Concordancia entre culturas negativas e culturas positivas para Estafilococus ndo
aureus (SNA) em cultura microbiologica em fazenda (Onfarm).e cultura

microbiologica laboratorial.
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Fonte: O préprio autor (2024).

Quando realizada a comparagéo de culturas positivas para SNA que concordaram entre
os resultados de fazenda e de laborat6rio com os resultados obtidos no MALDI obteve-se que,
das 14 amostras que foram enviadas, 83,33% foram concordantes entre os trés métodos de

diagnostico do agente (Figura 3).
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Figura 3 — Concordéancia de culturas positivas para Etafilococus ndo aureus (SNA) entre cultura
microbiolégica em fazenda (Onfarm), cultura microbiologica laboratorial e
MALDI.
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Fonte: O préprio autor (2024).
Discusséo

Considerando os resultados do CMT de uma, duas ou trés cruzes, Ribeiro et al., (2003)
observaram o crescimento bacteriano em 64,56% das 3035 amostras positivas para 0 CMT.
Ainda, constataram que quanto maior a intensidade da reacdo do CMT, maior o nimero de
amostras com isolamento de microrganismos. Beloti et al., (1997) aponta que dos 295 quartos
positivos para 0 CMT, em 223 (75,59%) obteve crescimento bacteriano.

O presente encontrou numeros diferentes dos citados visto que obteve um ndmero mais
baixo (50%) de amostras positivas para 0 CMT que isolaram culturas bacterianas na fazenda.
Além disso, neste caso, foi notada diferenga estatistica entre a intensidade das rea¢des ao CMT,
sendo que amostras com uma cruz resultaram em maior nimero de amostras com isolamento
bacteriano em cultivos microbiologicos na fazenda do que amostras com traco, duas ou trés
cruzes, diferindo dos estudos anteriormente mencionados.

Quando comparado ao Somaticell®, método que estima a contagem de células
somaticas, 0 CMT apresentou alta sensibilidade (99,51%) e especificidade de 3,8% (Medeiros,
2008). Barbosa et al., (2002) compararam a relacdo entre a CCS resultante de contagem em
microscopia € do CMT e também observaram alta correlacdo (91,87%) entre ambas.
Corroborando com esses estudos Bhutto; Murray; Woldehiwet, (2012), consideraram que tanto
os escores de CMT quanto a CSS tem boa sensibilidade para identificar infeccGes
intramamarias, no entanto, possuem baixa especificidade e valor preditivo positivo, o que pode

levar a falsos positivos.
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Varios estudos apontam para alta sensibilidade entre o teste CMT e os valores de CCS,
mas a baixa especificidade pode gerar falsos positivos e pode ser uma hipotese pela qual foram
encontrados, neste estudo, um numero mais baixo de culturas bacterianas com crescimento
positivo. Conforme Middleton et al., (2004), baixas especificidades em testes de triagem néo é
algo tdo preocupante visto que ha a possibilidade de realizar a verificacdo dos resultados através
de testes confirmatdrios. No entanto, se sabe que nédo € o ideal, j& que seria realizada uma cultura
bacteriana desnecessaria de uma amostra negativa.

Ribeiro et al., (2003) sugerem que as culturas negativas provenientes de amostras com
CMT positivo também podem estar associadas a mastite ndo infecciosa. Além disso, essas
diferencas entre sensibilidade podem estar relacionadas com as caracteristicas individuais de
cada patogeno e a sua prevaléncia no rebanho em estudo (Middleton et al., 2004).

Vacas com CCS alta e culturas bacterianas negativas podem ser justificadas também
pelo fato de que, no momento da coleta, a vaca ja tenha conseguido realizar a cura espontanea
da infeccdo através da acdo de seu sistema imune, mas ainda esteja indicando valor de CCS
aumentado, uma vez que ndo ha momento especifico para que esse padrdo volte a normalidade
(Rodrigues, 2023).

Ainda que ndo tenha capacidade de substituir o diagndéstico laboratorial, quando
realizados de maneira correta, 0s programas de cultura microbiol6gica na fazenda possuem uma
precisdo de aproximadamente 80% para identificacdo dos agentes patogénicos causadores de
mastite (National Mastitis Concil, 2017). O uso de meios cromogénicos pode ser uma
ferramenta util para realizar uma tomada de decisdo mais rapida quanto ao tratamento e
prevencdo de novas infeccdes. A acuracia diagnostica varia conforme cada microrganismo
(Granja et al., 2021).

Placas de cultura em fazenda (Accumast®) foram comparadas a cultivos
microbioldgicos laboratoriais por Ganda et al., (2016), resultando em 78,4% de sensibilidade,
94,9% de especificidade e 93,8% de acurécia para culturas de Staphylococcus spp. No caso
deste estudo, obteve-se que das 34 culturas negativas, 38,24% foram concordantes entre
laboratorio e Onfarm. Ja das 18 culturas com crescimento de SNA, 88,89% foram concordantes.

Em sua pesquisa, Seng et al., (2009) constatou que, dos 1.660 isolados bacterianos
analisados, 95,4% foram corretamente identificados pela espectrometria de massa. De forma
semelhante, estudos realizados por Eigner et al., (2009) destacaram que, das 108 cepas testadas,
93% foram identificadas corretamente pelo MALDI-TOF a nivel de espécie. O experimento

dois do presente estudo segue a mesma linha de achados, obtendo 83,33% de concordancia
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entre os resultados do MALDI-TOF e culturas positivas de Estafilococos ndo aureus em
laboratorio.

Concluséo

O CMT é um teste indireto bastante utilizado para avaliar a contagem de células
somaticas e a presenca de mastite subclinica, em funcdo do seu baixo custo e praticidade. Ele
possui alta correlacdo com o valor de CCS, embora algumas divergéncias quanto aos cultivos
de amostras positivas para o teste possam ocorrer em razdo de caracteristicas individuais dos
patdgenos e de sua prevaléncia na fazenda.

O cultivo microbiolégico em fazenda é uma ferramenta que auxilia na tomada de
decisdo frente a mastite bovina, possibilitando resultados mais rapidos e com uma acuracia
adequada, especialmente para 0s agentes Staphylococcus spp., como visto neste trabalho.
Levando em consideracdo o cultivo microbiol6gico laboratorial como padrdo ouro na
identificacdo dos agentes causadores da mastite, 0 MALDI-TOF se mostra uma ferramenta
também bastante eficiente e precisa no diagndstico, vista sua alta concordancia com a cultura

laboratorial.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O diagndstico precoce e assertivo dos agentes causadores da mastite subclinica é
fundamental para orientar a tomada de deciséo, o tratamento e medidas de prevencao, visto que
é uma doenca de grande importancia econémica na cadeira leiteira. Por se tratar de uma doenca
multifatorial, existem diversas particularidades acerca da sua classificagdo, dos agentes
causadores e dos fatores de risco. Por consequéncia, sdo estudados e aprimorados diversos
métodos de diagndstico para mastite subclinica.

Neste trabalho foi possivel aprofundar informacdes acerca de métodos diagnosticos ja
conhecidos e compara-los com outros estudos, contribuindo para ampliar os conhecimentos em
relagdo ao diagnostico da mastite subclinica. O California Mastits Test, os cultivos
microbiologicos em fazenda e em laboratério e o MALDI-TOF representam métodos
satisfatorios de diagnostico e, conforme suas particularidades, se adaptam a diferentes

realidades.
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