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Resumo

A mastite bovina é considerada a doenga de maior prevaléncia nos rebanhos leiteiros no mundo, impactando
produtores, industria de laticinios e influenciando negativamente a qualidade do leite, além do impacto na
satide publica. Nesse contexto, objetivou-se tragar o perfil microbiologico dos agentes causadores da mastite
bovina em propriedades leiteiras da microrregido do Agreste e Brejo paraibano entre o periodo de agosto de
2018 a dezembro de 2019 e avaliar o comportamento da dindmica do California mastitis test (CMT) em
diferentes perfis microbioldgicos do leite. Foram analisadas um total de 421 amostras de leite provenientes de
920 quartos mamarios de 230 vacas que foram submetidas ao diagnostico da mastite clinica (MC) e subclinica
(MSC). Observou-se uma expressiva ocorréncia de casos de MSC (n =370, 40,22%) e de MC (n=51, 5,54%).
As amostras de quartos mamarios com MC ou MSC resultou em 16,63% de auséncia de crescimento no exame
microbioloégico. Das amostras com crescimento microbiologico, Staphylococcus spp. (26,36%),
Corynebacterium spp. (22,32%) e Streptococcus spp. (12,59%) foram os microrganismos mais frequentemente
isolados, ja os agentes etiologicos ambientais foram esporadicamente isolados. Na avaliacdo da dindmica do
CMT observou-se que as amostras com resultado positivo no CMT e negativos no exame microbiologico
apresentaram tendéncia a uma reducdo expressiva dos escores de CMT no momento da coleta subsequente
(ap6s 30 dias). Os resultados demonstram a necessidade de realizar educag@o no processo de ordenha na regiao,
bem como, reforgar a importancia do uso do CMT e do exame microbioldgico de forma criteriosa no controle
da mastite bovina.

Palavras-Chave: glandula mamaria; vaca leiteira; California mastitis test; infeccdo intramamaria; indicador
inflamatorio.

Abstract

Bovine mastitis is the most prevalent disease affecting dairy cows worldwide, with detrimental effects on the
health of dairy farmers, the dairy industry, customers, and the quality of milk produced. The goal of this study
was to track the microbiological profile of the etiological agents of bovine mastitis in dairy farms in Paraiba's
Agreste and Brejo microregion from August 2018 to December 2019, as well as to evaluate the behavior of
the California mastitis test (CMT) from milk samples with distinct microbiological outcomes. A total of 421
milk samples were collected from 920 mammary quarters of 230 cows diagnosed with clinical (CM) and
subclinical mastitis (MSC). A high occurrence of subclinical mastitis (n = 370, 40.22%) and MC (n = 51,
5.54%) was observed in the studied dairy herds. In the microbiological analyses, 16.63% of the samples
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collected from udder quarters with MC or MSC resulted in no-growth in the microbiological analysis. The
most isolated microorganism isolated in present study were Staphylococcus spp. (26,36 %), Corynebacterium
spp. (22,32 %), and Streptococcus spp. (12,59 %), while environmental pathogens were sporadically isolated.
In the study of the CMT dynamics, it was found that samples with positive CMT outcomes, but negative
microbiological results tended to have a significant decline in CMT scores in the subsequent moment (after 30
days). The findings of this study highlight the importance of education in the milking process in the region, as
well as the use of CMT and microbiological examination in a judicious manner in the control of bovine

mastitis.

Keywords: mammary gland; dairy cow; California mastitis test, intramammary infection; inflammatory

indicator.

Introducao

A mastite bovina € o processo inflamatorio
da glandula mamaria que permanece sendo um dos
principais problemas sanitarios para toda a cadeia
produtiva do leite (Langoni et al., 2017), tornando-
se uma preocupacgao incontestavel para produtores,
consumidores € a sociedade. Nesse contexto, deve-
se considerar o impacto negativo para a saude
publica associada a resisténcia antimicrobiana e
possibilidade de residuos antimicrobianos no leite,
implicagdo negativa para o bem-estar animal, para
a producdo e qualidade do leite, descarte de
animais cronicamente infectados e aumento dos
custos de produgao, problemas estes que inseridos
no setor industrial de laticinios devem estar cientes
dos transtornos ocasionados pela mastite (Piepers e
De Vliegher, 2018).

De etiologia variada e cosmopolita, sua
ocorréncia estd relacionada ao manejo sanitario do
rebanho e da ordenha (Langoni et al., 2017). O
diagnoéstico definitivo da mastite consiste no
isolamento do agente, sendo este considerado
padrao ouro, por meio da coleta asséptica do leite
do quarto mamario afetado. Todavia, o exame
bacteriologico apresenta restricdes devido a
exigéncia de exames laboratoriais adicionais, além
do tempo requerido para a cultura e honoréarios.
Contudo, os exames bacteriologicos nem sempre
sdo confiaveis, ja que o sucesso da cultura ird variar
de acordo com o tipo do microrganismo,
metodologia de coleta e procedimentos
laboratoriais, 0 que demonstra a necessidade do
emprego de indicadores inflamatorios no
diagnostico da mastite bovina (Pydralld, 2003;
Della Libera et al., 2011; Ferronatto et al., 2018).

Os casos de mastite clinica podem ser
caracterizados com base na intensidade do
processo inflamatoério. Em casos considerados
leves apenas o leite apresenta anormalidade, em
casos moderados o leite apresenta-se anormal
acompanhado de sinais inflamatdrios locais no

ubere, por fim, em casos graves as alteracdes
macroscopicas do leite estdo associadas a sinais
sistémicos (Fuenzalida e Ruegg, 2019). Os casos
de mastite subclinica ndo apresentam alteragdes
macroscopicas do leite e sinais clinicos visiveis,
que torna necessario o emprego de indicadores
inflamatdrios como California Mastitis  Test
(CMT), contagem de células somaticas (CCS),
contagem diferencial de leucécitos, entre outros
(Pyorila, 2003; Della Libera et al., 2011; Pilla et
al., 2013; Ferronatto et al., 2018). O CMT ¢ um
teste amplamente empregado no diagnéstico da
mastite subclinica, de facil e rapida execugdo e de
baixo custo, apresentando alta correlagdo com a
contagem de células somaéticas (Brito et al., 1997;
Ferronatto et al., 2018).

Considerando a importancia e o impacto
desta enfermidade na economia, saude publica,
qualidade do leite ¢ bem-estar animal, objetivou-
se: tragar o perfil microbiologico da mastite bovina
no Agreste e Brejo paraibano e avaliar o
comportamento da dindmica do CMT em
diferentes perfis microbiologicos do leite.

Material e Métodos

Foram analisados 920 quartos mamarios
funcionais de 230 vacas procedentes de nove
propriedades leiteiras da microrregido do Agreste e
Brejo paraibano selecionadas de forma aleatoria
entre o periodo agosto de 2018 a dezembro de
2019. As analises laboratoriais foram realizadas no
Laboratorio de Medicina Veterinaria Preventiva
(LMVP) do Hospital Veterinario, campus 1I, da
Universidade Federal da Paraiba, Localizado no
municipio de Areia-PB. As propriedades foram
analisadas de forma randomizada  por
conveniéncia. As 230 vacas foram submetidas ao
diagnostico da mastite pelo teste da caneca de
fundo escuro telada (TAMIS) para deteccao da
mastite clinica e 0 CMT para identificacdo de casos
de mastite subclinica. Nos casos considerados
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positivos no exame do CMT ou na caneca telada de
fundo escuro as amostras de leite foram coletadas
assepticamente para exame microbiologico de
imediato precedente a ordenha.

Para a coleta do leite, foi realizada a assepsia
do esfincter do teto com algoddo umedecido com
alcool 70%. Posteriormente, foram coletadas cerca
de 2 mL de leite em tubos Falcon estéreis de
quartos mamarios que apresentavam alteragdes
macroscopicas no leite (mastite clinica) ou com
resultado positivo ao CMT (mastite subclinica).
Imediatamente apds a coleta, as amostras foram
transportadas sob refrigeragdo para o LMVP, onde
realizou o semeio de 10 uL de leite em agar sangue
base (Kasvi, S@o José dos Pinhais, Brasil)
enriquecido com 5% de sangue desfibrinado de
ovino e Agar MacConkey (Hi Media Laboratories,
Mumbai, India), incubados em condigdes aerdbicas
a 37°C, sendo realizadas as leituras em 24, 48 ¢ 72
horas (Oliver et al., 2004).

Ap6s o periodo de incubagio, a identificacdo
das bactérias foi realizada por meio das
caracteristicas morfotintoriais e provas
bioquimicas de acordo com Quinn et al. (1999). As
provas bioquimicas realizadas foram: catalase,
oxidase, TSI (Triple Sugar Iron Agar), indol,
motilidade, ureia, vermelho de metila, Voger-
Proskauer, citrato, fenilalanina, malonato, gelatina
e nitrato. As amostras foram consideradas positivas
quando houve crescimento de uma ou mais
colonias (> 100 UFC/mL). A amostra de leite foi
considerada contaminada quando houve o
crescimento de trés ou mais tipos de colOnias
distintas no primeiro cultivo, conforme descrito por
Oliver et al. (2004).

O CMT foi realizado e interpretado
conforme descrito por Kivaria et al. (2007). Sendo
considerados da seguinte forma: Negativo (escore
0), trago (escore 1), fracamente positivo (escore 2),
positivo (escore 3), fortemente positivo (escore 4).
Adicionalmente a4  avaliagdo do  perfil
microbiologico dos rebanhos estudados, dentre as
696 analises de quartos mamarios procedentes de
87 vacas pertencentes a dois rebanhos, 96 quartos
mamarios foram aleatoriamente submetidos ao
CMT e, posteriormente, cultura microbiologica em
dois momentos sucessivos de analises com
intervalo aproximado de 30 dias, denominados de
momento 1 (M1) e momento 2 (M2), possibilitando
a avaliacdo da dinamica do CMT e
correlacionando-as com as analises
microbiologicas das amostras de leite coletadas
assepticamente, realizadas no mesmo momento.

Os dados foram analisados através do
programa estatistico GraphPad Prism 8.0
Software® (GraphPad Software, Inc, San Diego,
CA, USA) utilizando o Teste de Mann-Whitney
para comparagdo dos escores de CMT em M1 e
M2. O valor de P < 0,05 foi considerado como
significativo.

Resultados e Discussiao

No total de nove rebanhos Ileiteiros, foi
observada prevaléncia de 5,54% de mastite clinica
entre os rebanhos, sendo isolados 38
microrganismos ao exame microbiologico.
Segundo Santos e Fonseca (2019) é recomendado
o maximo de 5% de mastite clinica em um rebanho.
O diagnostico da mastite clinica ¢ baseado nas
observagdes da inflamacdo da glandula mamaria e,
em muitos casos, sdo negativos na cultura
microbiologica (Pinzén-Sanchez e Ruegg, 2011;
Oliveira et al., 2013; Fuenzalida et al., 2015;
Fuenzalida e Ruegg, 2019), corroborando os
achados do presente estudo.

No presente estudo, quanto ao diagndstico
da mastite observou-se que dos 920 quartos
mamarios analisados, 499 (54,24%) foram
considerados sadios (escore zero no CMT), 370
(40,22%) apresentaram-se como mastite subclinica
e 51 (5,54%) como mastite clinica. Das 421
amostras procedentes de casos com mastite clinica
e/ou subclinica, foi realizado o exame
microbiolégico do leite, 350 (83,13%) foram
positivas a0 exame microbioldgico, enquanto 70
(16,63%) foram negativas, e uma das amostras
(0,24%) foi considerada contaminada. Das 350
amostras positivas no exame microbioldgico foram
isolados microrganismos pertencentes a nove
géneros bacterianos, bem como Candida spp. €
Prototheca spp. (Tabela 1).

O género bacteriano mais isolado no
presente estudo foi Staphylococcus spp. com
prevaléncia de 26,36% (111/421), sendo
responsavel por expressiva porcentagem de casos
de mastite clinica e subclinica. Este valor foi
proximo ao encontrado por Bettanin et al. (2019),
corroborando a importincia desse patégeno na
etiologia da mastite, qualidade do leite e saude
publica. As bactérias do género Staphylococcus sao
consideradas um dos principais patogenos
causadores da mastite subclinica bovina na forma
contagiosa (Saab et al., 2014; Wang et al., 2015;
Acosta et al., 2016). Neste contexto, sabe-se que
bactérias Staphylococcus spp. estdo associadas a
fatores de viruléncia como formacao de biofilme,
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enterotoxinas e resisténcia a antimicrobianos, com
implicagdes negativas a saude animal e humana
(Lavor et al., 2019).

Com porcentagem significativa (22,32%;
94/421), podemos  observar o  género
Corynebacterium  considerado um  agente
contagioso na etiologia da mastite bovina e
classificado como patdégeno secundario, ¢
responsavel por aumentos modestos na CCS sem
alteragdes na producdo de leite (Gongalves et al.,
2015). Os isolados de Corynebacterium spp. nesse
estudo mostraram-se inferior aos isolados por
Krewer et al. (2013) e Cunha et al. (2015), os
autores encontraram percentuais de 35,3% e

32,99%, respectivamente, em seus estudos. Apesar
de ainda ndo ser claro o papel deste agente
etioldgico na mastite bovina (Blagitz et al., 2013;
Blagitz et al., 2015; Mattos-Guaraldi et al., 2016;
Langoni et al., 2017; Silva et al., 2021), este
microrganismo pode estar associado a casos de
mastite subclinica e clinica, como observado no
presente estudo 91 (24,46%) casos de mastite
subclinica e 3 (6,12%) de casos de mastite clinica
ocasionados por este agente. Dessa maneira, para
seu controle na propriedade é necessario que sejam
instituidas medidas de higieniza¢do dos tetos no
momento da ordenha (Langoni et al., 2017).

Tabela 1. Microrganismos isolados dos casos de mastite bovina clinica ¢ subclinica em propriedades leiteiras na

microrregido do Agreste e Brejo paraibano entre 2018 e 2019.

Microrganismos isolados

Mastite Subclinica Mastite Clinica

N % N %

Cultura Negativa 59 15,95 11 21,57
Staphylococcus spp. 103 27,84 8 15,67
Corynebacterium spp. 91 24,60 3 5,88
Streptococcus spp. 43 11,62 10 19,61
Pseudomonas spp. 18 4,86 - -
Enterococcus spp. 8 2,16 - -
Prototheca spp. 3 0,81 2 3,92
Candida spp. 1 0,27 2 3,92
Escherichia coli 1 0,27 - -
Nocardia spp. 1 0,27 - -
Klebsiella spp. 1 0,27 - -
Arcanobacterium pyogenes 1 0,27 - -
Staphylococcus spp./Streptococcus spp. 14 3,78 1 1,97
Staphylococcus spp./Corynebacterium spp. 13 3,51 7 13,72
Streptococcus spp./Corynebacterium spp. 10 2,70 6 11,76
Staphylococcus spp./Aeromonas hydrophila 1 0,27 - -
Streptococcus spp./Pseudomonas spp. 1 0,27 - -
Corynebacterium spp./Pseudomonas spp. 1 0,27 - -
Amostra contaminada - - 1 1,97
Total 370 100 51 100

Ainda com relacdo aos patogenos Gram-
positivos,  Streptococcus  spp.  apresentaram
frequéncia de 12,59%, destacando-se a maior
ocorréncia  destes patdogenos nas  mastites
subclinicas no presente estudo (43/421; 10,21%).
Estes microrganismos possuem importancia na
epidemiologia da mastite, visto que podem causar
tanto mastite contagiosa por Streptococcus
agalactiae, quanto mastite ambiental causada por
espécies de Streptococcus uberis e Streptococcus
dysgalactiae (Martins et al., 2016). Portanto, a
elevada prevaléncia de bactérias de carater
contagioso relacionadas a cultura microbioldgica
provenientes de mastite clinica e subclinica no
presente trabalho revela que, certamente, a rotina
de ordenha das propriedades analisadas ndo estava
sendo realizada de forma adequada.

Convém evidenciar a importincia dos
demais patdgenos de origem ambiental detectados
no estudo que apresentaram menores porcentagens
em seu isolamento, sendo elencados: Pseudomonas
spp.  (4,27%), Enterococcus spp. (1,90%),
Prototheca spp. (1,18%), Candida spp. (0,71%),
Escherichia coli (0,23%), Nocardia spp. (0,23%),
Klebsiella spp. (0,23%) e Arcanobacterium
pyvogenes (0,23%). Deve-se destacar que a mastite
por Pseudomonas spp., Enterococcus spp., algas do
género Prototheca spp. e leveduras do género
Candida spp. apresentam refratariedade ao
tratamento antimicrobiano, tornando-se casos
cronicos que conduzem na maioria das vezes a
perda dos tetos afetados e at€ mesmo o descarte dos
animais acometidos (Langoni et al., 2017).
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As amostras negativas no exame
microbiologico do leite também obtiveram
destaque nos resultados com 16,86%. Em um
estudo realizado por Karach et al. (2015) na regido
sudoeste do Parand, a porcentagem de amostras
negativas foi de 19% sendo semelhante a do
presente trabalho. Amostras negativas na cultura
podem ser resultado da possivel cura espontanea da
infeccdo devido a acdo das células do sistema
imunoloégico da glandula mamaria, residuos de
antibidticos apds tratamento intramamadrio,
liberacdo intermitente do agente em casos cronicos
da infec¢do ou a presenca reduzida do agente no
leite, o que impossibilita o isolamento no
laboratorio. Outros fatores que podem levar a
resultados negativos na cultura sdo as mastites
causadas por Mycoplasma spp., pois este agente
necessita de meios de cultura e condigdes
especificas para seu crescimento e identificacao
(Karach et al., 2015).

Com base nos achados acerca da mastite
subclinica abordados neste estudo, foi possivel a
realizagdo das analises de CMT e culturas
microbiologicas em dois momentos distintos
denominados M1 e M2. Dentre os quartos
mamarios analisados, 96 foram acompanhados
com intervalos aproximados de 30 dias, sendo os
resultados apresentados nas Figuras 1 e 2.

Neste contexto, observamos que as amostras
de leite com resultado positivo no CMT, associado
a resultados negativos no exame microbioldgico
em MI, apresentaram tendéncia a uma redugéo
expressiva dos escores de CMT em M2. Assim,
hipotetizamos que a auséncia de crescimento nas
amostras de leite provenientes de casos de mastite
subclinica pode refletir a cura espontinea da
infeccdo e redugdo do processo inflamatorio,
demonstrando o sucesso da resposta imune do
hospedeiro frente ao agente etioldgico, reduzindo
viabilidade do patégeno e a possibilidade de seu
isolamento (Pinzon-Sanchez e Ruegg, 2011; Souza
et al., 2016; Souza et al., 2020).

Desta forma, o presente estudo reforca a
importancia do diagndstico da mastite através do
emprego de indicadores inflamatorios, como o
CMT, juntamente com a analise microbiologica de
amostras assepticamente coletadas, em que a
auséncia de isolamento de quartos mamarios
inflamados pode indicar o sucesso da resposta do
hospedeiro frente ao patégeno causador da mastite
subclinica. Nesse contexto, vale ressaltar que o uso
da CCS junto a analise microbioldgica seria uma
importante combinacdo no monitoramento da

dinamica da infeccdo na glandula maméria,
contudo devido a fatores que limitam o acesso a
CCS, sobretudo na regido, como custo elevado e
inviabilidade logistica, o CMT realizado por
profissionais treinados, na perspectiva de
minimizar a subjetividade do teste, assume um

importante ~ papel = nesse  processo  de
monitoramento.
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Figura 1. Diferenca (média + erro-padrio) dos escores
do California Mastitis test (CMT) em dois
momentos consecutivos com intervalo
aproximado de 30 dias de acordo com o
resultado do exame microbioldgico. Quartos
mamarios que apresentaram resultados
negativos no exame microbioldégico no
primeiro momento (M1) apresentaram um
menor escore no CMT na avaliagdao
subsequente (M2), sugerindo o sucesso da
resposta imune do hospedeiro frente ao
agente etiologico, o que pode ter reduzido a
viabilidade do patdgeno e consequentemente
a possibilidade de seu isolamento.

Por outro lado, devemos enfatizar que as
amostras de leite consideradas positivas no CMT
podem ocorrer sem crescimento bacteriano,
pressupondo que o agente causador da MSC nao
seja eliminado de forma ininterrupta, podendo
ocorrer um resultado falso negativo no cultivo
microbiologico (Martins et al., 2016).

Portanto, os resultados do presente estudo
demonstram que o uso de indicadores
inflamatorios, como o CMT, deve ser associado a
cultura microbiolégica, tornando uma ferramenta
importante no controle da mastite bovina e
diagnostico de situagdo em fazendas leiteiras,
refletindo as condi¢des de manejo sanitirio do
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rebanho, além de revelar o perfil contagioso dos
microrganismos isolados de MSC. Adicionalmente
esses achados evidenciam a importancia do uso
sistematico e criterioso do CMT como uma
ferramenta para gerenciamento de dados acerca do
status sanitarios das vacas em lactagao.
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Figura 2. Escores de California Mastitis test (CMT) em
dois momentos consecutivos (M1 e M2), com
intervalo de 30 dias, provenientes de 96
quartos mamarios de acordo com o0s
microrganismos isolados em amostras de leite
em M1.

Conclusiao

O presente estudo demonstra a alta
prevaléncia da mastite bovina por patdgenos
contagiosos na regido do Agreste e Brejo
paraibano, demonstrando a urgente necessidade de
orientagdo e capacitagdo quanto ao processo de
ordenha. Por fim, diante dos resultados, o presente
estudo sugere a importancia de aprofundar o
conhecimento acerca da possibilidade do sucesso
da resposta imune frente ao patégeno, quando nio
ha isolamento de microrganismos em amostras de
leite assepticamente coletadas, ¢ reforga a
importancia do uso do CMT de forma sistematica
e criteriosa em conjunto com O exame
microbiolégico do leite.
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