ry I |
ISSN 1982-5382
écnico:::s
Bagé, RS

Caracterizacdao da Ocorréncia de Mastite Subclinica no
Rebanho Leiteiro da Embrapa Pecuaria Sul

Suelen Mendonca Soares'
Emanuelle Baldo Gaspar’
Alessandro Pelegrine Minho®
Renata Wolf Sufie Martins da Silva®
Juliana Soares Rizzardo®

Introducao

A mastite ou mamite é definida como uma reacao
inflamatéria da glandula mamaria que pode, ou nao,
ser acompanhada de infeccdo. Para determinar a
etiologia deste quadro clinico, é necessério levar em
consideracao trés fatores: a resisténcia do animal, o
agente patogénico envolvido e o ambiente. A
manifestacdo da mastite no animal é classificada
principalmente nas formas clinica e subclinica. Na
forma clinica, além do aparecimento de alteracdes no
leite, tais como presenca de pus ou grumos; ha
também sinais clinicos no préprio animal, como
depressao, anorexia, aumento da temperatura
corporal, assim como inchaco, calor, dor e
vermelhiddo do Ubere. Ja a forma subclinica é
caracterizada pela auséncia de sinais clinicos no
animal e alteracao no leite, sendo o fator mais
relevante, a queda na producéio de leite (GOMEZ,
2008; KULKARNI; KALIWAL, 2013; PRESTES et al.,
2002).

A mastite subclinica é frequentemente diagnosticada
nos rebanhos de bovinos leiteiros.

Os testes que auxiliam o diagndstico de mastite
subclinica sao tanto laboratoriais como a campo.
Dentro dos testes laboratoriais, a contagem de células
somaticas (CCS) e a contagem padrdo em placas
(CPP) sao os mais utilizados, sendo que a CCS
aumentada é considerada um achado consistente com
o quadro subclinico da mastite. A CPP baseia-se na
contagem de bactérias no leite e também é uma
ferramenta que permite diferenciar um quadro
inflamatério de uma infeccao intramamaria.

Além de serem instrumentos de auxilio no diagndstico
da mastite, a CCS e a CPP sdo parametros de
qualidade, possuindo limites maximos aceitos para a
comercializacdo do leite, impostos pela instrucao
normativa nimero 62 (BRASIL, 2011). Junto com a
CCS e a CPP, o teste a campo denominado
“California Mastitis Test” (CMT) é utilizado no
monitoramento da mastite subclinica nas
propriedades. Considerado um teste rapido e de baixo
custo, o CMT é realizado apés o descarte do primeiro
jato de leite de cada teto.

1 Mestranda em Bioexperimentacdo, Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, RS
2 Pés-Doutora em Microbiologia Médica, Pesquisadora da Embrapa Pecuaria Sul, Bagé, RS,

emanuelle.gaspar@embrapa.br

3 Pés-Doutor em Energia Nuclear na Agricultura, Pesquisador da Embrapa Pecudria Sul, Bagé, RS,

alessandro.minho @embrapa. br

+Mestre em Zootecnia com énfase em Sistemas de Producédo, Pesquisadora da Embrapa Pecuéria Sul, Bagé, RS,

renata.sune@embrapa. br

s Graduanda em Medlicina Veterindria, Universidade da Regido da Campanha, Bagé, RS

En@a



Caracterizacdo da Ocorréncia de Mastite Subclinica no Rebanho Leiteiro da Embrapa Pecuéria Sul

Para andlise séo utilizados dois a trés mL de cada
quarto do Ubere, os quais sdo colocados em pocos
individuais de uma bandeja (placa) do tipo raquete.
Dentro de cada poco, junto com o leite é adicionado
um reagente para lisar as células e aglutinar as
proteinas celulares, resultando em um espessamento
da mistura. Este grau de espessamento é
subjetivamente classificado usando uma escala de
zero a trés cruzes (HAMANN, 2005; RUEGG, 2011;
SMITH, 2009).

Os relatos de perdas econémicas relacionadas a
mastite subclinica estao relacionados com a reducéo
na producao de leite, custos com medicamentos para
combater a doenca, abate dos animais e descarte ou
penalizacdo e consequente queda do preco do leite.
Levando em consideracdo que a mastite é uma das
principais causas de perdas econ6micas da atividade
leiteira (SEEGERS et al., 2003; ZAFALON et al., 2007)
e que o quadro subclinico desta doenca é responsavel
pela perda de 10 a 11% na capacidade produtiva da
vaca ao ano (KIRK et al., 1994), o objetivo deste
documento foi caracterizar a ocorréncia da mastite
subclinica, levando em consideracdo o nimero de
lactacdes dos animais, bem como analisar a correlacéo
de testes laboratoriais e a campo para o diagndstico
desta enfermidade no rebanho da Embrapa Pecuéria
Sul.

Material e métodos

Trinta e oito vacas, sendo 32 da raca Holandesa e seis
da raca Jersey foram acompanhadas durante um
periodo de sete meses, no ano de 2015, na Embrapa
Pecuéria Sul, localizada em Bagé/RS. As vacas eram
de idade, nUmero de partos e estagio de lactacao
variados. Os animais foram mantidos em campo
nativo do bioma Pampa, com sobressemeadura de
azevém. As vacas foram ordenhadas duas vezes ao
dia e receberam 4 kg de concentrado/dia contendo
18% de proteina bruta, apés as ordenhas (dois quilos
por vez). Metade destes animais foi tratada
preventivamente com medicacdao homeopatica,
entretanto, como nao houve diferenca significativa na
CCS (avaliado por teste nao paramétrico, Mann-
Whitney), portanto, para este estudo de ocorréncia de
mastite subclinica, os animais foram considerados
como pertencentes a um Unico grupo.

Para a avaliacdo da correlacdo entre os testes de
diagndstico de mastite subclinica laboratoriais e a
campo, foram realizadas quatro amostragens
semanais. Antes do inicio da ordenha,
imediatamente apds a realizacdo do teste da
caneca telada (fundo escuro), foi coletado leite de
cada teto individualmente, para a realizacdo do
teste de CMT, conforme recomendacao do
fabricante. Para cada amostra foram atribuidos
escores desde zero até trés cruzes, dependendo da
viscosidade da amostra. Para a correlacdo entre
CCS e CMT, foi realizada a soma de cruzes do
teste CMT nos quatro tetos. No final da ordenha,
amostras de leite foram coletadas do copo coletor
da ordenhadeira e encaminhadas em frascos com
conservante bronopol para contagem de CCS e
azidiol para analise de CPP, ambas pelo método de
citometria de fluxo. Os animais que apresentaram
CCS acima de 250.000 cel/ml de leite foram
considerados portadores de mastite subclinica
(ANDREWS et al., 1983). Os valores de producéao
diarios foram ajustados, considerando que a coleta
da manha corresponde a 60% da producédo diaria
de leite. Paralelamente, a producéao de leite e a
CCS foram avaliadas comparativamente com
relacdo ao numero de lactacoes.

Os valores de producao diarios foram ajustados,
considerando que a coleta da manha corresponde
a 60% da producéo diaria de leite. Paralelamente,
a producao de leite e a CCS foram avaliadas
compara

Para estas avaliacdes as coletas foram realizadas
da mesma forma acima relatada, porém, foram
feitas sete coletas, com intervalos mensais. A
producao, por ser uma variavel com distribuicao
normal foi avaliada por ANOVA. Ja a CCS, pelo
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Para a
comparacao entre os testes laboratoriais, pelo
método de Shapiro-Wilk se constatou a
anormalidade dos dados e foram realizados os
testes de correlacdo de Spearman, no programa
GraphPad Prism (2015). A variavel qualitativa
diagndstico de mastite subclinica teve sua
dispersdo estudada segundo o més de coleta e a
ordem de lactacdo, por meio de tabelas de
contingéncia avaliadas pelo teste do qui-quadrado.



Caracterizacdo da Ocorréncia de Mastite Subclinica no Rebanho Leiteiro da Embrapa Pecuéria Sul

Resultados e discussao

Houve forte correlacao entre os testes de CMT e
CCS (p=0,723; P<0,001) (Figura 1A),
corroborando resultados de outros trabalhos (RIGGIO
et al., 2013; ZAFALON et al., 2016). A contagem
de células somaticas indica, aproximadamente, a
quantia de células corporais presentes no leite,
excluindo células bacterianas invasoras. As células
somaticas consistem tanto de células do epitélio do
Ubere, quanto de leucécitos, sendo que, estes
ultimos podem estar presentes no leite devido a
inflamacao decorrente de uma infeccao ou injdria
(BLOWEY; EDMONDSON, 2010). O CMT é
considerado um teste para a triagem de animais com
mastite subclinica, tendo os beneficios de ser de
baixo custo, poder ser realizado imediatamente
antes da ordenha, dar uma indicacdo do nivel de
CCS em cada quarto mamario e fornecer o resultado
imediatamente. Entretanto, é necessdéria a avaliacao
laboratorial da CCS, pois o CMT néao indica um
resultado numérico, somente prevé se células
somaticas estao presentes em alta (espessamento
do gel) ou baixa (gel com consisténcia liquida)
concentracdao (BLOWEY; EDMONDSON, 2010;
RUEGG, 2011). Na propriedade, o CMT pode ser
feito a cada 15 dias, enquanto que a CCS e a CPP
necessitam ser realizados uma vez por més, segundo
a instrucdo normativa nimero 62 (BRASIL, 2011).
Além de ser uma avaliagcdo obrigatéria, a CCS é
considerada um parametro de qualidade do leite e
um indicador de mastite subclinica no rebanho,
podendo implicar tanto a bonificacdo como a
penalizacdao do produtor pela inddstria de laticinios
(JANOSI; BALTAY, 2004). Vale a pena mencionar
gue para cada caso clinico de mastite podem existir
de 15 a 40 casos subclinicos (PHILPOT;
NICKERSON, 1991). Desta forma sugere-se que
caso a mastite clinica seja observada ou se a
observacao de mastite subclinica na propriedade for
alta, é interessante intensificar a frequéncia das
andlises até que o problema seja sanado.

Po6de-se notar ainda, que os animais com CMT
negativo (auséncia de cruzes em todos os tetos), em
sua maioria tiveram CCS abaixo de 50.000
células/mL, enquanto que os animais com CMT
positivo foram observados em maior frequéncia no
intervalo de 200 a 400.000 células/mL (Figura 1B).

As correlacbes CPP x CCS e CPP x CMT foram
consideradas fracas (p=0,190; P=0,035 ¢
p=0,160; P=0,077, respectivamente), contrariando
alguns dados de pesquisas anteriores (BORNEMAN;
INGHAM, 2014). Acredita-se que estas correlacoes
tenham valores baixos devido a um possivel quadro
de mastite ndo infecciosa, que pode ser decorrente
de inflamacdo devido apenas as injdrias na mama,
sem a presenca de infeccado (microorganismos).
Problemas no equipamento de ordenha decorrentes
do manejo inadequado podem acarretar traumas nos
tetos, como por exemplo, excesso de vacuo nas
teteiras ou sobre-ordenha. Os cuidados necessarios
com o equipamento, como por exemplo,
dimensionamento da bomba de vacuo, nivel de
vacuo, pulsacao e troca de teteiras devem ser
realizados de acordo com as normas internacionais,
ISO 5707 (2007) (MULLER, 2002). Ambientes com
pisos asperos também podem causar a laceracao da
pele do teto no momento em que o animal esta
deitado, acarretando uma reacao inflamatéria devido
ao atrito. Insetos podem agir também acarretando
pequenos traumas nos tetos (EDWARDS et al.,
2000; GEORGE et al., 2008).

Assim, nos casos como os da Embrapa Pecuéria Sul,
nos quais parece que a maioria dos casos de
elevacao da CCS no rebanho ndo tem correlacao
direta com mastitite infecciosa, faz-se necessario
pesquisar quais destes fatores acima relatados
podem estar relacionados com mastite inflamatéria
(ndo infecciosa), para poder corrigir o problema.Na
Tabela 1 estdo representados os nimeros absolutos
e as porcentagens relativas de animais considerados
portadores de mastite subclinica (critério CCS maior
que 250.000 células/mL), distribuidos em funcéo do
més de coleta.
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Figura 1. Correspondéncia entre contagem de células somaticas (CCS) e “California Mastitis Test” (CMT) em amostras de leite
coletadas de vacas em lactacdo na Embrapa Pecuéria Sul, no ano de 2015. Em (A) estd demonstrada a correlacdo entre a soma de
cruzes dos quatro tetos, para o teste CMT e a CCS. Em (B) estd demonstrada a porcentagem de observacdes (quatro dias de coleta
para cada animal) dos animais com CMT negativo (vermelho) e positivo (azul) em relacédo a intervalos de contagem de células

somaticas (CCS = células/mL x 1000).

A populacdo analisada ndo mudou durante o
experimento, ou seja, a ocorréncia variou devido
somente ao aparecimento de novos casos de
mastite subclinica ou de cura espontanea dentro do
grupo de 38 animais (Tabela 2). Ndo houve
diferenca significativa entre os meses estudados ou
o numero de lactacdes das vacas. Ainda,
dependendo do més de observacéao, até 13,3% das
novilhas avaliadas apresentaram a doenca, valor
que nao diferiu do observado em animais mais
velhos. Este valor foi, entretanto, bem inferior aos
97% de animais infectados, observados por
Nickerson et al. (1995) em novilhas Jersey, ou
ainda, aos 80% de infeccao descritos por Costa et
al. (1996) em animais Holandeses mesticos,

mas foram mais préximos aos 18,5% de infeccao
observados por Compton et al. (2007).

Na verdade, Smith (2009) afirma que a prevaléncia
de infeccdo intramamaria pode chegar a 90 a 97%
de novilhas em 60 a 75% dos quartos. Apesar de
os testes microbiolégicos ndo terem sido realizados,
o valor observado de 13,3% de CCS acima de
250.000 células/mL, aliado aos baixos valores de
CPP, responsaveis pela fraca correlacdo entre CCS
x CPP sao um indicativo que nas novilhas da
Embrapa Pecudria Sul os indices de infeccéo
intramamaria estdo bem abaixo dos indices
reportados na literatura.

Tabela 1. Ocorréncia de mastite em vacas leiteiras do rebanho da Embrapa Pecuaria Sul em 2015

(CCS250.000).

1 2
Rebanho

total 5 6

(n=38) (13,5) (15,8)
; 1 (n=15) 1

mero 6,7) 0(0)

. 2 (n=14) 1 3
lactacdes (7.14) (21,42)
3 (n=4) 1 (25) 1 (25)
>4 (n=5) 2 (40) 2 (40)

3 4 5 6 7
7 9 3 5 5
(18,4) (23,7) (7,9) (13,5) (13,5)
2 2
1(6,7) (13,3) 0(0) 1(6,7) (13,3)
3 3 2 2 1
(21,42) (21,42) (14,28) (14,28) (7,14)
1 (25) 2 (50) 1 (25) 2 (50) 1(25)
2 (40) 2 (40) 0 (0) 0 (0) 2 (40)

Nas células da tabela, estdo representados o nimero de observacdes e a respectiva porcentagem entre parénteses.
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Tabela 2. Prevaléncia (frequéncia de ocorréncia), incidéncia (aparecimento de novos casos) e cura espontanea
de mastite em vacas leiteiras do rebanho da Embrapa Pecuéria Sul em 2015 (CCS250.000).

1 2
Prevaléncia de mastite 5 6
subclinica (13,16) (15,79)
Incidéncia de mastite (0] 2
subclinica (0) (4,76)
Cura espontanea 0 1

(0) (2,38)

(18,42)

(2,38)

4 5 6 7

9 3 5 5
(23,69) (7,89) (13,16) (13,16)

2 0 1 0]
(4,76) (0) (2,38) (0)

1 6 0 3
(2,38) (15,79) (0) (7,89)

Nas células da tabela, estdo representados o nimero de observacdes e a respectiva porcentagem entre parénteses.

Tabela 3. Producédo diaria média (em litros) das vacas leiteiras do rebanho da Embrapa Pecuéria Sul, em 2015

e respectivas CCS de acordo com o numero de lactacoes.

1 16,24167A 81692,31AB
2 20,95258B 190843,8BC
Nuimero de Lactacoes
3 16,168A 273214,3CD
4 21,67952B 195371,4D
Rebanho (média) 18,73 157053,23

*Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste ANOVA para producédo diéria e Kruskal-Wallis para CCS.

Quando se compara a média das contagens de
células somaticas, o grupo das novilhas apresentou
diferenca significativa com relacdo aos grupos com
mais de trés lactacoes (Tabela 3), fato ja relatado
anteriormente (CUNHA et al., 2008; NATZKE et al.,
1972). A elevacdo da CCS no leite de vacas com
maior nimero de lactacdes pode ocorrer devido ao
aumento de células epiteliais no leite em vacas mais
velhas,

velhas, além da maior probabilidade de esses
animais contrairem uma infeccdo intramamaria
(SCHULTZ, 1977). A producéo de leite aumentou
da primeira para a segunda lactacédo, conforme o
esperado, entretanto, caiu na terceira lactacéo.
Como o grupo de animais com trés lactacdes é
pequeno (n=4), este resultado pode estar
artificializado pela presenca de um animal “outlier”.
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Figura 2. (A) Distribuicdo das vacas leiteiras do rebanho da Embrapa Pecuéaria Sul de acordo com a CCS. O leite foi coletado
mensalmente de todos os animais e o grafico representa a porcentagem referente a um total de 198 observacdes. (B) Distribuicdo

percentual da CCS pela ordem de lactacdes das vacas.

A figura 2 representa a distribuicdo das vacas de
acordo com a CCS. Para isso, todas as observacoes
mensais foram consideradas em conjunto e os
animais foram ranqueados conforme a CCS. Na
maioria das observacoes (82,68%), o leite esteve
dentro dos parametros de normalidade (Figura 2A).
Ainda, na figura 2B é possivel notar o aumento do
numero de animais com mastite subclinica até a
terceira lactacao.

Embora este estudo tenha sido conduzido em um
rebanho experimental da Embrapa, em propriedades
particulares também é importante a realizacdo dos
testes, porque cada rebanho tem o seu perfil de
ocorréncia da doenca e, mesmo que haja padroes
de ocorréncia dependendo da idade da vaca e
numero de lactacdes, sempre é bom confirmar e
monitorar a propriedade, pois os testes auxiliam a
desvendar a causa/origem do problema, para que
medidas saneadoras possam ser tomadas.

Conclusoes

O rebanho leiteiro da Embrapa Pecuaria Sul possui
um indice baixo de mastite subclinica, sendo que,
nao houve diferenca significativa na ocorréncia de
mastite subclinica entre os meses estudados ou o
numero de lactacdes das vacas, a CCS foi menor no
grupo das novilhas com relagcdo aos grupos com
mais de trés lactacOes e a porcentagem de leite
com mais de 250 mil células/mL aumentou até a
terceira lactacdo. Ainda, pode-se notar uma forte
correlacdo entre os testes CMT e CCS, o que nao
ocorreu com CMT x CPP e CCS x CPP.

Na propriedade, o CMT pode ser feito a cada 15
dias. A instrucdao normativa nimero 62 (BRASIL,
2011) recomenda que a CCS e a CPP sejam
realizadas com intervalo mensal. Quando houver
elevacdo da CCS sem elevacado na CPP, como o
observado neste trabalho, existe um indicativo de
gue a mastite ndo esta sendo causada por infeccéo.
Nestes casos deve-se pesquisar a causa de mastite
nao infecciosa para tomar as medidas saneadoras
cabiveis, tais como dimensionamento correto da
bomba de vacuo, controle da pulsacao das teteiras,
realizacdo de troca de teteiras conforme indicacéo
do fabricante, adequacao da qualidade dos pisos
para evitar laceracdes do Ubere e controle de
insetos.
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