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RESUMO: A mastite € uma das principais enfermidades da bovinocultura leiteira, que
impacta negativamente a qualidade do leite, além de representar um risco a saude
publica. Este estudo teve como objetivo analisar o padrdo de infeccdo de mastite
clinica e subclinica nos sistemas de criagado confinado e semi-confinado, no campo
experimental José Henrique Bruschi, de junho de 2022 a outubro de 2024. Para isto,
forma utilizados o diagnéstico microbioldgico laboratorial e a cultura na fazenda para
identificar os patdgenos causadores da mastite nos rebanhos estudados. Os
resultados observaram uma semelhanca nos padrdes de infecgdes entre os sistemas
de producéao confinado e semi-confinado. Na mastite subclinica, ambos os sistemas
apresentaram um padrao de infecgao contagioso. No entanto, as infecgdes clinicas,
apresentaram padrao de infeccdo ambiental. Dessa forma, com base nos resultados
avaliados foi possivel observar a necessidade de ajustes no controle de patdgenos

contagiosos oportunistas e patdégenos ambientais destes rebanhos.

Palavras-chave: microbiologia; glandula mamaria, infeccdo intramamaria



ABSTRACT: Mastitis is one of the main diseases in dairy cattle farming, which
negatively impacts milk quality and risks public health. This study aimed to analyze the
pattern of clinical and subclinical mastitis infection in confined and semi-confined
farming systems, in the José Henrique Bruschi experimental field, from June 2022 to
October 2024. For this, laboratory microbiological diagnosis and on-farm culture were
used to identify the pathogens causing mastitis in the herds studied. The results
observed a similarity in the infection patterns between the confined and semi-confined
production systems. In subclinical mastitis, both systems presented a contagious
infection pattern. However, clinical infections presented an environmental infection
pattern. Thus, based on the results evaluated, it was possible to observe the need for
adjustments in controlling opportunistic, contagious pathogens and environmental

pathogens in these herds.

Keywords: microbiology; mammary gland, intramammary infection



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Interpretagdo do California Mastitis Test (CMT) e os valores aproximados

de contagens de células somaticas correspondentes 34

Tabela 2. Provas bioquimicas para avaliar a diferenga fenotipica entre espécies de

Streptococcus e Enterococcus 37
Tabela 3. Carateristicas principais dos géneros das bactérias Gram-negativas ---------
37

Tabela 4. Distribuicdo de frequéncia dos resultados dos exames microbiolégicos da

mastite subclinica no sistema confinado e semi-confinado, no periodo de junho de
2022 a outubro 2024 47

Tabela 5. Distribuicdo de frequéncia dos resultados dos exames microbiolégicos da

mastite clinica no sistema confinado e semi-confinado, no periodo de junho de 2022
a outubro 2024 48

Tabela 6. Avaliagdo da associacdo entre o sistema de producdo os sistemas de
producao e o crescimento microbioldgico para diagnostico da mastite subclinica-------
49

Tabela 7. Avaliagdo da associagdo entre o sistema de produgdo os sistemas de

produgao e o crescimento microbioldgico para diagnostico da mastite clinica ------- 51



LISTA DE IMAGENS

Imagem 1. Animais confinamento do tipo Compost Barn 41

Imagem 2. Animais do semi-confinado no free-stall 42

Imagem 3. Coleta de leite para diagndstico microbiolégico: A) Desinfecgao dos tetos;
B) coleta de leite 43

Imagem 4. Verificagdo do crescimento bacteriana e as caracteristicas das colonias--

44
Imagem 5. Testes para identificacdo das espécies das coldnias. A) Crescimento em

BHI; B) Teste para identificacdo das espécies de Streptococcus;, C) Teste de
coagulase 45

Imagem 6. Cultura na fazenda para diagnoésticos dos patdgenos causadores da
mastite clinica 46




LISTA DE FIGURAS

Imagem 1.Fluxograma do sistema imune da glandula mamaria

21



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

BHI: Brain Heart Infusion

CAMP: Christie, Atkins e Munch-Peterson
CCS: Contagem de células somaticas
CEL: Condutividade elétrica do leite
CMT: California Mastitis Test

°C: Graus Celsius

EMBRAPA: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
IFN-y: Interferon-gama

IL: Interleucina

Ig: Imunoglobulinas

LB: Linfécito B

LT: Linfécito T

LPS: Lipopolissacarido

LTA: Acido lipoteicoico

MHC: Complexo principal de histocompatibilidade
m?2: Metro quadrado

mL: Mililitro

NaCl: Cloreto de sddio

NK: Células natural killer

PAMPs: Padrbes moleculares associado ao patoégeno
PCR: Reacao em cadeia da polimerase
PGN: Peptidoglicano

PIB: Produto interno bruto

%: Porcentagem

TCR: Receptor de célula T

TLRs: Receptores do tipo Toll-Like
TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa
TNF-B: Fator de necrose tumoral beta
VM: Vermelho de metila

VP: Voges-Proskauer

mS: Milissegundo

UFC/mL: Unidades formadoras de col6nias por mililitro



O/F : oxidagao e fermentacao de glicose



SUMARIO

1. INTRODUGAO 14
2. OBJETIVO 15
2.1 OBJETIVO GERAL 15
2.2 OBJETIVO ESPECIFICO 15
3. REVISAO DE LITERATURA 16
3.1 SISTEMA DE PRODUCAO 16
3.1.1 Sistema a pasto 16
3.1.2 Sistema confinado 16
3.1.2.1  Compost Barn 17
3.1.2.2 Free-stall 18

3.1.3 Sistema semi-confinado 18
3.2 SISTEMA IMUNE DA GLANDULA MAMARIA 19
3.3 MASTITE BOVINA 23
3.3.1 Fatores de risco associado a ocorréncia da mastite ------=======---- 23
3.3.2 Classificagcao da mastite 25
3.3.2.1  Mastite clinica e mastite subclinica 25
3.3.2.2 Mastite ambiental e mastite contagiosa 26

3.3.3 Classificacao dos patégenos causadores da mastite---------------- 27
3.3.3.1  Patégenos principais 28
3.3.3.1.1 Staphylococcus aureus 28

3.3.3.1.2 Streptococcus agalactiae 29

3.3.3.1.3 Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae--------- 30

3.3.3.1.4 Coliformes 31

3.3.3.2 Patdégenos secundarios 32
3.3.3.2.1 Corynebacteirum bovis 32
3.3.3.2.2 Staphylococcus coagulase negativo 32

3.3.4 Métodos de diagndsticos da mastite 33
3.3.5 Identificagao dos patégenos causadores da mastite------------------ 35
3.3.6 Tratamento 39

4 MATERIAL E METODOS 40
4.1 CARACTERIZACAO DOS REBANHOS 40

4.1.1 Sistema confinado 40



4.1.2 Sistema semi-confinado 41

4.2 COLETAS E ANALISE DE LEITE 42
4.3 ANALISE ESTATISTICA 46
RESULTADOS 46
5.1AVALIACAO DO PADRAO DE INFECGCAO DA MASTITE NO SISTEMA
CONFINADO E NO SISTEMA SEMI-CONFINADO 46
5.2ASSOCIACAO ENTRE OS SISTEMAS DE PRODUGAO E O CRESCIMENTO
DE PATOGENOS EM INFECCOES INTRAMAMARIAS 49
DISCUSSAO 51
6.1AVALIAGAO DO PADRAO DE INFECCAO DA MASTITE NO SISTEMA
CONFINADO E NO SISTEMA SEMI-CONFINADO 52

6.2 ASSOCIACAO ENTRE OS SISTEMAS DE PRODUGCAO E O CRESCIMENTO
DE PATOGENOS EM INFECGOES INTRAMAMARIAS--- 54
CONCLUSAO 56

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 56




14

1 INTRODUGAO

A bovinocultura leiteira estda presente em 98% dos municipios brasileiros,
desempenhando um papel fundamental na geragdo de emprego para quase quatro
milhdes de pessoas (MAPA, 2023). Além disso, esta atividade desempenha um papel
significativo na economia do Brasil, contribuindo com 80,04 bilhdes de reais para o
Produto Interno Bruto (PIB) (IBGE, 2023).

A mastite bovina € uma das principais enfermidades da bovinocultura,
responsavel por causar grandes prejuizos, que atinge tanto o produtor quanto a
industria de lacteos. Entre os prejuizos econbmicos mais relevantes estdo o descarte
de animais e de leite, sendo menor somente que a reducédo na produc¢ao dos animais
acometidos (Guimaraes et al., 2017). Para a industria, os danos estdo associados
principalmente a diminuicdo do rendimento e da qualidade do leite (Ballou et al., 1995).
Além disso, a mastite representa um risco a saude publica devido a liberagdo de
microrganismos no leite (Garcia et al., 2019; Awandkar et al., 2022), os quais podem
causar infecgdes ou intoxicagdes alimentares.

O padrao de infeccdo da mastite no rebanho pode estar diretamente associado
ao tipo de sistema de produgdo em que os animais sao criados (Tomazi et al., 2018).
Sendo assim, no sistema semi-confinado, as vacas passam parte do dia no pasto,
mas em determinado momento sdo direcionadas para os galpdes de confinamento
(Endres et al, 2018). Durante periodos de clima quente e umido, quando as vacas
estdo no pasto, e exposta a ambientes com condigdes higiénicas inadequadas,
ocorrem situagcdes de estresse. Nessas circunstancias, além do aumento da
exposi¢cao aos microrganismos, ha uma diminuigdo na resposta imunoldgica, o que
favorece o desenvolvimento de infec¢des intramamarias. Ja no sistema confinado, o
aumento da densidade dos animais pode resultar em maior acumulo de dejetos.
Quando o ambiente disponivel para as vacas leiteiras apresenta uma falha na higiene,
o risco de novos casos de mastite ambiental aumenta (Santos; Fonseca, 2019).
Considerando que a pecuaria leiteira apresenta diferentes sistemas de criacao, este
estudo tem como objetivo avaliar o padrao de infeccdo da mastite subclinica e clinica

em rebanhos mantidos nos sistemas confinado e semi-confinado.
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2 OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo do trabalho foi caracterizar o padréao de infeccdo da mastite
subclinica e clinica em dois rebanhos localizado no campo experimental José
Henrique Bruschi, no periodo de junho de 2022 a outubro de 2024.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Caracterizar a estrutura e manejo adotado nos rebanhos estudados;
e Avaliar o padrao de infecgdo dos rebanhos em ambos os sistemas;

¢ Avaliar a associagao do patégeno isolado com o sistema de produgao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Foi realizada uma revisao da literatura que permitiu verificar a importancia da

mastite para bovinocultura leiteira.

3.1SISTEMAS DE PRODUCAO

O sistema de criagédo exerce uma grande influéncia na produtividade, na saude
animal, na qualidade do leite, bem como na reprodugcédo e no bem-estar animal
(Bewley et al., 2017).

Ao definir qual sistema é mais adequado, os produtores devem considerar as
seguintes variaveis: condi¢des climaticas, os custos de construgdo, a disponibilidade
de méo de obra, os custos de manutengao e o retorno do investimento (Bewley et al.,
2017).

3.1.1 Sistema a pasto

O sistema a pasto para gado de leite pode ser apresentado de diversas formas.
No sistema rotacionado, o pasto € manejado de perto, sendo oferecido as vacas um
novo piquete a cada 12 ou 24 horas. No entanto, nos outros sistemas de produgéo, o
pasto é manejado de forma menos intensiva e utilizado de forma mais continua, sem
rotacao de piquetes (Endres et al., 2018).

Este sistema é caracterizado por exigir um baixo investimento. Os animais
ficam livres para se movimentar e interagir uns com os outros, proporcionando um
melhor bem-estar. Contudo, esse sistema enfrenta certos desafios, especialmente
durante periodos de temperaturas extremas, que podem causar estresse nos animais,
e durante épocas chuvosas, que apresentam grandes dificuldades relacionadas a
limpeza. Como resultado, ha um aumento no risco de infecgdes intramamarias, o que
impacta negativamente a qualidade do leite produzido (Bewley et al., 2017; Endres et
al., 2018).

3.1.2 Sistema confinado
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O confinamento de vacas leiteiras gera um ambiente de produgdo adequado
para animais de alta producédo, pois reduz o efeito do ambiente, principalmente em
dias muito quentes. Essas instalagcdes proporcionam uma temperatura adequada para
esses animais, garantindo bem-estar e uma maior eficiéncia produtiva (Mota et al.,
2017; Galama et al., 2020). Entretanto, as desvantagens do sistema confinado estéao
relacionadas ao alto investimento, aumento de problemas de casco e, maior chance
de contaminagcdo cama devido as falhas no manejo de limpeza (Araujo, 2001;

Damasceno, 2020).

3.1.2.1 Compost Barn

O primeiro compost barn foi criado em Minnesota em 2001, com o objetivo de
proporcionar maior conforto aos bovinos leiteiros, melhorar sua saude, aumentar a
longevidade das vacas e facilitar o manejo diario (Barberg et al., 2007). Este sistema
de confinamento é formado por galpdo com uma grande cama sem divisdes, onde as
vacas podem se movimentar livremente e expressar seus comportamentos naturais,
oferecendo maior conforto aos animais (Leso et al., 2019; Silva et al., 2022).

A cama é composta de maravalha ou serragem e quando se misturar com os
dejetos, forma um semi-composto organico. Esse material precisa ser revirado duas
a trés vezes por dia durante o periodo de ordenha e deve ser substituido a cada 12 a
24 meses (Barberg et al., 2007; Eckelkamp et al., 2016; Silva et al., 2022). Para que
esse sistema funcione de maneira ideal, recomenda-se uma area de descanso de no
minimo 8 a 15 m? por vaca (Klass et al., 2010; Caldato et al., 2020). Em instalagbes
onde essa area € menor, é importante substituir a cama com maior frequéncia
(Caldato et al., 2020) para evitar o aumento da umidade, garantindo um processo de
compostagem eficiente (Bosco, 2017).

Quando bem manejada, a alta temperatura no interior da cama é capaz de
destruir os patégenos, reduzindo o risco de mastite, além de manter a cama seca, o
que diminui a sujeira nos animais. Para que isso acontega, € necessario que a
temperatura da cama esteja entre 55 e 65°C e a umidade varie de 40 a 60% (Shane
etal., 2010; Black et al., 2013a; Leso et al., 2020). Outro fator importante para garantir
uma fermentagéo aerodbica eficiente é a relagdo carbono:nitrogénio, que deve estar
entre 21:1 e 30:1 (Rosen et al., 2000).
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Esse tipo de sistema de criacdo proporciona melhorias nos indices de higiene,
maior conforto para os animais, aumento na producgéo de leite, melhores escores de
limpeza, redugcédo da contagem de células somaticas (CCS), e diminuigdo dos casos
de mastite e claudicagao (Barberg et al., 2007; Endres e Barberg, 2007; Klaas et al.,
2010; Black et al., 2013Db).

3.1.2.2 Free-stall

O free-stall € um outro tipo de sistema de confinamento para gado de leite. Esse
sistema & composto por um galpdao com baias individuais para descanso, que
possuem camas formadas de matéria organica ou areia. Além disso, ha uma area
para alimentacdo e movimentagcdo dos animais. Essa estrutura é toda aberta,
proporcionando uma ventilagdo natural e, em algumas propriedades, a estrutura
possui ventilacao artificial (Araujo, 2001; Garcia, 2017).

As baias destinadas aos animais sdo estruturadas de modo que os dejetos
caiam no corredor de limpeza, com o objetivo de manter a limpeza dos espacos e,
consequentemente, diminuir o risco de contaminagao do animal (Tucker et al., 2005;
Fregonesi et al., 2009). Contudo, em propriedades onde a higienizagdo das
instalagcbes nao é realizada de maneira adequada, observa-se um aumento na
sujidade do ubere dos animais, o que eleva o risco de ocorréncia de mastite
(Magnusson et al., 2008).

As vantagens desse tipo de sistema de confinamento incluem um custo baixo
com manutengao, a possibilidade de movimento frequente dos animais e uma elevada
flexibilidade na organizacdo de diferentes manejos alimentares. No entanto, esse
sistema apresenta desvantagens, como um elevado custo de construgdo, maior
competicdo entre os animais e um aumento no escore de sujidade, caso haja falhas

na higienizacao das instalagdes (Araujo, 2001).

3.1.3 Sistema semi-confinado

No sistema semi-confinado, as vacas permanecem parte do seu dia a pasto,

porém ficam na maior parte do seu tempo em galpdes, onde recebem alimentos

concentrados e volumosos (Endres et al., 2018).
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Neste sistema, os desafios enfrentados pela glandula mamaria combinam os
problemas encontrados nos sistemas de produgao confinados e a pasto. Sendo assim,
em dias quentes e umidos, e com condigdes inadequadas de higiene, os animais ficam
expostos a situagdes de estresse. Em casos de estresse, a imunidade desses animais
fica comprometida, aumentando o risco de desenvolvimento de mastite. Além disso,
durante o confinamento, 0 aumento da densidade de animais pode levar ao acumulo
excessivo de dejetos, que aliado a um ambiente com baixa higiene, eleva o risco de
novos casos de mastite ambiental. A presenca de lama também é outro fator de
estresse para as vacas, 0 que impacta negativamente tanto na producéao leiteira,

quanto na capacidade de resposta do sistema imunolégico (Santos; Fonseca, 2019).

3.2 SISTEMA IMUNE DA GLANDULA MAMARIA

O sistema imune é essencial para a sobrevivéncia dos animais, pois atua como
uma defesa do organismo contra infecgbes. Por isso, é importante que ele esteja
agindo de forma eficiente (Murphy, 2014).

A resposta imunoldgica da glandula mamaria é classificada em imunidade inata
e imunidade adquirida. A imunidade inata, também chamada inespecifica, representa
a primeira linha de defesa contra patdégenos, atuando nas fases iniciais da infeccao.
Esta resposta inclui barreiras fisicas, como o esfincter do teto, barreiras quimicas
compostas por queratina, fatores soluveis como citocinas e células como macrofagos
e neutrofilos (Akira et al., 2001; Tizard, 2002; Burvenich et al., 2007).

O musculo esfincter do teto funciona como uma barreira fisica contra a entrada
de microrganismos, principalmente entre as ordenhas, quando o canal do teto
permanece fechado. No entanto, essa barreira torna-se menos eficaz no inicio do
periodo seco e proximo ao parto, o que facilita o surgimento de novos casos de
mastite. Isto porque o musculo esfincter do teto fica relaxado devido ao aumento da
pressao intramamaria, associada a retengao de leite (Sordillo et al., 2018).

O revestimento de queratina do canal do teto serve como uma barreira fisica
adicional, bloqueando a passagem de patégenos em direcdo a cisterna. Esse
revestimento contém acidos graxos esterificados com acao bacteriostatica e proteinas
catibnicas que, ao se ligarem eletrostaticamente aos microrganismos, provocam

alteracdes na parede celular, resultando na morte das células. No entanto, no inicio
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do periodo seco o revestimento de queratina ainda ndo esta completamente formado,
o que facilita a ocorréncia de mastite (Paulrud, 2005; Sordillo et al., 2018).

Quando um microrganismo consegue atravessar a barreira fisica do canal do
teto, o sistema imunoldgico inato € imediatamente ativado. Essa resposta é formada
pela ativacdo leucdcitos (macrofagos e neutrofilos), sistema do complemento,
lactoferrina, transferrina e lisozima (Santos; Fonseca, 2019)

A lactoferrina € uma proteina antimicrobiana presente no leite, que se liga ao
ferro, diminuindo sua disponibilidade em forma soluvel, tornando-o indisponivel para
multiplicagdo bacteriana. A transferrina, lisozima, lactoperoxidase e xantina oxidase
também estdo presentes no leite dos bovinos, e apresentam agdes antibacterianas
(Rainard, 2006).

O processo inflamatério € desencadeado pela ativacao de vias de sinalizacéo
que regulam a produgdo de mediadores inflamatoérios tanto em células teciduais
residentes quanto em células inflamatérias recrutadas da circulagdo sanguinea
(Abbas et al., 2019). Esse processo comega com a adesao de patdogenos a células
sentinelas presentes na glandula mamaria, como células epiteliais, células
dendriticas, neutrofilos e macréfagos. Essas células possuem receptores de
membrana especificos que reconhecem estruturas distintas da parede celular dos
patdogenos, como lipopolissacarideos (LPS), peptidoglicanos (PGN) e acidos
lipoteicoicos (LTA), que constituem padrées moleculares associados aos patdégenos
(PAMPs). Esses PAMPs sao identificados pelos receptores Toll-Like (TLRs), ativando
uma cascata de sinalizacao intracelular (Akira et al., 2001; Czerkies e Kwiatkowska,
2014).

A sinalizagado dos TLRs ativam células inflamatérias, como macréfagos, dando
inicio a resposta inflamatéria. Nesta resposta sao liberadas citocinas, como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina (IL)1b, que sao responsaveis por recrutar
neutrofilos para dentro da glandula mamaria, além de intensificar a atividade
bactericida dos neutrdfilos. Adicionalmente, essas citocinas também ativam a enzima
fosfolipase A2, o que resulta na producdo de leucotrieno e prostaglandina (Figura 1)
(Hilario et al., 2006; Oviedo-Boyso, 2007; Vitale et al., 2007; Abbas et al., 2019).
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Figura 1. Fluxograma do sistema imune da glandula mamaria

Células sentinelas

Recrutamento de neutrofilos

=% Bactéria penetrando a barreira fisica da glandula mamadria, chegando
"% na cisterna da glandula

i.' Neutréfilo '
Fonte: Elaborada pela autora, 2025.

Os neutrdfilos recrutados fagocitam bactérias e produzem espécies reativas de
oxigénio, peptideos antimicrobianos e defensinas, que sao eficazes na eliminagao de
diversos microrganismos associados a mastite. Contudo, no periodo pds-parto, a
funcionalidade desses leucdcitos se encontra comprometida, uma vez que ha um
aumento de neutrofilos imaturos na circulacdo, enquanto a quantidade de neutrofilos
maduros no sangue e no leite permanece reduzida, o que eleva a incidéncia de mastite
nesse estagio (Sordillo; Streicher, 2002; Oviedo-Boyso, 2007).

Caso as bactérias invasoras sobrevivam, a infiltracdo inicial de neutrdfilos é
rapidamente substituida por linfécitos T (LT), linfocitos B (LB) e mondcitos. Ainda
assim, os neutroéfilos continuam sendo as células predominantes na mastite crénica
(Rainard et al., 2003). Essas células reconhecem uma ampla gama de estruturas
antigénicas por meio de receptores de membrana. Os LT e LB representam diferentes
subgrupos de células que atuam na glandula mamaria, onde a quantidade de LT CD8+

€ mais elevada, em contraste com o sangue periférico, que contém principalmente LT
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CD4+. Em contrapartida, as concentragdes de LB permanecem estaveis ao longo dos
diferentes estagios da lactagao (Sordillo; Streicher, 2002; Sordillo, 2005; Alnakip et al.,
2014).

Os LT expressam em sua superficie o complexo TCR/CD3, que sédo capazes
de identificar o antigeno para que ocorra a ativagao dos LT e diferenciacdo em LT
helper (CD4+) e LT citotoxico (CD8+), conforme a afinidade pelo complexo principal
de histocompatibilidade (MHC). Essas células imaturas podem exibir o receptor de
célula T (TCR) que se liga ao MHC de classe |, o qual é expresso por células
nucleadas, resultando na formagao de LT CD8+. Em contraste, ha LT que possuem
TCR compativeis com o MHC de classe Il, que é expresso por células dendriticas,
macrofagos ativados e linfocitos B, levando a geragéo de LT CD4+ (Horis et al., 2003;
Baumjohann et al., 2013; Antigano et al., 2015).

Durante a infecgao, os LT CD4+ liberam diferentes tipos de citocinas, que séo
responsaveis pela sua diferenciacdo em LT TH1 e LT TH2. Na presenca de IL-12 e
interferon-gama (IFN-y), o linfocito T virgem tende a se diferenciar em TH1, enquanto
que, sob a influéncia de |IL-4, diferencia-se em TH2. Os LT TH1 secretam IL-2, INF-y
e fator de necrose tumoral beta (TNF-3), essas citocinas auxiliam outras células como
os macrofagos, LT CD8+ e células natural killer (NK), sendo assim essenciais para a
imunidade celular. Ja os LT TH2 secretam IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, agem na
multiplicagdo dos LB e na secre¢cdo de anticorpos, além de ativar mastocitos e
eosinofilos, auxiliando na imunidade humoral (Barardi et al., 2009).

Os LT CD8+ tém uma funcgao citotoxica contra células infectadas. Esses LT
entram em contato com a célula alvo, liberam granulos ricos em perforinas e
granzimas. As perforinas produzem poros na membrana da célula alvo, causando uma
lise osmética. As granzimas entram pelos canais e ativam caspases e nucleases,
causando a apoptose celular (Barardi et al., 2009).

Os LB produzem anticorpos contra patégenos invasores que agem
neutralizando e destruindo os antigenos. Para que isso acontega, esses leucocitos
atuam como uma célula apresentadora de antigenos, internalizando, processando e
apresentando o antigeno através da ligacao do receptor de LT (TCR) CD4+ com MHC
de classe Il. Apds a apresentagao do antigeno, os LT comegam a produzir citocinas
que atuam na multiplicacao e diferenciagdo dos LB em plasmdcitos, os quais sao
responsaveis por produzir imunoglobulinas (Ig) de alta afinidade para antigeno
(Mesquita Junior et al., 2010).
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Quatro classes de Ig desempenham papéis fundamentais na defesa da
glandula mamaria: 1gG1, 1gG2, IgA e IgM, que séo distintas em suas propriedades
fisico-quimicas e bioldgicas. As concentragdes dessas Ig estdo elevadas na
colostrogénese e infecgdes intramamarias. Nas glandulas mamarias de bovinos
saudaveis a IgG1 é a predominante, enquanto a IgG2 aumenta nas infecgdes
intramamarias. As IgG1, 1IgG2 e IgM agem como opsoninas e aumentam a fagocitose
por macréfagos e neutréfilos. A IgA, por sua vez, atua na aglutinagdo bacteriana,
impedindo a capacidade de alguns patdégenos de espalharem pela glandula mamaria,
além de neutralizar algumas toxinas bacterianas. A concentragao e a composi¢ao das
Ig encontradas no leite podem ter uma influéncia no estabelecimento de novos casos
de mastite (Korhonen et al., 2000; Aitken, 2011).

3.3 MASTITE BOVINA

A mastite é caracterizada pela inflamagéo da glandula mamaria, sua ocorréncia
esta relacionada a complexa triade epidemiolégica que inclui o agente etiologico, o
ambiente e o hospedeiro, sendo, por esse motivo, considerada uma enfermidade
multifatorial (Langoni, 2013; Petersson-Wolfe et al., 2018).

A inflamacédo da glandula mamaria normalmente é consequéncia de uma
infeccdo bacteriana (Petersson-Wolfe et al., 2018), mas também pode ser resultado
do estresse, do trauma na glandula mamaria e de infec¢ao por outros microrganismos

como leveduras, algas, fungos e virus (Coser et al., 2012; Dalanezi et al., 2020).

3.3.1 Fatores de risco associado a ocorréncia da mastite

A ocorréncia da mastite esta associada a diversos fatores, incluindo a resposta
imune do animal, as praticas de manejo nutricional, o numero de lacta¢des, os dias
em lactagdo, a posicao dos tetos, a distadncia dos tetos ao chao, a presenca de
hiperqueratose, a estacdo do ano, as condigdes de higiene, a auséncia na adogao da
terapia da vaca seca e a falta de manutencao no equipamento de ordenha (Breen et
al., 2009; Heinrichs et al., 2009; Leelahapongsathon et al., 2014; Cardozo et al., 2015;
Oliveira et al., 2015).

O manejo nutricional desempenha um papel fundamental na saude da glandula

mamaria, uma vez que, durante o periodo de transicdo, os animais apresentam um
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balango energético negativo. Essa condi¢ao resulta em uma deficiéncia de minerais e
vitaminas na dieta, que compromete o sistema imunoldgico a nivel celular e humoral
durante o inicio da lactagdo. Essa imunossupressido aumenta a susceptibilidade a
infecgdes (Politis et al., 2004; Libera et al., 2021).

Outro fator que contribui para o aumento dos casos de mastite no rebanho é a
estacao do ano. Durante o verdo, as vacas ficam mais vulneraveis a desenvolver
mastite, pois estdo mais expostas ao estresse térmico, que pode resultar na
diminuicdo da imunidade (Nickerson et al., 1995; Dahl et al., 2020). Além disso, o
aumento da temperatura e umidade do ar nesse periodo favorece o desenvolvimento
e a sobrevivéncia dos microrganismos no ambiente, aumentando a exposi¢cao dos
animais a microrganismos (Fonseca e Santos, 2000).

O esfincter do teto atua fechando o canal do teto e como consequéncia
prevenindo a ocorréncia de novas infecgdes (Neijenhuis et al., 2000). No entanto,
quando ocorre uma falha na manutencao do equipamento de ordenha, pode haver
desenvolvimento de hiperqueratose na extremidade do teto. Como resultado disto, o
esfincter ndo podera fechar de forma adequada, favorecendo a entrada de
microrganismos (Carneiro et al., 2009). Essa lesdo pode ser resultado de uma
sobreordenha, um alto nivel de vacuo da ordenhadeira, pulsac¢ao ruim, teteiras velhas
ou pela retirada brusca do conjunto de teteiras (Blowey; Edmondson, 2010).

O posicionamento da base do ubere também vai interferir na ocorréncia dos
caos de mastite. Sendo assim, quando a base do ubere esta abaixo do jarrete, ha um
aumento da exposi¢cdo das extremidades dos tetos aos patdbgenos ambientais.
Consequentemente os animais ficam mais suscetiveis ao desenvolvimento de
infecgdo intramamaria. Isto ocorre em resposta a idade, ao numero de partos e a
producao elevada (Coentrao et al., 2008).

A higienizacdo influencia diretamente no surgimento das infecg¢des
intramamarias. Dessa forma, em condigdes de higiene inadequadas da cama, as
extremidades dos tetos ficam mais expostas aos microrganismos ambientais, o que
facilita a ocorréncia de mastite clinica (Barnouin et al., 2005). Além disso, a falta de
higiene na sala de espera e de ordenha, assim como a falha no pré-dipping podem
levar a contaminacdo da ordenhadeira, tornando-os uma fonte de infecgdo das
glandulas mamarias dos animais (Cunha, 2015).

3.3.2 Classificacao da mastite
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A mastite pode ser classificada conforme os sinais clinicos manifestados pelos
animais ou na auséncia desses sinais e também de acordo com o modo de

transmissao dos patogenos envolvidos.

3.3.2.1 Mastite clinica e mastite subclinica

A mastite clinica, em grande parte dos casos, resulta de uma infecgdo causada
por bactérias Gram-negativas. A forma clinica da doenga € facilmente detectavel
durante a ordenha, utilizando o teste da caneca de fundo preto, que é feito com os
trés primeiros jatos de leite de cada teto. Nesse teste, observa-se a presenca de
possiveis alteragdes no leite, como grumos, pus ou variagdes na coloragado (Massote
et al., 2019).

A mastite clinica também pode ser classificada quanto a sua gravidade em leve,
moderada ou grave. No grau leve, o leite apresenta alteragbes, como grumos,
presencga de pus e coloracdo anormal. No grau moderado, além das alteragdes no
leite, a glandula mamaria apresenta sinais de inflamagédo, como edema, aumento de
temperatura, sensibilidade e hiperemia. Em casos graves, o leite apresenta
alteragdes, a glandula mamaria mostra sinais inflamatérios, € o animal apresenta
sintomas sistémicos, como febre, diminuigdo da ruminacgao e do apetite, desidratacao,
alteragcdes comportamentais e pode ocorrer a morte do animal (Adkins; Middleton,
2018).

Os principais patdgenos responsaveis pela mastite clinica sdo Escherichia coli,
Klebsiella spp. e Pseudomonas aeruginosa. Além disso, Streptococcus uberis e 0
Staphylococcus ndo aureus podem causar infec¢ao clinica e subclinica (Argaw, 2016).

A mastite subclinica, por outro lado € caracterizada por apresentar um processo
inflamatoério moderado com acumulo persistente de neutrdéfilos (Boutet et al., 2004).
Na forma subclinica, o leite encontra-se aparentemente normal, ndo sendo possivel
identificar o dano no momento da ordenha. Contudo, sua composicéo esta alterada,
caracterizada pelo aumento na quantidade de células somaticas e nos teores de cloro
e sodio, enquanto os teores de caseina, lactose e gordura estdo reduzidos. A
identificacdo da mastite subclinica requer exames especificos, como a contagem de
células somaticas (CCS), o California Mastitis Test (CMT) e a cultura microbiolégica
(Adkins; Middleton, 2018; Lopes et al., 2018).
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A forma subclinica apresenta uma prevaléncia de 15 a 40 vezes maior que a
mastite clinica, e € a principal responsavel pelas significativas perdas econémicas no
rebanho. Os patdogenos associados a este tipo de infecgdo intramamaria sao
principalmente Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, e Enterococcus
spp- (Argaw, 2016; Buck et al., 2021).

A mastite subclinica pode evoluir para uma mastite cronica, caracterizado por
apresentar no minimo dois resultados consecutivos de CCS acima de 200.000
células/mL, ou mais de dois casos de mastite clinica no mesmo quarto mamario. O
risco de desenvolver uma mastite crénica cresce com o aumento do numero de
lactacdes (Grohn et al., 2004; Oliver et al., 2004; Cardozo et al.; 2015; Barbosa, 2019;
Martins et al., 2020). A forma cronica da doenga é resultado principalmente de
infecgdes por bactérias Gram-positivas, sendo comum em infec¢des por S. aureus
(Walcher, 2011).

3.3.2.2 Mastite ambiental e mastite contagiosa

A mastite contagiosa é causada por patdégenos que estdo presentes na
glandula mamaria e apresentam um alto poder de disseminagao. A transmissao ocorre
no momento da ordenha, passando de uma vaca infectada para uma sadia, por meio
das méos dos ordenhadores, dos equipamentos de ordenha e de panos utilizados em
mais de uma vaca. Os principais patdégenos associados a mastite contagiosa incluem
S. agalactiae, S. aureus, Streptococcus dysgalactiae, Corynebacterium bovis e
Mycoplasma bovis (Bramley; Dodd, 1984; Cheng; Han, 2020).

A mastite contagiosa manifesta-se principalmente como mastite subclinica de
longa durag&o, com episodios clinicos e aumento de CCS do tanque por diversos
periodos (Santos; Fonseca, 2019). O controle dessa condi¢cao envolve medidas como
o tratamento com antimicrobianos de todos os animais no periodo seco, a desinfecgao
dos tetos com pré-dipping e pds-dipping, a manutencdo adequada do equipamento de
ordenha, descartes de animais com infec¢cado cronica e a introdugcdo somente de
animais sadios no rebanho (Keefe, 2012).

A mastite ambiental € causada por microrganismos oportunistas que se
encontram no ambiente do animal, sendo a contaminacédo mais frequente no periodo
entre ordenhas, especialmente quando a vaca deita no ambiente contaminado

(Contreras et al., 2011). Neste tipo de infecgcao intramamaria ocorre um aumento dos
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casos clinicos, mas nao tem alteragdes significativas na CCS do leite do tanque (Hoe
e Ruegg, 2006).

Os microrganismos associados a mastite ambiental sdo, em grande parte,
bactérias Gram-negativas como a E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp. e
Enterococcus spp. No entanto, algumas bactérias Gram-positivas, como S. uberis e
S. dysgalactiae, podem agir como patdégenos ambientais ou contagiosos (Santos;
Fonseca, 2019). Além disso, fungos, leveduras e algas também sao responsaveis por
causar infec¢ao intramamaria, embora tais infecgdes por esses patdbgenos ambientais
sejam pouco frequentes (Hogan; Smith, 2012).

Os patogenos ambientais sdo menos adaptados ao ambiente da glandula
mamaria, causando uma infecg¢ao transitéria. Como resultado, ocorre uma resposta
imune muito intensa, fazendo com que o animal apresente mastite clinica de curta
duracao, podendo resultar na presenga de grumos no leite com cultura microbioldgica
negativa (Contreras et al., 2011). No entanto, alguns microrganismos ambientais,
como S. uberis, se adaptam ao ambiente da glandula mamaria e causam uma infecgao
persistente, assumindo um comportamento semelhante ao de patdégenos contagiosos
(Ruegg, 2012).

A mastite ambiental pode evoluir para um quadro de mastite clinica severa, que
se nao for tratado rapidamente, pode levar a perda do teto por fibrose ou a vaca pode
vir a obito por endotoxemia, principalmente em infecgdes por E. coli (Walcher, 2011).

O controle da mastite ambiental inclui agbes como a limpeza e a higiene
adequada do ambiente, o tratamento dos casos clinicos, a desinfecgao dos tetos com

pré-dipping e pés-dipping e o controle de moscas (Keefe, 2012).

3.3.3 Classificacao dos patégenos causadores da mastite

Os agentes causadores da mastite podem ser classificados em principais e
secundarios. Os patégenos principais sao mais virulentos e causam grandes
variagbes na composicao do leite e na CCS (Harmon, 1994; Pinheiro, 2016). Ja os
secundarios causam um processo inflamatério moderado e ndo ha alteragbes

marcantes na composi¢ao e na producgao de leite (Harmon, 1994).

3.3.3.1  Patégenos principais



28

Os patégenos classificados como principais sé&o preponderantemente
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis,

Streptococcus dysgalactiae e os coliformes.

3.3.3.1.1 Staphylococcus aureus

S. aureus é uma bactéria Gram-positiva na forma de cocos, catalase e
coagulase positiva (Quinn et al., 2018), reconhecida por sua caracteristica contagiosa
e capacidade de causar infecgdo no mundo todo (Bradley, 2002). Esse microrganismo
€ responsavel por causar principalmente infegées intramamarias subclinicas, que
apresentam potencial de evolugéo para uma mastite cronica, de dificil detecg¢ao e cura
(Barkema et al., 2009; Niedziela et al., 2020). Isso ocorre porque a eliminagao
bacteriana é frequentemente baixa ou intermitente, o que pode resultar em uma
quantidade insuficiente de bactérias na amostra de leite para que ocorra crescimento
no exame microbiolégico, reduzindo a sensibilidade do teste (Britten, 2012). Nessa
situagdo, o exame microbioldgico pode levar a resultados falso-negativos (Souza et
al., 2016).

S. aureus é comumente encontrado na glandula mamaria, em superficies da
pele, nas narinas, na vulva e no ambiente. O canal do teto atua como a unica via de
entrada na glandula mamaria para esses patdgenos. Assim, a principal forma de
transmissao é através do contato entre quartos com fémites contaminados com leite
proveniente de animais infectados, tornando o momento da ordenha o principal
periodo de risco (Keefe, 2012).

S. aureus apresenta uma alta patogenicidade, em fung¢do dos seus fatores de
viruléncia, que permitem que este agente infeccioso consiga penetrar nas células de
defesa e epiteliais para se esconder do sistema imune. Além disso, forma
microabcessos, o que dificulta a acdo dos antimicrobianos (Cucarella et al., 2001;
Andrews et al., 2008; Roy et al., 2009). Tais caracteristicas de viruléncia prolongam o
processo de tratamento e podem favorecer a resisténcia do microrganismo a
antibioticoterapia (Abdi et al., 2020).

As infecgbes por S. aureus representam um problema de saude publica, pois
este patdégeno produz enterotoxinas que podem ser eliminadas no leite e permanecem
estaveis mesmo apos o tratamento térmico, podendo causar intoxicagcdo alimentar
(Fagundes; Oliveira, 2004; Fetsch et al., 2018).
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O tratamento realizado no periodo seco tem mostrado uma eficacia maior nos
casos de mastite causada por S. aureus, com taxas de cura variando entre 30 a 50%.
Do ponto de vista do manejo, o descarte dos animais infectados por S. aureus € uma
medida de controle da mastite eficaz nesses casos, considerando o carater altamente

contagioso do patégeno (Langoni et al., 2017).

3.3.3.1.2 Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae € uma bactéria na forma de coco, Gram-positivo e
catalase negativa, que produz beta-hemdlise (Quinn et al., 2018). E um patdgeno
altamente contagioso e de facil disseminagéo, embora sobreviva por curtos periodos
fora da glandula mamaria (Ruegg, 2003; Salina et al. 2017). Infec¢des intramamarias
por esse microrganismo estdo associadas a mastite subclinica, sendo raramente
observadas em casos de mastite clinica (Schukken et al., 2009).

A infeccdo por S. agalactiae tende a evoluir de forma lenta, podendo resultar
em fibrose e atrofia do quarto afetado, além do desenvolvimento de uma infecgéo
cronica e latente. Esse quadro leva a diminui¢ao da producgéo de leite, ao aumento da
CCS no quarto mamario infectado e ao aumento da contagem de bactérias totais
(Awale et al., 2012; Santos; Fonseca, 2019).

S. agalactiae é eliminado em quantidades maiores que S. aureus, que apresenta
um ciclo de eliminagéo intermitente, com fases de baixa e alta eliminagao no leite.
Dessa forma, no caso de infecgbes mistas por esses microrganismos a adocgao da
blitz terapia aumenta a sensibilidade e a especificidade do diagnéstico microbioldgico
para diagnostico de S. aureus (Gomes et al., 2024).

S. agalactiae apresenta alta sensibilidade ao tratamento com antimicrobiano
intramamario a base de B-lactdmicos, alcangando taxas de cura que variam de 80 a
90%, o que torna possivel a sua erradicagao nas fazendas leiteiras (Ruegg, 2003).
Dessa forma, o controle da mastite por esse microrganismo se da por meio da
diminuicdo da exposi¢ao dos tetos ao microrganismo, por meio da higienizagado dos
tetos, bem como da adogao da blitz terapia e da terapia da vaca seca (Coser et al.,
2012; Zanardi et al., 2014).

3.3.3.1.3 Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae
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Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae sdo cocos Gram-positivos
e catalase negativos (McVey et al., 2017) que causam infec¢gdes intramamaria tanto
clinica quanto subclinica em vacas leiteiras. Embora sejam classificados como
patdogenos ambientais, eles também apresentam caracteristicas de patdégeno
contagioso, com potencial de transmissao no momento da ordenha, podendo infectar
animais sadios (Bramley; Dodd, 1984; Calvinho et al., 1998; Lundberg et al., 2014;
Tassi et al., 2015).

S. uberis ja foi isolado da pele, labios, amigdalas, trato respiratério, rumen, pele
e canal do teto, ubere, reto e fezes de vacas. A transmissao por meio das mucosas
do sistema digestivo e das fezes é considerada a rota mais comum de distribuicao
desses microrganismos no ambiente. Além disso, essa bactéria também foi
encontrada em pastagens e no material da cama (Bramley, 1982; Kromker et al., 2014;
Wente et al., 2019). Por outro lado, S. dysgalactiae pode ser encontrado na cavidade
oral, na genitalia e na pele dos animais saudaveis, assim como na cama e nas
pastagens (Dos Santos et al., 2007).

A taxa de infeccédo por S. uberis é influenciada ndo apenas pela exposi¢cao
ambiental, mas também pela capacidade do hospedeiro de responder de maneira ao
desafio bacteriano (Wente et al., 2019). Portanto, quando o sistema imunolégico
estiver agindo de forma eficiente, a maioria das infecgdes intramamaria por S. uberis
tem cura espontdnea. No entanto, em casos de infec¢cao persistente, torna-se
necessario a adogdo de antibioticoterapia (Leelahapongsathon et al., 2016;
Leelahapongsathon et al., 2020).

As estratégias para diminuir o risco de infecgao pelos Streptococcus ambientais
incluem a implementacado de medidas de higiene, o fortalecimento do sistema imune
dos animais e o0 uso de antimicrobianos. A antibioticoterapia € uma medida eficaz no
controle de infegcbes por S. uberis, apresentando taxas de cura que variam de 61-91%
(Owens et al., 1997; McDougall, 1998; Kromker et al., 2014).

3.3.3.1.4 COLIFORMES
A mastite causada por coliformes € mais frequente em gado confinado, sendo
menos comum em gado criado a pasto. Entre os principais géneros associados a essa
condicao estdo Escherichia e Klebsiella (Radostits et al., 2007).
A incidéncia da mastite por coliforme tende a ser mais alta no inicio da lactacéo,

especialmente nos primeiros 100 dias, diminuindo progressivamente ao longo do



31

periodo da lactacdo. A taxa de infecgdo intramamaria é aproximadamente quatro
vezes maior durante o periodo seco em comparacado com a fase de lactagao, sendo
particularmente elevada nas duas semanas que antecedem o inicio do periodo seco
e nas duas semanas anteriores ao parto. Em vacas em lactagao, cerca de 80-90%
das infecgdes por coliformes resultam em mastite clinica, e aproximadamente 8-10%
levam a mastite superaguda (Bradley; Green, 2000; Radostits et al., 2007).

A bactéria Gram-negativa Escherichia coli € um patégeno ambiental que causa
mastite em sua forma clinica, apresentando sinais que vao desde alteragao no leite
até sinais sistémicos (Guerra et al., 2019). A alta prevaléncia desse patégeno nos
rebanhos ressalta a necessidade de aprimorar as praticas de higiene dos animais e
do ambiente. Essa bactéria € capaz de produzir biofiilmes, o que representa um
problema de contaminagao para a industria de alimentos (Salina et al., 2016).

A mastite causada por E. coli tende a ser geralmente transitoria, uma vez que
o processo inflamatdrio gerado pelo microrganismo é capaz de eliminar o patégeno,
dispensando o uso de antimicrobianos (Burvenich et al., 2003). Nesse contexto, a
imunidade mediada por anticorpos e a fagocitose de neutrofilos desempenham papéis
essenciais na resposta do hospedeiro contra E. coli (Schukken et al., 2011).

Klebsiella pneumoniae pode causar mastite em suas formas clinica ou
subclinica. A infeccdo causada por essa bactéria tende a ser mais grave, pois
frequentemente ela ndo responde adequadamente ao tratamento e o animal pode
desenvolver choque séptico e, eventualmente, vir a obito (Langoni et al., 2015).

A infeccdo por coliformes pode provocar, além de sinais inflamatérios na
glandula mamaria e alteragdes no leite, uma mastite clinica de alto grau de severidade.
Esse quadro é caracterizado por sintomas como febre, apatia, desidratacao, perda de
peso, presencga de grumos no leite, taquicardia e, em alguns casos, pode levar o
animal a 6bito em poucos dias (Santos; Fonseca, 2019). Esses efeitos ocorrem devido
a rapida multiplicacdo dos microrganismos associado com a lise bacteriana, como
consequéncia tera a liberagédo dos lipopolissacarideos (LPS), que sdo endotoxinas.
Essas endotoxinas sdo absorvidas pela corrente sanguinea causando os sinais

sistémicos (Santos e Fonseca, 2019; Tortora et al., 2025).

3.3.3.2 Patégenos secundarios
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Os patégenos classificados como secundarios sao Corynebacterium bovis e

Staphylococcus coagulase negativo.

3.3.3.2.1 Corynebacterium bovis

Corynebaterium bovis é uma bactéria em forma de bastonete, Gram-positivas
(McVey et al., 2017). E um patégeno de baixa patogenicidade, que esta associada
principalmente a infecgdes subclinicas. Vacas infectadas por esse microrganismo
apresentam aumentam moderado na CCS (Gongalves et al., 2014). Esse
microrganismo possui um efeito protetor, que pode ser explicado pelo fato dos
microrganismos produzirem e liberarem substancias que atuam eliminando ou inibindo
0 microrganismos mais patogénico (Santos, 2005; Lemon et al., 2010; Bomar et al.,
2016; Silva et al., 2021). Além disso, o patégeno nao gera nenhum efeito significativo
sobre a produgao e a composicao do leite (Silva et al., 2021).

A prevaléncia de C. bovis tende a ser baixa em rebanhos que mantém praticas
rigorosas de higiene durante a ordenha e aplicam terapia para vacas secas. A
colonizacdo da glandula mamaria por esse patdgeno reduz a probabilidade de

infeccdo subsequente por S. aureus (Constable et al., 2017).

3.3.3.3  Staphylococcus nao aureus

Staphylococcus nao aureus, também denominados Staphylococcus coagulase-
negativos, sdo um dos grupos de microrganismos mais encontrados em vacas leiteiras
com mastite. Esses patdégenos oportunistas tém como principais reservatorios a pele
do teto dos animais e as méos dos ordenhadores (Santos; Fonseca, 2019). Embora a
mastite causada por esses microrganismos apresente uma elevada taxa de cura
espontanea (Srithanasuwan et al., 2018; Santos; Fonseca, 2019), em alguns casos,
pode evoluir para uma forma subclinica crénica (Pyorala; Taponen, 2009; ldamokoro,
2022).

A prevaléncia de Staphylococcus nao aureus € mais elevada em novilhas em
comparagao com vacas e € mais comum logo apés o parto do que durante o restante
da lactacdo (Constable et al., 2017). Este microrganismo interferéncia na produgéo
leiteira é relativamente limitada (Santos; Fonseca, 2019), resultando em um aumento
moderado da CCS (Sampimon et al., 2011).
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Nos ultimos anos, a prevaléncia de infecgbes intramamarias por
Staphylococcus nao aureus tem aumentado, principalmente nos rebanhos onde os
patdgenos contagiosos estao controlados (Santos et al., 2011), o que reforga a adogao
de medidas rigorosas de higiene nas instalagbes onde os animais sdo mantidos,
incluindo a remocado adequada de matéria organica e a correta higienizagao dos
equipamentos de ordenha, isto € fundamental para a prevencao da disseminagao

desse agente etiolégico (Santos; Fonseca, 2019).

3.3.4 Métodos de diagnodsticos da mastite

O diagndstico da mastite clinica é realizado por meio do exame clinico do
animal, da avaliagcdo da glandula mamaria e pelo teste da caneca de fundo escuro.
Este teste deve ser realizado antes de todas as ordenhas para detectar alteragdes no
leite, como a presencga de alteragdes nos trés primeiros jatos de leite (Simdes et al.,
2016).

As células somaticas sao representadas pelas células da descamacdo do
epitélio secretor da glandula mamaria e pelos leucdcitos, principalmente os neutrofilos.
Embora essas células estejam presentes no leite normal, sua contagem aumenta nos
casos de mastite. Assim, os quartos infectados apresentam CCS superior a 200.000
células/mL, enquanto os quartos saudaveis apresentam uma média de 70.000
células/mL (Vargas et al., 2014; Adkins; Middleton, 2018).

Para realizacdo da CCS é necessario coletar amostras de leite, seja do tanque
ou diretamente dos animais. O monitoramento dessa contagem é importante, uma vez
que esta relacionada com a saude da glandula mamaria, com a composigao do leite,
com o rendimento industrial e com a seguranca do produto. Além disso, essa pratica
€ uma exigéncia da fiscalizagao (Vargas et al., 2014).

O California Mastitis Test (CMT) € um método de diagndstico que permite a
avaliacdo indireta da CCS no leite, conforme pode ser observado na Tabela 1. Este
teste é realizado no momento da ordenha, para a identificagdo de vacas com mastite
subclinica (Ribeiro Junior et al., 2008). Para sua execucao, utiliza-se uma raquete que
contém quatro cavidades para colocar o leite de cada teto e o reagente. A mistura
deve ser agitada por um minuto e, pela observagdo da viscosidade da amostra,
consegue-se estimar a quantidade de células somaticas presentes em cada quarto

mamario (Simdes et al., 2016). Isto acontece porque o reagente utilizado neste teste
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rompe a membra celular dos leucdcitos e interage com os acidos nucleicos, resultando
na formagao de um gel cuja a consisténcia aumenta proporcionalmente ao niumero de
leucdcitos presentes no leite. Assim, quanto maior a viscosidade, maior sera a

quantidade de células somaticas (Ribeiro Junior et al., 2008).

Tabela 1. Interpretacao do California Mastitis Test (CMT) e os valores aproximados

de contagens de células somaticas correspondentes

Classificagao Formacgao do gel Células somaticas/mL
0 Ausente 0 a 200.000
Tragos Pequena 150.000 a 500.000
+ Pequena a moderada 400.000 a 1.500.00
++ Moderada 800.000 a 5.000.000
+++ Consistente >5.000.000

Fonte: Philpot e Nickerson, 2002 citado por Maiochi et al., 2019.

A condutividade elétrica do leite (CEL) pode ser utilizada no rebanho leiteiro
para detectar mastite subclinica e, precocemente, a mastite clinica. Esse método de
diagndstico tem a vantagem da automacgao na sala de ordenha, possibilitando a
obtencéao de resultados rapidos, o que contribui para qualidade e a seguranca do leite
(Diaz et al., 2012).

A CEL é determinada por meio da concentragdo de ions no leite, como sédio,
potassio e cloreto (Zafalon et al., 2005). Nos animais com mastite, observa-se uma
reducdo na concentragao de potassio e de lactose no leite, assim como um aumento
nos ions de sodio e de cloreto devido a maior permeabilidade vascular (Ferrero et al.,
2014). Para vacas saudaveis, a CEL do leite varia entre 4 a 5 mS/cm; esses valores
aumentam para 5,37 mS/cm nos casos de mastite subclinicas e atinge 6,44 mS/cm
nos casos clinicos (Hillerton e Walton, 1991; Hamann; Gyodi, 2000; Noberg et al.,
2004; Juozaitiené et al., 2015).

3.3.5 Identificacao dos patégenos causadores da mastite

A identificagdo dos microrganismos responsaveis pela mastite é realizada por
meio da cultura microbiolégica das amostras de leite, coletadas de cada um dos
quartos mamarios ou de uma amostra composta. Para garantir a minima

contaminagao das amostras e evitar falhas na identificagdo dos microrganismos, o
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leite deve ser coletado de maneira asséptica (Brito; Brito, 1999). A identificacdo do
microrganismo causador da mastite € fundamental para o controle da doencga,
influenciando as decisbes relacionadas ao tratamento e ao descarte de animais
(Martins et al., 2019).

A identificacdo dos microrganismos por meio da cultura microbiolégica
laboratorial € ainda considerada o padrao ouro no diagndéstico da mastite, embora seja
um método demorado e trabalhoso (Ashraf et al., 2018).

O protocolo mais utilizado para cultura microbiolégica é o recomendado
pelo National Mastitis Council (NMC, 2017). O método consiste na inoculagcéo das
amostras de leite em um meio de cultivo n&o seletivo, o agar sangue, seguida de
incubagéo a 37 °C por um periodo de 24 a 48 horas. A avaliagédo das colbnias no agar
sangue é realizada com base nas caracteristicas como a quantidade de coldnias,
tamanho, coloracédo, hemolise e morfologia (Perry; Freudiere, 2007). Para obter uma
cultura pura, € necessario transferir uma coldnia isolada para o meio agar BHI (Brain
Heart Infusion) (Vermelho et al., 2019). Apos 24 horas com essa cultura pura, sdo
iniciados os testes bioquimicos para o diagndstico definitivo do agente causador da
mastite (Perry; Freudiére, 2007).

A coloracdo de Gram ¢é utilizada para identificar se o patégeno € uma bactéria
Gram-positiva ou Gram-negativa, com base nas diferengas quimica da parede celular
bacteriana (Quinn et al., 2018). Bactérias Gram-positivas retém o corante cristal
violeta devido a presenca de uma maior quantidade de acido teicdico e a baixa
permeabilidade da parede celular aos solventes organicos, uma vez que contém
menos lipideos na parede celular. No entanto, as bactérias Gram-negativas, com uma
parede celular rica em lipidios, apresentam alta permeabilidade aos solventes
organicos, o que permite a remogado do cristal violeta e posterior coloragdo com
safranina ou fucsina. Na anadlise dos resultados, as bactérias Gram-positivas
apresentam coloragao violeta, enquanto as Gram-negativas assumem uma coloracao
avermelhada (Alterthum; Trabulsi, 2015). Para realizar essa classificagéo, é
indispensavel o uso do microscopio optico.

O teste da catalase é empregado para diferenciar bactérias que possuem a
enzima catalase, como Staphylococcus spp., daquelas que ndo a possuem, como
Streptococcus spp., esse teste funciona como um teste de triagem para identificar o
tipo de patdgeno, sendo realizado pela aplicagédo de uma gota de agua oxigenada

sobre a cultura bacteriana. Bactérias catalase positiva, como Staphylococcus spp., a
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enzima catalase decompde o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, o que
resulta na formacao de bolhas visiveis devido a liberagdo de oxigénio (Baron, 1996;
Reiner, 2010).

Ao identificar colonias de Staphylococcus spp. por meio do teste da catalase, é
necessario realizar o teste da coagulase (Granja, 2020). Este teste classifica os
Staphylococcus em grupos: coagulase positiva e coagulase negativa. Nas cepas de
Staphylococcus coagulase positivas uma enzima extracelular chamada
estafilocoagulase reage com a protrombina para formar estafilotrombina, como
consequéncia o fibrinogénio é convertido em fibrina, promovendo a coagulagdo do
plasma (Costa et al., 2011). No entanto, o teste de coagulase sozinho n&o consegue
diferenciar Staphylococcus aureus de outras espécies coagulase positiva (Brito et al.,
2002). Para essa distingdo, recomenda-se o teste de Voges Proskauer (VP), que
verifica. No teste VP positivo, S.aureus produz acetoina, enquanto outras espécies de
Staphylococcus coagulase positivas associadas a mastite, como S. hyicus e
S.intermedius, ndo produzem acetoina (Zafalon et al., 2009).

Colbnias caracteristicas do género Streptococcus spp. sdo submetidas aos
testes CAMP (iniciais dos descobridores dessa reagao - Christie, Atkins e Munch-
Peterson), esculina, bile esculina, hipurato e cloreto de sédio (NaCl) para identificagao

da espécie, conforme a Tabela 2 (Granja, 2020).

Tabela 2. Provas bioquimicas para avaliar a diferencga fenotipica entre espécies de

Streptococcus e Enterococcus

Espécies Testes bioquimicos

CAMP  Hipurato Bile esculina Esculina Nacl
S. agalactiae + + - - -
S. dysgalactiae - - - +/- -
S. uberis +/- + - + -
S. bovis - - + + -
Enterococcus ) - + N +
Sp.

Fonte: adaptado de Brito; Brito, 1999.
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O Agar MacConkey é um meio de cultivo utilizado para isolar bactérias Gram-
negativas. Esse meio contém sais biliares e cristal violeta, que impede o crescimento
de bactérias Gram-positivas e de algumas Gram-negativas. A lactose é o carboidrato
presente no meio, as bactérias que fermentam lactose produzem coldénias com
coloragao que varia de rosa a vermelha, enquanto as bactérias ndo fermentadoras
assumem uma coloragao transparente (Winn Junior et al., 2008).

Para identificar a bactéria Gram-negativa que estd causando mastite sao
realizados as provas bioquimicas de oxidase, oxidagdo e fermentagcdo de glicose
(O/F), citrato, lisina, vermelho de metila (VM), VP, ornitina, catalase, indol, urease e
motilidade, conforme a Tabela 3 (Brito; Brito 1999).

Tabela 3. Carateristicas principais dos géneros das bactérias Gram-negativas

Caracteristicas Escherichia Kblebsiella Enterobacter Citrobacter Proteus Pseudomonas

Catalase + + + + + +
Oxidase - - - - - +
O/F +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/-
Motilidade \Y - + + + +
Indol + \Y - \Y + -
VM + - - + + -
VP - + + - - -
Citrato - + + + \Y -
Urease - - - - + -
Ornitina \Y - + \Y - -
Lisina \Y + + - - -

V — Reacgéo variavel.
Fonte: adaptado de Brito; Brito, 1999.

A cultura na fazenda € um método de diagndstico microbiolégico rapido que
identifica o agente causador da infecgao da glandula mamaria em 24 a 32 horas,
permitindo determinar o melhor tratamento e inspecionar os programas de controle da
mastite (Ganda et al., 2016). Este método de diagndstico utiliza meio de cultura
cromogénicos, que permitem o reconhecimento do microrganismo pela coloragao das
colénias (Perry, 2017). Nesse processo, a substadncia cromogénica, ao entrar em
contato com o patégeno apos sofrer hidrolise, libera um corante que fixa nas colénias,

permitindo sua diferenciacao pela coloragao (Granja et al., 2021). Esse método nao
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deve substituir a cultura microbiana em laboratorio e deve ser utilizado nos casos de
mastite clinica para auxiliar nas decisées sobre o tratamento (Ashraf et al., 2018).

Propriedades que implementam a cultura na fazenda tendem a reduzir o uso
de antibioticos, mantendo a eficacia do tratamento. Essa pratica também contribui
para a diminuicao dos gastos com descarte de leite e uso de antimicrobianos (Lago et
al., 2011; Guimaraes et al., 2017 ).

Para realizagdo da cultura microbiolégica € necessario ter uma concentragao
minima de 100 UFC/mL de bactérias na amostra de leite para garantir o sucesso no
isolamento e identificacdo do agente causador da mastite. Isso ocorre porque 0s
microrganismos sao liberados em padrbes variaveis pela glandula mamaria. Em
estagios iniciais da infecgéo, a presenga bacteriana no leite pode ser alta. Contudo,
esses niveis podem diminuir a medida que a resposta imunoldgica € ativada. Assim,
quando a liberagao bacteriana é baixa, a quantidade de microrganismos na amostra
de leite pode nao atingir o limite necessario para o desenvolvimento de colénias em
meio de cultura, resultando em falsos negativos (Britten, 2012).

Outra forma para identificar os patdgenos causadores da mastite € a reagao
em cadeia da polimerase (PCR). Esse método alternativo pode ser utilizado para
examinar amostras de leite e fornecer resultados em apenas algumas horas, embora
tenha um custo mais elevado. A PCR apresenta maior sensibilidade que a cultura
microbiolégica na detecgao dos agentes causadores da mastite (Taponen et al., 2009;
Bexiga et al., 2011; Spittel; Hoedemaker, 2012). Por outro lado, a PCR nao consegue
diferenciar entre bactérias viaveis de bactérias com crescimento inibido ou mortas
(Soltau et al., 2017) e seus resultados podem ter uma menor significancia clinica
(Borst et al., 2004). Esse método pode ser facilmente incorporado como parte da
triagem de rotina de tanques de coleta de leite a granel, favorecendo a detecgéo
precoce de vacas infectadas em um rebanho, principalmente para identificagcao de S.
agalactiae (Meiri-Bendek et al., 2002).

3.3.6 Tratamento

A antibioticoterapia € a principal abordagem para o tratamento da mastite
bovina. Entretanto, o uso excessivo e indiscriminado de antibidticos constitui um
problema significativo, pois contribui para o desenvolvimento de resisténcia

bacteriana. Além disso, a presenca de bactérias resistentes na cadeia alimentar
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representa um risco relevante para a saude unica, afetando a saude humana, animal
e ambiental (Gomes et al., 2016; Cades et al., 2017).

Para o melhor o tratamento da mastite, € fundamental primeiramente identificar
0 agente causador da infec¢cdo por meio do diagndstico microbiolégico e realizar o
teste de sensibilidade ao antimicrobiano (Benedette et al., 2008; Vasquez et al., 2017).

O tratamento seletivo reduz o risco de desenvolvimento de resisténcia aos
antimicrobianos, tratando somente quando for necessario para assegurar a cura
clinica e bacteriologica. Em casos de mastite clinica sem crescimento bacteriano ou
causados por bactérias Gram-negativas, especialmente de grau leve ou moderado,
nao recomenda-se a utilizagdo de terapia antimicrobiana. Por outro lado, para
infecgdes intramamarias causadas por bactérias Gram-positivas, a antibioticoterapia
intramamaria € recomendada. Portanto, as decisdes clinicas de tratamento da mastite
devem ser baseadas nos resultados da cultura microbiolégica (Lago et al., 2011;
Ruegg, 2018; Bates et al., 2020).

A mastite pode apresentar diferentes graus de gravidade clinica, exigindo
ajustes nas estratégias terapéuticas. Nos casos leves e moderados, n&o ha
necessidade de tratamento sistémico, e o uso de antibidticos depende do agente
infeccioso identificado (Erskine et al., 2002; Wenz et al., 2005; Pinzon-Sanchez et al.,
2011; Mansion-de Vries et al., 2015). Em contraste, a mastite clinica grave requer
antibioticoterapia sistémica e fluidoterapia, devido ao alto risco de septicemia para o
animal (Wenz et al., 2001; Erskine et al., 2003).

A eficiéncia do tratamento da mastite esta relacionada ao tipo de microrganismo
envolvido na infeccao intramamaria (Oliver et al., 2004). Outro fator que influencia a
resposta ao tratamento é a idade do animal, sendo que vacas mais velhas nao
responderem bem ao tratamento (Mcdougall et al., 2007).

O tratamento da mastite subclinica durante a lactacdo deve ser evitado, exceto
nos casos de infecgdes por Streptococcus agalactiae (Wenz et al., 2001; Steeneveld
et al., 2007). Em contrapartida, o tratamento da mastite subclinica apresenta taxas de
cura mais altas quando realizado no periodo seco. Logo, a terapia da vaca seca deve
ser realizada pela via intramamaria com produto de longa agdo, com o objetivo curar
as infecgdes subclinicas e prevenir novas infecgdes no periodo seco (Muller, 2002).

As infeccbes por Staphylococcus aureus apresentam uma resposta ao
tratamento inferior se comparada com Streptococcus agalactiae (Oliver et al., 2004).

Staphylococcus aureus causa uma resposta imune menos intensa, o que pode levar
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ao desenvolvimento de infecgbes cronicas, caracterizadas pela formagao de
microabscessos. Esses microabscessos dificultam a fagocitose celular e a agdo dos
antimicrobianos. Além disso, os microabscessos podem se romper e causar uma
recidiva da doencga. Portanto, diante de infec¢cdes por esse patdégeno, a melhor

estratégia é o tratamento no periodo seco ou o descarte dos animais (Langoni, 2013).

4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em dois sistemas de produgdao no campo experimental
José Henrique Bruschi, localizado no municipio de Coronel Pacheco, Minas Gerais.
Os sistemas avaliados foram o sistema confinado e o sistema semi-confinado. O

periodo experimental ocorreu de junho de 2022 a outubro de 2024.
4.1 CARACTERIZACAO DOS REBANHOS
4.1.1 Sistema confinado
O sistema confinado adotado € do tipo compost barn tunel de vento (Imagem
1). A instalagado possui uma area total de 1.200 m?, proporcionando uma média de 12
m? por animal. O galpdo possui uma cama de serragem, que € revirada durante os
periodos de ordenha. Além disso, conta com 22 exaustores para garantir a ventilagao

adequada.

Imagem 1. Animais no confinamento do tipo Compost Barn
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Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

Neste sistema sdo ordenhadas em média cerca de 90 vacas da raga Holandesa
em lactagao, trés vezes ao dia, com ordenha mecanizada do tipo espinha de peixe,
com linha alta de leite. O armazenado do leite é feito em um tanque de expanséao
horizontal. A producgao diaria totaliza aproximadamente 2.880 litros, com uma média
de 32 litros por vaca. As praticas de higiene durante a ordenha incluem lavagem dos
tetos com agua clorada, realizac&o do teste da caneca de fundo escuro, aplicagédo de
pré-dipping, secagem dos tetos com toalhas de papel descartaveis e uso de iodo no
pos-dipping.

O rebanho é submetido a um rigoroso manejo sanitario para o controle de
patdgenos contagiosos. A alimentagdo dos animais € composta por silagem de milho,

complementada com graos de milho e soja.
4.1.2 Sistema semi-confinado

O sistema semi-confinado abriga, em média, 100 vacas da raga Girolando em
lactacdo, que alternam entre pastagens e um sistema Free-Stall ao longo do dia. O
galpao possui dimensdes de 37,1 metros de comprimento, 36,0 metros de largura e
7,0 metros de altura no ponto central, com um pé-direito de 3,5 metros. A estrutura
apresenta aberturas em todos os lados, pilares de concreto pré-moldados, piso de

concreto frisado, um corredor central de alimentagao de 4,5 metros de largura € um
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corredor de manejo com 4,1 metros. As baias individuais sao revestidas com areia

para maior conforto dos animais, conforme pode ser observado na Imagem 2.

Imagem 2. Animais do semi-confinado no free-stall

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

As vacas sao ordenhadas trés vezes ao dia utilizando ordenha mecanizada do
tipo espinha de peixe, e o leite € armazenado em tanques de expansao. A produgao
média € de 21 litros por vaca por dia. Os protocolos de higiene adotados durante a
ordenha sdo semelhantes aos utilizados no sistema confinado. Estes incluem o teste
da caneca de fundo escuro, a aplicacdo de pré-dipping, a secagem dos tetos com
toalhas de papel descartaveis e o uso de iodo no pos-dipping.

O manejo sanitario do rebanho é focado na prevengao e no controle rigoroso
de patégenos contagiosos que afetam a glandula mamaria. Durante o periodo no
pasto, as vacas alimentam-se exclusivamente de forragem volumosa. No alojamento,

a dieta é suplementada com silagem de milho e concentrados.
4.2COLETAS E ANALISE DE LEITE

Durante o periodo experimental, foram coletadas 688 amostras compostas de
leite no sistema confinado e 477 no sistema semi-confinado para a realizagdo de
diagnosticos microbiolégicos. Para isso, foram utilizados recipientes estéreis. Antes
da coleta, os esfincteres dos tetos foram devidamente higienizados com algodao
embebido em alcool 70%. A desinfecgao foi iniciada pelos tetos mais distantes do

coletor, a fim de evitar a recontaminagdo durante o processo. Em seguida, as



43

amostras foram coletadas de todos os quatro mamarios em um unico frasco,

comegando pelos tetos mais proximos da pessoa que esta coletando (Imagem 3).

Imagem 3. Coleta de leite para diagndstico microbioldgico: A) Desinfecgao dos

tetos; B) Coleta de leite

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

ApoOs a coleta, as amostras de leite foram acondicionadas em um cooler com
gelo reutilizavel e transportadas para a sede localizada em Juiz de Fora. Ao chegar,
foram armazenadas na geladeira, onde permaneceram até a realizagdo das analises
no dia seguinte. O processamento microbioldgico das amostras foi realizado de
acordo com as orientacdes descritas no protocolo do National Mastitis Council (NMC,
2017). As analises ocorreram no Laboratério de Microbiologia do Leite da Embrapa
Gado de Leite, com o propodsito de identificar os patdgenos associados a mastite
subclinica nos rebanhos avaliados.

O diagndstico microbioldgico foi conduzido utilizando a combinagao de meios
de cultura e testes bioquimicos para a detecgdo e identificagcdo de diferentes
patdbgenos causadores da mastite. Inicialmente, uma aliquota de 10 pyL de cada
amostra foi inoculada no meio agar sangue. As placas inoculadas foram incubadas a
37 °C e avaliadas ap6s 24 e 48 horas para verificar o crescimento bacteriano e as
caracteristicas das colénias, como quantidade e coloracédo (Imagem 4). Quando trés
ou mais tipos distintos de coldnias foram identificados, a amostra foi considerada

contaminada.
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Imagem 4. Verificagado do crescimento bacteriano e das caracteristicas das

colbnias

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

ApOs a identificag&o inicial, as colbnias bacterianas foram transferidas para o
meio agar BHI e incubadas a 37 °C, com o objetivo de obter quantidade suficiente de
colbénias puras para a realizagdo de testes microbiologicos e bioquimicos
complementares (Imagem 5). As coldnias isoladas no agar BHI foram submetidas a
coloracdo de Gram e ao teste de catalase. Para colénias Gram-positivas e catalase-
positivas, foram realizados os testes de coagulase em tubos e de Voges-Proskauer
para diferenciar Staphylococcus aureus de outras espécies de Staphylococcus
(Imagem 7). Ja as amostras Gram-positivas e catalase-negativas foram analisadas
por meio dos testes de CAMP, hidrdlise do hipurato, esculina, bile esculina e tolerancia

ao NaCl, visando identificar espécies de Streptococcus.

Imagem 5. Testes para identificacdo das espécies das colbnias. A)
Crescimento em meio agar BHI; B) Teste para identificagdo das espécies de

Streptococcus; C) Teste de coagulase em tubos
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Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

Colbnias Gram-negativas foram cultivadas no meio agar MacConkey e
incubadas a 37 °C por 24 horas. Esse meio permitiu a diferenciacdo entre bactérias
Gram-negativas fermentadoras de lactose, como Escherichia coli, Klebsiella spp. e
Enterobacter (com coloragao rosada), e ndao fermentadoras, como Pseudomonas,
Serratia, Salmonella, Proteus e Citrobacter. Bactérias Gram-positivas ndo apresentam
crescimento nesse meio. Além disso, testes bioquimicos adicionais foram conduzidos
para determinar a espécie bacteriana envolvida na infec¢do. Para isso, uma colbnia
do agar BHI foi inoculada em meios especificos para os testes de oxidase,
fermentacao ou oxidagao (O/F), utilizagao de citrato, descarboxilagao de lisina, provas
de vermelho de metila (VM), Voges-Proskauer (VP), produgéo de indol e motilidade.
Os resultados foram avaliados apds 24 horas de incubacéo a 37 °C, exceto os testes
VM e VP, que foram analisados apds 72 horas.

Nos casos de mastite clinica, detectados durante a ordenha por meio do teste
da caneca de fundo escuro, as amostras foram coletadas, cultivadas e analisadas
através da cultura na fazenda. Este processo utilizou placas cromogénicas, permitindo
a identificagcao preliminar do patégeno com base na coloracao das colénias em até 24

horas (Imagem 6).
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Imagem 6. Cultura na fazenda para diagndsticos dos patdgenos causadores

da mastite clinica

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

4.3ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram organizados no excel e as analises estatisticas dos dados
foram realizadas com o auxilio do software SPSS Statistics 20, onde foi aplicada a
distribuicdo de frequéncia para investigar o padrao de infecgao relacionado aos casos
de mastite nos diferentes sistemas de produgdo. Além disso, realizou-se o teste de
qui-quadrado univariado para avaliar a associagéo entre os patdgenos identificados
com o sistema de produgdo. No caso do qui-quadrado aplicado aos patdégenos
identificados na mastite clinica, a categoria "outros" incluiu os seguintes grupos:
Enterococcus spp., Klebsiella/Enterobacter, outros Gram-positivos, e

Prototheca/l_.evedura.

5 RESULTADOS

5.1AVALIACAO DO PADRAO DE INFECCAO DA MASTITE NOS SISTEMAS
CONFINADO E SEMI-CONFINADO

Os resultados do diagndstico microbiolégico mostraram que cerca da metade

das amostras avaliadas nos sistemas confinado e semi-confinado ndo apresentaram
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crescimento de microrganismos (56,4%, 52,9%), conforme podemos observar na
Tabela 4.

Tabela 4. Distribuicdo de frequéncia dos resultados dos exames
microbiolégicos da mastite subclinica no sistema confinado e semi-confinado,

no periodo de junho de 2022 a outubro 2024

e e Sistema confinado Sistema semi-confinado
Agente etiolégico

n % n %
Sem crescimento 396 56,4 254 52,9
Staphylococcus nao aureus 156 22,2 94 19,6
Streptococcus uberis 54 7,7 87 18,1
Streptococcus dysgalactiae 37 5,3 6 1,3
Material contaminado 24 3,4 26 5,4
Streptococcus spp. 19 2,7 5 1,0
Streptococcus bovis 8 1,1 1 0,2
Staphylococcus aureus 5 0,7 6 1,3
Bactéria Gram-negativa 3 0,4 1 0,2
Total 702 100,0 480 100,0

Fonte: Elaborado pela autora, 2025

Entre as amostras com crescimento microbiolégico no sistema confinado, os
principais patogenos isolados foram Staphylococcus ndo aureus (SNA) (22,2%) e
Streptococcus uberis (7,7%). Os outros agentes identificados, mas em um frequéncia
menor foram Streptococcus dysgalactiae (5,3%), Streptococcus sp. (2,7%),
Streptococcus bovis (1,1%), Staphylococcus aureus (0,7%) e bactérias Gram-
negativas (0,4%).

No sistema semi-confinado, foi observado um resultado semelhante ao do
sistema confinado. Sendo assim, os resultados mostraram que entre os patdégenos
identificados, SNA foi o mais frequente, presente em 19,6% das amostras, seguido
por S. uberis, encontrado em 18,1% das amostras. Outros patégenos apresentaram
incidéncia mais baixas: S. aureus e S. dysgalactiae foram detectados em 1,3% das
amostras cada, enquanto Streptococcus spp. esteve presente em 1,0% das amostras.
As bactérias Gram-negativas e Streptococcus bovis foram os menos frequentes,
identificados em apenas 0,2% das amostras.

Os resultados da cultura na fazenda do sistema confinado indicaram que 25,5%
das amostras ndo apresentaram crescimento microbiolégico. Entretanto, entre os

agentes patogénicos identificados, S. uberis destacou-se como o mais frequente,
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presente em 28,4% dos casos, seguido por SNA, com 14,2%, e Escherichia coli, que
correspondeu a 11,3% (Tabela 5). Outros patdogenos de importancia incluiram S.
dysgalactiae (6,4%) e espécies de Klebsiella/Enterobacter (5,7%), ambos
frequentemente relacionados a condigbes ambientais desfavoraveis. S. aureus,
conhecido por seu carater contagioso e resisténcia ao tratamento, representou 3,5%
dos isolados. Além disso, foram identificados casos menos frequentes de
Prototheca/lLevedura (2,8%), Bactérias Gram-positiva (1,4%) e Enterococcus spp.
(0,7%).

Tabela 5. Distribuicdo de frequéncia dos resultados dos exames
microbiolégicos da mastite clinica no sistema confinado e semi-confinado, no
periodo de junho de 2022 a outubro 2024

. e s Sistema confinado Sistema semi-confinado
Agentes etiologicos

n % n %
Sem crescimento 36 25,5 55 35,3
Streptococcus uberis 40 28,4 41 26,3
Staphylococcus nao aureus 20 14,2 23 14,7
Escherichia coli 16 11,3 7 4.5
Streptococcus dysgalactiae 9 6,4 18 11,5
Klebsiella/ Enterobacter 8 5,7 2 1,3
Staphylococcus aureus 5 3,5 3 1,9
Prototheca / Levedura 4 2,8 5 3,2
Outros Gram + 2 1,4 - -
Enterococcus spp. 1 0,7 2 1,3
Total 141 100 156 100

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

A analise das amostras de mastite clinica dos animais criados no sistema semi-
confinado revelou uma semelhanga com os resultados encontrados no sistema
confinado. No total, foram avaliadas 156 amostras, das quais 35,3% nao
apresentaram crescimento microbiolégico. Entre os patégenos identificados, S. uberis
foi o mais prevalente, presente em 26,3% das amostras, seguido por Staphylococcus
nao aureus, que representou 14,7%. S. dysgalactiae foi identificado em 11,5% das
amostras, destacando-se também como um patégeno relevante no contexto do
sistema semi-confinado (Tabela 6). Escherichia coli foi responsaveis por 4,5% dos
casos, enquanto Klebsiella/Enterobacter apareceram em 1,3% dos casos. Casos de

infeccbes causadas fungicas ou causadas por algas, como Prototheca e por levedura,
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representaram 3,2%, e causados por S. aureus representam 1,9% das amostras. Por
fim, agentes menos frequentes incluiram Enterococcus spp., identificados em 1,3%

das mastites clinicas.

5.2 ASSOCIAGAO ENTRE O SISTEMA DE PRODUGAO E O CRESCIMENTO DE
PATOGENOS EM INFECCOES INTRAMAMARIAS

Os testes de qui-quadrado univariado analisaram a relagao entre o sistema de
producao e a frequéncia de patégenos isolados no diagndstico microbiolégico de

mastite subclinica, conforme observado na Tabela 6.

Tabela 6. Avaliacdo da associacao entre o sistema de producéao e o resultado

microbioldgico da mastite subclinica

Resultado microbiolégico

Patégeno SP Ndo teve Teve P RR
crescimento crescimento
n % n %
SC 254 97,7 6 2,3 .
S. aureus CON 306 98.8 5 12 0,356* 1,87
SC 254 73,0 94 27,0
SNA CON 396 71,7 176 28,3 0,680 0,94
) SC 254 74,5 87 25,5
S. uberis CON 396 88.0 54 12.0 <0,001 2,51
) SC 254 97,7 6 2,3
S. dysgalactiae CON 396 91.5 37 8.5 0,001 0,25
SC 254 98,1 5 1,9 .
Streptococcus spp. CON 396 95.4 19 4.6 0,087* 0,41
. SC 254 99,6 1 0,4 .
S. bovis CON 306 98.0 8 2.0 0,164* 0,2
Bactérias Gram - SC 254 99,6 1 0.4 1,000* 0,52

CON 396 99,2 3 0,8
Fonte: Elaborado pela autora, 2025. * Teste de Fisher. SNA: Staphylococcus nao

aureus; SP: Sistema de producdo; SC: semi-confinado; CON: confinado; P:

probabilidade de significancia; RR: risco relativo.

No caso de infecgcbes intramamarias causadas por S. aureus, nao foi
identificada associacao estatisticamente significativa entre o sistema de producgao e

os resultados microbiolégicos (p = 0,356), demonstrando que a distribuicdo das
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amostras positivas foi semelhante nos dois sistemas avaliados. Da mesma forma,
para SNA e o grupo Streptococcus spp., também n&o houve diferengas
estatisticamente relevante entre os grupos (p = 0,684; p=0,087), verificando que n&o
existe uma associagédo significativa entre o sistema de producdo e os achados
microbiolégicos. De maneira semelhante, a andlise dos dados referentes ao S. bovis
e bactérias Gram-negativas nao revelou associag¢des estatisticamente significativas (p
= 0,164 e p = 1,000, respectivamente). Por outro lado, diferengas significativas foram
observadas nos patdgenos S. uberis e S. dysgalactiae. S. uberis apresentou uma
diferenga significativa entre os sistemas de produgdo. No sistema semi-confinado, a
taxa de crescimento foi de 25,5%, enquanto no confinado foi menor, com 12,0% (P <
0,001, RR = 2,51). Isso indica que ha um risco de 1,51 de ter infec¢do no sistema
semi-confinado do que no sistema confinado por S. uberis, sendo assim, podemos
afirmar que existe uma maior probabilidade de crescimento deste patdgeno em
amostras de sistemas semi-confinados. S. dysgalactiae também mostrou diferenca
significativa, com crescimento de 2,3% no semi-confinado contra 8,5% no confinado
(P = 0,001, RR = 0,25), sendo assim o sistema confinado apresentou uma maior taxa
de crescimento de S. dysgalactiae. Esses dados mostrou ainda que o sistema semi-
confinado apresentou um fator de protec¢ao de 0,25 para infecgdes por S. dysgalactiae.

Os resultados do teste qui-quadrado entre o sistema de produgdo e a
ocorréncia de diferentes patdogenos isolados em amostras microbiolégicas de animais

com mastite clinica estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Avaliagdo da associagao entre o sistema de producéo os sistemas de

produgao e o crescimento microbioldgico para diagnostico da mastite clinica

Resultado microbiolégico
Patégeno SP ~ P RR

Nao .
. Crescimento
crescimento
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N % n %
S. aureus 23,\] 22 2?2 2 152”22 0,270* 2,54
A CoN 3% aas 20 sy OMO 132
S. uberis igN gg 2;2 3(1) g;g 0,195 1,49
S. dysgalactiae ggN gg ;gg 198 ;gg 0,559 0,764
Bl Con 3 ewo 15 aps 001 38
Outros SC 29 85,9 9 14,1 0,097 22

CON 36 73,5 13 26,5
Fonte: Elaborado pela autora, 2025. * Teste de Fisher. SNA: Staphylococcus ndo

aureus; SP: Sistema de producdo; SC: semi-confinado; CON: confinado; P:

probabilidade de significancia; RR: risco relativo.

Para S. aureus, ndo foi identificada associag&o estatisticamente significativa
entre o tipo de sistema de produgdo e o isolamento microbiolégico (p = 0,270),
indicando que a propor¢ao de amostras positivas foi semelhante nos sistemas semi-
confinado e confinado. De maneira semelhante, os resultados para os patéogenos
classificados como SNA também n&o evidenciaram diferencas estatisticamente
relevantes entre os grupos avaliados (p = 0,446). No caso de S. uberis, S. dysgalactiae
e outros patégenos, nao foram observadas associagcdes significativas entre os
sistemas de produgéo (p = 0,195, p = 0,559 e p=0,097, respectivamente), sugerindo
que a prevaléncia desses patdégenos nao foi influenciada pelo sistema de producgao.
Para E. coli, foi identificada uma associagao estatisticamente significativa (p = 0,01;
RR= 3,5), com maior prevaléncia de isolamento no sistema confinado, indicando um
risco de infec¢do por esse patdogeno mais elevado, de 2,5, em animais criados neste

sistema.

6 DISCUSSAO

6.1 AVALIACAO DO PADRAO DE INFECCAO DA MASTITE NO SISTEMA
CONFINADO E NO SISTEMA SEMI-CONFINADO
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Com base nos resultados microbiolégicos podemos afirmar que SNA e S.
uberis foram os patdgenos mais frequentes associados a mastite subclinica e clinica
em ambos sistemas avaliados. Esses achados sugerem que a mastite subclinica
segue um padrao de infecgdo predominantemente contagioso, com destaque para
SNA como agente causador principal, isolado em 22,2% das amostras coletadas no
sistema confinado e 19,6% no semi-confinado. Por outro lado, a mastite clinica
demonstra um padréo de infecgdo de origem ambiental, sendo S. uberis o principal
agente etiologico isolado, responsavel por 7,7% dos casos no sistema confinado e
18,1% no semi-confinado.

Esses resultados sugerem ainda que as infec¢des intramamarias subclinicas
causadas por S. uberis e SNA podem ter progredido para mastite clinica, contribuindo
para o aumento da incidéncia de casos clinicos nesses sistemas por esses patdégenos.
Além disso, os casos por Escherichia coli ndo podem ser negligenciados,
principalmente no sistema confinado.

Os resultados deste estudo condizem, em parte, com os dados apresentados
por Freu et al. (2023), que apontaram SNA como o principal agente causador de
infecgao intramamaria subclinica em um rebanho mantido em sistema confinado do
tipo compost barn, responsavel por 24,9% dos casos. Contudo, para mastite clinica,
os mesmos autores identificaram E. coli como o principal patégeno, em discordancia
com os achados deste trabalho.

O estudo de Fonseca et al. (2023) observou diferengas nos perfis
microbioldgicos entre propriedades com manejo em sistema compost barn,
apresentando algumas divergéncia em relagédo aos resultados do presente trabalho.
Na primeira fazenda analisada, S. agalactiae foi o principal agente responsavel por
casos de mastite subclinica, com uma prevaléncia de 33,5%. Em contrapartida, nas
outras duas propriedades, SNA foi o patdgeno mais frequente, representando 30,5%
e 30,0% dos casos, respectivamente. Com relagdao a mastite clinica, S. agalactiae foi
predominante na fazenda 1, responsavel por 43,8% dos casos, enquanto E. coli
apresentou maior frequéncia na fazenda 2, sendo observado em 71% dos casos.

Dubenczuk (2019) conduziu um estudo com rebanhos mantidos em sistemas
de semi-confinamento, no qual identificou os principais agentes bacterianos
associados a mastite. Os resultados deste estudo divergem, em parte, com o do
presente estudo. Entre os isolados, Streptococcus ambientais e S. aureus

apresentaram a maior frequéncia, cada um representando 28,5% dos casos. SNA foi
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identificado em 24,6% das amostras, enquanto E.coli esteve presente em 7,1%. S.
agalactiae foi isolado em 4,5% dos casos, e outros agentes bacterianos
corresponderam a 6,8% do total. Em contrapartida, Gongalves (2014) observou que o
principal patégeno isolado foi S. aureus (21,4%), discordando dos resultados
apresentado no presente estudo.

No presente estudo, foi observada uma baixa incidéncia de S. aureus e a
auséncia de S. agalactiae em ambos os sistemas. Esse resultado pode ser atribuido
ao fato de que os rebanhos vém sendo monitorados ha muitos anos em relagéo a
esses patdégenos contagiosos, o que possibilitou o controle de S. aureus e a
erradicagao de S. agalactiae. Além do monitoramento pelo diagndstico microbiolégico,
a adogéao de boas praticas da ordenha, bem como o controle rigoroso da entrada de
novos animais, tem sido fundamental para a manutencédo da saude do rebanho e o
controle da mastite. Resultados semelhantes foram relatados por Schukken et al.
(1996) e Rodrigues et al. (2005), os quais destacaram que o monitoramento
microbiolégico e de medidas preventivas tem contribuido para a redugdo da
prevaléncia de patdogenos contagiosos, como S. aureus e S. agalactiae, em fazendas
leiteiras. No entanto, como consequéncia dessa redugao, o controle de patégenos
ambientais tem se tornado um desafio crescente para os produtores. O aumento das
infeccbes causadas por bactérias ambientais, como coliformes e Streptococcus
ambientais, tem sido relatado com maior frequéncia (Ruegg, 2012).

Verificou-se ainda no presente estudo que 35,3% e 25,5% das amostras de
leite coletadas de quartos mamarios com mastite clinica nao apresentaram
crescimento microbiano. Conforme relatado na literatura, entre 15% e 40% das
amostras de leite de casos de mastite clinica podem apresentar resultados negativos
na cultura microbioldgica, mesmo quando a coleta e os métodos de isolamento s&o
realizados de maneira adequada (Olde et al., 2008; Ramos, 2015). A auséncia de
isolamento do patégeno pode ser atribuida a diversos fatores, como a resolugao
espontanea da infecgédo, a baixa concentracdo de patégenos no leite, o padrdo
intermitente de eliminacdo dos microrganismos, a localizagao intracelular de certos
agentes patogénicos e a presenga de substancias inibitérias no leite (Oliveira et al.,
2011).

6.2ASSOCIACAO ENTRE OS SISTEMAS DE PRODUGAO E O CRESCIMENTO
DE PATOGENOS EM INFECGOES INTRAMAMARIAS
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Os dados mostraram que os sistemas tém impacto direto na prevaléncia de
patogenos relacionados a mastite subclinica. No sistema semi-confinado, a alta
prevaléncia de S. uberis em comparacao ao sistema confinado e o risco relativo de
1,51 reforga a importancia do ambiente como fonte de exposi¢ao para esse patégeno.
A literatura corrobora esses achados, considerando que S. uberis esta distribuido na
cama e no pasto, pois é um patogeno frequentemente eliminado através das fezes
(Bramley, 1982; Kromker, 2014). Sendo assim, sistemas que combinam o acesso aos
dois sistemas ambientes apresentam maior chance de desenvolver infecgao por S.
uberis.

Sheriwin et al. (2021), observaram em seu estudo que os animais alojados
apresentam apresentaram mais S. uberis nas fezes que os animais a pasto, o que
pode contribuir para o aumento de infecgdes intramamaria por esse microrganismo.
Contudo Rowe et al. (2024), observaram que os animais a pasto estavam mais
susceptiveis a infecgdes por S. uberis do que os animais confinados.

O sistema confinado, por outro lado, apresentou uma maior taxa de infeccoes
intramamarias causados por S. dysgalactiae quando comparadas ao semi-confinado,
com um fator de protecao de 0,25 para o sistema semi-confinado, podendo sugerir
que este patdgeno esta associado ao ambiente, onde aumento da umidade da cama
pode estar favorecendo sua proliferagdo. S. dygalagactiae € um microrganismo que
sobrevive no ambiente e pode ser disseminado através do contato com cama
contaminada (Oliveira et al., 2016; Wente; Kromker, 2020). Isso reforca a importancia
do manejo adequado da cama, principalmente em sistemas compost barn, onde a
eficiéncia do processo de compostagem € importante para reduzir a umidade e
diminuir o crescimento microbiano.

Os resultados para mastite clinica causada por E. coli demonstraram uma
prevaléncia significativamente maior no sistema confinado (30,8%) em comparagao
ao semi-confinado (11,3%), com um risco relativo de 2,5. Esses achados podem ser
explicados pela maior probabilidade de acumulo de fezes e urina em sistemas
confinados, criando um ambiente propicio para a multiplicacdo de E. coli (Burvenich
et al., 2003; Favero et al., 2015; Eckelkamp et al., 2016). A umidade elevada da cama
vai comprometer a eficiéncia da compostagem, podendo resultar em aumento das

taxas da mastite clinica (Llonch et al., 2020).
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Conforme descrito por Favero et al. (2015), a umidade presente na cama dos
animais esta diretamente relacionada a ocorréncia de mastite clinica causada por
diversos microrganismos. Em sistemas de compost barn, esse fator & dificil de
controlar, pois depende tanto do manejo da cama quanto das condigdes climaticas
(Leso et al., 2020). A umidade excessiva pode favorecer o aumento da probabilidade
de infecgéo por patdbgenos ambientais (Favero et al., 2015). Dessa forma, o manejo
eficiente da cama €& essencial para reduzir a exposicdo dos animais aos
microrganismos e manter a higiene do rebanho (Janni et al., 2007). Assim, garantir
uma superficie seca para as vacas leiteiras pode contribuir para a diminuicdo da
incidéncia de mastite clinica.

Os dados indicaram ainda que o crescimento de S. aureus nao esta
diretamente associado ao tipo de sistema de criagdo dos animais, uma vez que o teste
do qui-quadrato ndo encontrou significancia. Embora nao tenha sido encontrada uma
relagdo entre a presengca do microrganismo e o sistema de criagdo adotado, sua
importancia para mastite ndo pode ser negligenciada, pois se trata de um patégeno
altamente contagioso e de dificil erradicagdo. A principal via de transmissao desse
microrganismo ocorre durante a ordenha, por meio da contaminacao das teteiras e
das maos dos ordenhadores (Massote et al., 2019; Oliveira et al., 2019; Santos;
Fonseca., 2019; Ribeiro; Caliman; Gasparotto, 2023).

A principal estratégia para minimizar as fontes ambientais da mastite nos
rebanhos é reduzir a exposi¢cédo das vacas a microrganismos, (Hogan e Smith, 2012)
como S. uberis, S. dysgalactiae e E. coli, que foram os principais patdégenos
associados com o sistema de producéao e o crescimento microbioldgico. Dessa forma,
as fezes sao apontadas como um reservatério desses patdgenos, contribuindo para a
contaminagdo do ambiente (Burvenich et al., 2003; Zadoks et al., 2005; Lopez-
Benavides et al., 2007; Oliveira et al., 2016). Outras estratégias eficazes para o
controle dos patdgenos causadores incluem a desinfecgao dos tetos, a realizagao do
teste da caneca de fundo escuro e o fornecimento de alimentos apds a ordenha para
manter as vacas em pé. Além disso, € fundamental realizar o manejo adequado da

cama (Santos; Fonseca, 2019).

7 CONCLUSAO



56

Podemos concluir que os resultados deste trabalho reforgam que os sistemas
de produgdo néao influenciam na epidemiologia da mastite, com excecado dos
coliformes para sistema confinado. Sendo assim, o tipo de sistema de produgao nao
influencia no padrao de infecg¢ao, visto que houve uma semelhancga entre os sistemas
analisados. Na mastite subclinica, ambos os sistemas apresentaram um padréo de
infeccao contagioso. Por outro lado, nas infecgdes clinicas, observaram um padréo de
infeccdo ambiental. Dessa forma, vale ressalta a importancia de ajuste nas estratégias
de manejo para o controle tanto da mastite contagiosa quanto da mastite ambiental,
visando a manuteng¢ao da saude da glandula mamaria do rebanho e a qualidade do

leite.
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