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RESUMO

MALEK DOS REIS, C. B. Avaliacdo da contagem de células somaticas do leite
como indicador da ocorréncia de mastite em vacas Gir.[Evaluation of milk
somatic cell count as an indicator of mastitis occurence in Gyr cows]. 2010.122 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Os objetivos deste trabalho foram determinar a sensibilidade e especificidade do
limiar de contagem de células somaticas (CCS) de vacas Gir para o diagnéstico de
mastite subclinica causada por patégenos primarios e secundarios e avaliar os
efeitos de rebanho, vaca, més de coleta, quarto mamario, presenga de infeccao
intramamaria, tipo de microrganismo e suas interagbes sobre o logCCS e
composicao do leite. Avaliou-se a hipotese que o limiar da CCS para detecgao de
mastite subclinica é igual entre vacas Gir e Holandesas. Foram utilizadas 221 vacas
Gir em lactacdo, provenientes de trés fazendas comerciais. Foram coletadas
amostras de leite individuais por quarto mamario e compostas uma vez por més,
durante um ano. Foram realizadas analises de CCS, composi¢cédo do leite e cultura
microbiolégica. O quarto mamario e a vaca foram considerados unidades
experimentais. Para determinar a sensibilidade, especificidade e odds ratio (OR) dos
limiares da CCS para identificacdo de quartos infectados, foram utilizados quatro
valores de CCS: 100, 200, 300 e 400 (x 10° células/mL), assim como a correlagdo
entre a CCS e composi¢ao do leite. Nao houve efeito do rebanho sobre o logCCS
para amostras individuais de quartos mamarios e compostas, mas vaca dentro de
rebanho foi o principal fator responsavel pela variagdo do logCCS. Houve efeito do
rebanho sobre a composi¢ao do leite, assim como o0 més de coleta apresentou efeito
tanto sobre o logCCS quanto para a composi¢ao do leite, considerando as duas
unidades experimentais. A presenca de infeccao intramamaria afetou negativamente
a composicao do leite, exceto sobre o teor de gordura; sendo que os maiores teores
de lactose, proteina e ESD foram encontrados em amostras sem isolamento
bacteriano. Os maiores logCCS foram obtidos em amostras infectadas. O limiar da
CCS de 100 x 10° células/mL apresentou, em ambas as unidades experimentais,
maiores valores de sensibilidade e valor preditivo negativo. O limiar de 200 x 10°
células/mL apresentou maior chance da ocorréncia de mastite do que o limiar de 100

x 10° células/mL. Foi observada correlacéo negativa entre CCS com lactose e



extrato seco desengordurado (ESD), mas a correlagdo foi positiva entre CCS com
gordura e proteina, tanto em nivel de quarto mamario quanto de vaca. Portanto, a
composicao do leite foi influenciada pela CCS, os teores de lactose e ESD
diminuiram em altas CCS, enquanto que as concentragdes de gordura e proteina

aumentaram.

Palavras-chave: Contagem de células somaticas. Vacas Gir. Mastite. Composigao
do leite. Limiar CCS.



ABSTRACT

MALEK DOS REIS, C. B. Evaluation of milk somatic cell count as an indicator of
mastitis occurrence in Gyr cows. [Avaliagao da contagem de células somaticas do
leite como indicador da ocorréncia de mastite em vacas Gir]. 2010.122 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

The aim of this study was to determine the sensibility and specificity of somatic cell
count (SCC) threshold in Gyr cows to diagnosis the subclinical mastitis caused by
primary and secondary pathogens, and to evaluate the effect of herd, cows, month,
mammary quarter, intramammary infection, type of microorganism and their
interactions on logSCC and milk composition. The hypothesis to be tested was that
the SCC threshold to detection of subclinical mastitis is the same for Holstein and Gir
cows. A total of 221 lactation Gir cows from three commercial dairy farms was
selected. Composed and quarter individual milk samples were collected once a
month, during one year for SCC, milk composition and bacteriological analysis. The
mammary quarter and the cow were considered experimental units. To determine the
sensibility, specificity and odds ratio (OR) from SCC threshold to identify the infected
quarters four values of SCC: 100, 200, 300 and 400 (x 10° cells/mL) were used. It
was also evaluated the correlation between SCC and milk composition. There was
no effect of herd on logSCC in individuals and composed samples, but cow nested
within herd was major factor responsible for the logSCC variation. The month of
sampling presented significant effect on logSCC and milk composition in both
experimental units. The intramammary infection presence affected negatively the
milk composition, except of fat concentration. Higher lactose, protein and non-fat
solids (NFS) percentages were found in negative samples and higher logSCC were
observed in infected samples. The SCC threshold of 100 x 10° cells/mL presented
the major sensibility and negative predictive value for subclinical mastitis detection.
The threshold of 200 x 10° cells/mL had higher chance to have mastitis than the
threshold of 100 x 10° cells/mL. It was observed a negative correlation between SCC
with lactose and NFS; but the correlation was positive between SCC with fat and
protein in mammary quarters and cow level. Milk composition was influenced by
SCC, once the lactose and NFS percentages decreased in samples with high SCC

and the protein and fat concentration increased.

Keywords: Somatic cell count. Gir cows. Mastitis. Milk composition. SCC Threshold.
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1 INTRODUCAO

O sistema agroindustrial do leite € composto por importantes segmentos para a
economia brasileira, pois gera empregos, riquezas e impostos, além de representar
um dos maiores sistemas agroindustriais do mundo (CAMPOS, 2007). O setor lacteo
tem apresentado continuo crescimento nas ultimas trés décadas (MARTINS;
CARNEIRO, 2008) devido ao incremento no uso de novas tecnologias que visam
melhorar as condi¢des de manejo alimentar, reprodutivo e sanitario dos animais
(VERNEQUE et al., 2008).

O leite € um dos mais nobres alimentos, cuja composigéo € rica em proteinas,
gorduras, carboidratos (lactose), sais minerais, vitaminas, acido linoléico conjugado,
esfingomielina, acido butirico, dentre outras substancias que proporcionam protegéo
imunoldgica e nutrientes essenciais aos seus consumidores (SORDILLO et al., 1997;
OLIVEIRA et al., 1999). Por outro lado, atualmente, crescem as preocupagdes que
envolvem o consumo de leite, em relacdo asua baixa qualidade e ao risco a saude
publica, pela transmissao de agentes patogénicos, residuos de antibiéticos no leite e
transferéncia de genes de resisténcia de bactérias do animal ao homem
(SCHUKKEN et al., 2003).

No atual cenario, foi elaborado o Programa Nacional de Melhoria da Qualidade
do Leite (PNQL) que tem como principal objetivo melhorar a qualidade para que a
populagdo possa consumir produtos lacteos mais seguros, mais nutritivos e mais
saborosos; além de proporcionar condigdes para aumentar o rendimento industrial
da matéria prima aos produtores (DURR, 2008). As mudangas estruturais e de
mercado ocorridas no mundo, nos ultimos anos, determinaram ajustes no setor
leiteiro, tornando-o mais competitivo (ANDRADE et al., 2007). Neste momento de
transformacao, a qualidade do leite é de extrema importéancia pois, conforme relatam
(SANTOS; FONSECA, 2007), a matéria-prima s6 pode participar do mercado global
se apresentar qualidade compativel com as exigéncias dos paises consumidores,
caso contrario ndo competem com produtos de rendimento industrial superior. As
empresas de laticinios passaram a exigir maior eficiéncia produtiva com controle de
custos e melhoramento na qualidade ja que algumas industrias iniciaram programas
de pagamento do leite por qualidade, tendo como analises a contagem global de

microrganismos (CBT), contagem de células somaticas (CCS) e composicao do leite
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(OLIVEIRA et al., 1999). A titulo de exemplificagao, o leite que apresenta valores de
CCS menores que 200.000 células/mL/leite pode receber bénus de 6% sobre o
preco base, porém para valores maiores de 750.000 células/mL, a penalidade pode
chegar a -6% do valor pago pelo produto (MAGALHAES et al., 2006). Dentro do
mesmo contexto, a publicacdo da Instrucdo Normativa 51/2002, do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) oficializou parametros para avaliagéao
da qualidade do leite cru até ent&o inexistentes no Brasil (BRASIL, 2002).

No pais, em grande parte dos rebanhos, a atividade leiteira € conduzida
basicamente a pasto, cujos animais, na grande maioria, sdo de baixo padrao
genético (VERNEQUE et al., 2008). O gado é composto por mais de 70% de animais
mesticos (cruzamento de ragas européias com zebuinas), sendo que das ragas
zebuinas a Gir e Guzera sao as de maior importancia na pecuaria leiteira (SOUZA
et al., 2005). No entanto, mesmo nestas condicbes o pais € um dos maiores
produtores de leite do mundo, com producgéo de 27, 579 bilhdes de litros em 2008,
com aumento de 5,5% do ano anterior (IBGE, 2009). Existe no Brasil, um cenario
favoravel ao aumento da producédo, da produtividade e da melhoria da qualidade do
leite e dos produtos lacteos. A procura por animais de genética superior, adaptados
as condicbes de manejo e ambiente adversos, € crescente, e, 0 uso de fémeas
zebuinas é uma das principais alternativas para atender a esta demanda
(VERNEQUE et al., 2008).

Rebanhos da raca Gir foram trazidos para o Brasil no ano de 1906 e, a partir do
Tridngulo Mineiro, alcangaram todo o territério nacional (VERNEQUE et al., 1999).
Fémeas da raca Gir sdo muito valorizadas e sédo consideradas fundamentais na
exploracdo da pecuaria brasileira (FARIA et al., 2001). Segundo a Associagéo
Brasileira dos Criadores do Gir Leiteiro (ABCGIL), foi no final da década de 30 que
surgiram os primeiros trabalhos de sele¢cdo da raca Gir para produgao de leite. Foi
por meio destes estudos que se observou aptidao das vacas Gir a producgao de leite.
No territorio nacional, estdo registrados quatro mil criadores de Gir leiteiro, dentre
estes, 46 criadores estdo situados no Estado de Sdo Paulo. Por ser um mercado
firme e crescente, existe grande perspectiva de ampliacao do Gir leiteiro, o que
destaca a importancia de buscar novas alternativas que incrementem a produgao de
leite em rebanhos da raga Gir (ABCGIL, 2009).

Com os avangos tecnoldgicos, as fémeas bovinas foram selecionadas

geneticamente em busca do aumento da produgcdo leiteira. Porém, esta
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intensificacdo tem tido um correlato negativo com a saude do ubere e a resisténcia
da vaca contra a mastite, aumentando a incidéncia desta doenca nos rebanhos
leiteiros (RAINARD; RIOLLETI, 2006).

A mastite é considerada a principal doenca que acomete os rebanhos leiteiros
do mundo (RAINARD; RIOLLETI, 2006), caracterizada pela inflamagao da glandula
mamaria, causada principalmente, por um processo infeccioso (SANTOS;
FONSECA, 2007).

Em resposta a invasdao e a multiplicagdo dos microrganismos na glandula
mamaria, durante o curso da mastite, as células de defesa migram do sangue para a
glandula mamaria com o objetivo de combater o agente infeccioso; aumentando
desta forma a contagem das células somaticas (CCS) do leite (MULLER, 2002;
ZAFALON et al., 2005).

A CCS é usada mundialmente, como um indicador da mastite, sendo
considerada uma importante ferramenta no controle da doenga em nivel de rebanho,
uma vez que a infeccdo da glandula mamaria (lIM) tem sido reportada como a
principal causa do aumento dos valores da CCS (LAEVENS et al., 1997).

Varios trabalhos cientificos tém procurado estabelecer a CCS em diversos
rebanhos e localidades, relacionando-a com fatores ambientais, genotipicos,
sanitario, nutricional e dentre outros (SOUZA et al., 2005; CAMPOS et al., 2006;
MAGALHAES et al., 2006; PASCHOAL et al., 2006; ANDRADE et al., 2007;
BARBOSA et al., 2007).

Em todo o mundo, sao realizados programas de controle da saude do ubere e
da qualidade do leite, uma vez que o acompanhamento auxilia na reducao de perdas
econdmicas e do risco a saude humana (SCHUKKEN et al., 2003).

Em razido do uso frequente dos rebanhos Gir e seus cruzamentos, devido a
sua potencialidade de producao leiteira em condi¢cbes tropicais, foi criado o
Programa Nacional de Melhoramento do Gir Leiteiro que abrange também, estudos
de producédo de gordura, proteina, lactose, sélidos totais e CCS (VERNEQUE et al.,
1999). Alguns autores estimam que os valores da CCS de ragas zebuinas sao mais
baixos do que as ragas européias, podendo ser um parametro utilizado para avaliar
o melhoramento genético (RUPP; BOICHARD, 2003). Segundo Souza et al. (2005),
no Brasil, existe deficiéncia de trabalhos que avaliam os parametros e fatores de

risco para infecgdes intramamarias nestes animais.
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Pesquisas que avaliam os parametros e os fatores de risco para a mastite nas
fémeas da raga Gir sdo escassas. Com isso, a hipétese a ser estudada é de que o
limiar da CCS para detecgdo de mastite subclinica para as vacas Gir é igual ao
estabelecido para as vacas Holandesas.

O obijetivo principal deste trabalho foi avaliar a contagem de células somaticas
como indicador de mastite subclinica em vacas Gir. Foram objetivos especificos
estudar o efeito individual de vaca, de més de coleta, quarto mamario, rebanho,
presencga da infecgdo intramamaria e o tipo de microrganismo causador da mastite
sobre a CCS e a composicao do leite; além de determinar a sensibilidade e
especificidade dos limiares da CCS para identificagdo de mastite causada por

patdgenos primarios e secundarios.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MASTITE

Conceitualmente, a mastite € a inflamag&o da glandula mamaria, na maioria
das vezes de carater infeccioso. Em decorréncia do agente etiolégico, fonte de
infeccao e via de transmissao, a mastite é classificada como contagiosa e ambiental
e, quanto a forma de manifestagdo da doenca é dividida em clinica e subclinica. A
mastite subclinica, sem sinais clinicos aparentes, mas com acentuadas altera¢des
quimicas e microbiologicas do leite, é responsavel por 70% das perdas econdmicas
decorrentes da doenga em consequéncia do seu dificil diagnostico, da alta
prevaléncia (15 a 20 vezes maior que a forma clinica) e de facil disseminagao
(SANTOS; FONSECA, 2007).

A mastite constitui-se na enfermidade mais comum em vacas leiteiras e que
acarreta prejuizos significativos ao produtor. A doenga causa grandes perdas
econbmicas para a industria leiteira pela diminuicdo da producdo, aumento dos
custos com o tratamento, descarte do leite e da taxa de reposicédo (SCHEPER,;
DIJKHUIZEN, 1991), além de causar efeitos negativos na qualidade do leite
(BERGLUND et al.,, 2007). A perda atribuida a mastite depende do grau de
intensidade do processo inflamatdrio, da prevaléncia da doenga, da patogenicidade
do agente infeccioso e do estagio de lactagcédo (REIS et al., 2003).

S&o inumeros os agentes causadores da doenca, sendo as bactérias os
principais microrganismos etioldgicos (VIANNI; LAZARO, 2003). Segundo o National
Mastitis Council (NMC; 1981), as bactérias sao classificadas como patégenos
maiores (primarios) e menores (secundarios). Dentro do primeiro grupo encontram-
se Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Klebsiella sp.
e Mycoplasma bovis; Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae; enquanto
que, Staphylococcus sp. coagulase negativa e Corynebacterium sp. pertencem a
classe dos patdgenos menores. Estas classes bacterianas diferem quanto a
prevaléncia, a habilidade em causar os sinais clinicos, ao mecanismo de defesa
envolvido e aos parametros da resposta da CCS (LARRY SMITH et al., 1985).
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A principal fonte de eliminacdo dos Streptococcus agalactiae e Staphylococcus
aureus, dentro do rebanho, é a proépria glandula mamaria infectada. Porém, os
microrganismos ambientais, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae e
coliformes, quando isolados de amostras de leite, do tanque especialmente, podem
ser oriundos de outras fontes externas e nao especificas do leite (BRITO et al.,
1998).

As bactérias contagiosas sao transmitidas de uma vaca a outra no momento da
ordenha, pelas maos do ordenhador ou teteiras contaminadas. Em contrapartida, a
transmissao de bactérias ambientais ocorre entre as ordenhas, quando os animais
entram em contato com as superficies contaminadas (cama ou solo) (SHARIF;
MUHAMMAD, 2009).

A mastite ocorre quando um microrganismo invade a glandula mamaria, via
canal do teto, vence as barreiras do sistema imune e se multiplica. No entanto, a
glandula mamaria é protegida por inumeros mecanismos de defesa, que podem ser
divididos em duas categorias: resposta imune inata (inespecifica) e resposta imune
adquirida (especifica). A barreira fisica (esfincter e camada de queratina dos tetos),
a populacdo de macréfagos, neutrdfilos e células “natural killer” constituem a
imunidade inata, que € predominante no primeiro estagio da doenga, enquanto que a
populagao de linfocitos (T e B) € responsavel pela imunidade especifica, mediada
por anticorpos (SORDILLO, 2005).

Considerada uma doencga multifatorial de grande importancia para a pecuaria
de leite, a mastite também acarreta sérios problemas para a saude publica. O leite
proveniente de fémeas infectadas apresenta modificagdo em sua composicao,
alterando, consequentemente, as caracteristicas organolépticas, fisicas, quimicas e
microbiolégicas (VIANNI; LAZARO, 2003).

Os objetivos de um programa de controle da mastite sdo: eliminar infec¢des
existentes, monitorar a saude da gléandula mamaria e minimizar a incidéncia de
novas infecgbes (DOHOO; LESLIE, 1991; SANTOS; FONSECA, 2007). Detectar a
infeccao intramamaria (IIM) é de grande importdncia para manter o padrdo de
qualidade do leite e a saude do rebanho. Varios sdo os métodos de diagndstico da
mastite, dentre eles: condutividade elétrica (EC), CCS, California Mastitis Test
(CMT), teste da caneca, Wisconsin Mastitis Test (WMT) e cultura microbioldgica
(SANTOS; FONSECA, 2007; KAMPHUIS et al., 2008).
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O exame bacteriologico é considerado um teste qualitativo e para que um
resultado seja positivo € preciso o isolamento de pelo menos um microrganismo. No
entanto, qualquer contaminagdo externa pode desencadear um resultado falso-
positivo ou erros na preparagao das amostras e dos meios de cultura podem gerar
resultados falso-negativos. Por ser considerado um teste caro e pouco viavel como
exame de rotina na fazenda outros testes de diagndstico da mastite devem ser
empregados (URECH et al., 1999).

A CCS é mensurada como o numero de células por mililitro de leite; sendo que
para assumir a presenga de uma infeccdo intramamaria a concentracido destas
células deve exceder o limiar especifico (normalmente >200 x 10° células/mL).
Porém, resultados falso-positivos e falso-negativos podem ocorrer devido ao
armazenamento e identificacdo incorreta das amostras, ao erro de analise
laboratorial pela falha na calibragdo do aparelho (URECH et al., 1999) e a outros
motivos relacionados ao animal que serao descritos a seguir.

Medidas de controle da mastite incluem o uso do pré-dipping e pos-dipping
(imersao dos tetos em solucao desinfetante), terapia de vaca seca com antibiotico de
longa duragdo, segregagdo e abate de animais com mastite cronica, controle
ambiental e vacinagcdo. O pré-dipping previne novas infec¢des intramamarias
causadas por patdégenos contagiosos, durante o periodo de ordenha. Ja a terapia de
vaca seca, reducao da exposi¢gdo do animal ao agente, aumento da resisténcia da
vaca (através da dieta, vacinagdo e prevencao do estresse) e oferecimento de
alimento e agua apds a ordenha (para evitar que as fémeas deitem no solo
contaminado, uma vez que, o esfincter do teto permanece aberto por 3 horas pds-
ordenha) diminuem a incidéncia de mastite causada por patégenos ambientais
(SARGEANT et al., 2001).

Estudos epidemiolégicos sobre fatores de risco associados a mastite e a
variagdo da CCS identificam caracteristicas relacionadas ao animal, ao ambiente, ao
procedimento de manejo e ao equipamento de ordenha. Neste contexto,
(COENTRAO et al., 2008) identificaram que animais oriundos de rebanhos onde n&o
ha treinamento dos ordenhadores para realizacdo de uma ordenha eficiente,
rebanhos onde existe a pratica de imersdo das teteiras em solugdo desinfetante
entre ordenhas e procedimento de insercdo total da canula na aplicacdo de
antibiético intramamario e fémeas com base do ubere junto ou abaixo do jarrete

apresentaram mais chances da ocorréncia da mastite e elevada CCS. Para estes
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autores, o conhecimento dos fatores de risco a mastite pode aprimorar o programa
de controle e prevencgao da doencga.

A CCS é geralmente usada como critério de diagnostico indireto da mastite
(SCHEPERS et al., 1997), pois segundo Berglund et al. (2007) a infec¢ao
intramamaria é a principal causa do aumento da CCS.

Prestes et al. (2002) mencionaram que microrganismos contagiosos
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus sp. coagulase negativa, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e Corynebacterium bovis) levam ao aumento
da CCS. Por outro lado, os microrganismos ambientais (Escherichia coli, Klebsiella
sp., Enterobacter sp., Streptococcus uberis e Pseudomonas aeruginosa) podem ou
nao alterar os valores da CCS devido as diferengas das respostas imunologicas e do
agente etiolégico evolvido na infecgéo intramamaria.

A CCS é um importante componente do leite em termos de qualidade, higiene
e controle da mastite. O aumento da CCS esta associado com alteracbes na
qualidade da proteina do leite, nas mudangas da composigao de gordura, lactose e

minerais, como também, no aumento da atividade enzimatica (OGOLA et al., 2007).

2.2 CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS

Células somaticas sao todas as células presentes no leite, em especial, as
células originarias da corrente sanglinea como os leucécitos (pela alteragdo da
permeabilidade vascular) e células de descamacédo do epitélio glandular secretor
(pela lesao tecidual) (OLIVEIRA et al., 1999; VOLTOLINI et al., 2001). Os leucdcitos
fazem parte do sistema imune, cujas células principais sao: neutrdfilos, linfocitos e
macréfagos (SORDILLO et al., 1997). Nos quartos mamarios sadios, os macrofagos
predominam (66-88%) e os neutrofilos representam cerca de 1-11%. No entanto,
durante a mastite, os neutréfilos podem compor aproximadamente 90% das células
somaticas presentes no leite, tornando-se a CCS um bom indicador de infeccéo
intramamaria (PYORALA, 2003).

Lindmark-Manssona et al. (2006) perceberam que em amostras com alta CCS
as células predominantes foram os poliformonucleares (ou neutréfilos), uma vez que,

estas células sdo responsaveis pela primeira linha de defesa do organismo contra
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agentes invasores, seguidos pelos macréfagos e linfocitos. Estes autores
encontraram uma correlagao positiva entre a CCS e as células do sistema imune (r=
0,92 para os polimorfonucleares; r=0,81 para os macrégafos e r= 0,69 para os
linfécitos). Pyorala (2003) sugere que a diferenciagdo da CCS pode prover mais
informacdes sobre o estado de saude do ubere ou do quarto mamario.

A CCS é um valioso teste empregado para acompanhar a eficiéncia dos
programas de controle da saude do ubere, sendo de ampla disponibilidade para
industrias leiteiras e produtores (SCHUKKEN et al.,, 2003) e tem sido usada
extensivamente como um indicador da infecgcdo intramamaria desde 1960
(PYORALA, 2003). Uma das aplicagbes da CCS envolve a classificagdo das vacas
como infectadas e nao infectadas (DOHOO; LESLIE, 1991).

Apos a instalagdo da doencga, os valores da CCS aumentam dentro de algumas
horas, podendo representar ndo sé a fase crbnica, mas também, a fase aguda da
mastite (SORDILLO et al., 1997; SEEGERS et al., 2003). Segundo Sordillo et al.
(1997) é a duracdo da resposta inflamatéria que gera grande impacto sobre a
quantidade e qualidade do leite.

A CCS tem sido considerada uma medida padrdo de qualidade da matéria-
prima, pois esta relacionada com a composi¢cao do leite, rendimento industrial e na
determinagao da segurancga alimentar do produto, enquanto que, para os produtores
indica saude da glandula mamaria, qualidade da matéria-prima e perda de produgao
(BUENO et al., 2005).

Como consequéncias negativas do aumento da CCS tém-se: alteracdo na
composicdo do leite, na atividade enzimatica, no tempo de coagulagdo, na
produtividade e qualidade dos derivados lacteos (OLIVEIRA et al., 1999; BUENO et
al., 2005). Para Magalhdes et al. (2006), altas CCS significam prejuizos para o
produtor, pela perda de produgdao das vacas, do aumento de gastos com
medicamentos e por penalidades aplicadas pelos laticinios. Para a industria, implica
em menor tempo de prateleira dos produtos, reducdo no rendimento industrial e
instabilidade durante o processamento da matéria-prima (SANTOS; FONSECA,
2007).

A maior perda associada a alta CCS é a redugao da produgao de leite,
contagens acima de um milh&o de células somaticas podem causar 18% a menos de
producao de leite (SHARIF; MUHAMMAD, 2008). Muitos trabalhos tém sido

realizados para estimar a perda de producdo em relagédo a mastite. No entanto, Durr
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et al. (2008) relataram que os fatores, como: raga, estagio de lactacao e ordem de
parto devem também ser considerados para estas estimativas. A diminuicdo da
producao de leite, no trabalho desenvolvido por estes autores, iniciou em amostras
de leite com CCS de aproximadamente de 74 000 células/mL. Ja, no estudo de
Magalhaes et al. (2006) as perdas chegaram a 1,02% a 21,15% na producao de leite
para amostras com 171 x 10% células/mL até 2.488 x 10° células/mL, os autores
observaram também que as perdas econdmicas (em R$), para o leite tipo B e C, em
vacas multiparas (quinto parto) foram de R$ 57,98 e R$ 52,98 para cada aumento
do escore de células somaticas (ECS), respectivamente.

Além da producgado, a composicado do leite altera em relagédo as mudangas da
CCS. Aumentos suaves da CCS estdo relacionados a diminuicdo da produg&o e no
conteudo de gordura, caseina e lactose do leite (BERGLUND et al., 2007). Elevada
CCS resulta em baixa qualidade do leite cru e, conseqlientemente, afeta a qualidade
dos produtos lacteos (LE ROUX et al., 2003).

Varios fatores podem afetar a CCS: idade, estagio de lactagédo, ordem de parto,
sazonalidade, estresse, gerenciamento, variagao diurna e, principalmente a infecgéo
bacteriana do quarto mamario. Os fatores nao infecciosos sao considerados menos
importantes do que a mastite sobre o0 aumento da CCS (SANTOS; FONSECA,
2007). Sargeant et al. (2001) destacaram que a CCS geralmente € elevada logo
apos o parto e diminui, gradativamente, nas primeiras duas semanas de lactagéo.
Da metade ao fim do periodo de lactacdo a CCS aumenta lentamente, indicando que
a curva da CCS é inversamente proporcional a curva de lactacgao.

A frequéncia e o intervalo entre ordenhas também afetam a CCS; quanto maior
0 numero de ordenhas e menor o intervalo mais elevada € a CCS (PYORALA,
2003).

Segundo Reneau (1986), o numero de lactacdo tem grande influéncia na
variagao da CCS; vacas multiparas possuem maior média da CCS do que fémeas
primiparas; o aumento da CCS pode chegar a 100.000 células/mL por lactagao.

Assim como os valores da CCS diferem entre as amostras compostas e
individuais dos quartos mamarios, Sarikaya e Bruckmaier (2006) demonstraram que
a fragao de leite coletada apresentou influéncia crucial sobre os valores da CCS. Os
resultados da CCS referente a fracdo do leite classificado como cisternal diferiram
acentuadamente dos resultados obtidos dos primeiros jatos de leite. Os autores

concluiram que para uma boa interpretacao dos valores de CCS deve-se considerar
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a fracao do leite amostrada. Urech et al. (1999), também demonstraram que a CCS
de amostras correspondentes aos primeiros jatos de leite sdo menores do que as
amostras de leite cisternal.

As variagbes da CCS de um dia para o outro corresponde a 10% devido a
reacdes nao inflamatdrias, como por exemplo, os disturbios na rotina das vacas que
podem resultar em alteragdes da CCS. Estas flutuacbes sao consideradas
sistémicas e ocorrem em todos os quartos mamarios, simultaneamente, causando
diferenca temporaria na CCS em nivel de ubere (BERGLUND et al., 2007). Segundo
Olde Riekerink et al. (2007) a CCS, de quartos mamarios também sofrem alteragdes
consideraveis durante o dia devido as variagdes do influxo de células no leite.

Por inumeros fatores que afetam a CCS existe a necessidade de se atentar na
interpretacéo dos resultados da CCS como indicador de mastite (LAEVENS et al.,
1997; OLDE RIEKERINK et al., 2007).

Os patogenos primarios alteram, diferentemente, os valores da CCS quando
comparados com os patdégenos secundarios. A CCS, proveniente de amostras
infectadas por patégenos primarios, sdo mais elevadas do que a CCS de amostras
infectadas por patégenos secundarios (DOHOO; LESLIE, 1991; PYORALA, 2003).

Em termos gerais, alguns pesquisadores tém definido o valor de 200.000 a
250.000 células/mL como limite para separar os quartos mamarios infectados dos
nao nfectados, de forma a reduzir a ocorréncia de resultados falso-positivos e falso-
negativos (DOHOO; LESLIE, 1991; SCHEPERS et al., 1997; DJABRI et al., 2002).
Utilizando-se este limiar de CCS, pode-se estimar uma sensibilidade de 73-89% e
especificidade de 75-85% para as vacas Holandesas (SCHEPERS et al., 1997,
PYORALA, 2003).

2.3 SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADES DA CCS

A CCS pode ser mensurada em nivel de quarto mamario, de vaca (pelas
amostras compostas dos quatro quartos mamarios) e de rebanho (pelas amostras de
leite do tanque). Os dados de CCS podem ser usados para varios propésitos, sendo

que para algumas finalidades € preciso que se estabelega um ponto de corte (limiar
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de CCS). No entanto, para outras situagbes esta medida ndo € necessaria. A
utilizagcao da CCS de quartos mamarios e de amostras compostas prevé se existe ou
nao uma infecgdo intramamaria, enquanto que, ao considerar dados da CCS de
amostras do tanque, estimam-se as perdas produtivas e da qualidade do leite devido
a mastite. Nas situag¢des descritas anteriormente, principalmente, quando se objetiva
adotar medidas de controle e prevencdo da mastite, tais como: selecionar vacas
para descarte, selecionar vacas para tratamento, selecionar vacas para linha de
ordenha, dentre outras; existe a necessidade de fixar um limiar de CCS que separe
vacas infectadas das néo infectadas (DOHOO, 2001).

O método padrao que expressa as caracteristicas do teste de diagndstico é o
valor da sensibilidade e especificidade. No caso da CCS, a sensibilidade € a
proporcdo de vacas com infeccdo intramamaria acima do limiar da CCS e a
especificidade é a proporcédo de vacas nao infectadas com CCS abaixo do limiar. A
probabilidade que a vaca com CCS acima do limiar seja realmente infectada é
conhecida como valor preditivo positivo e a probabilidade de uma vaca com CCS
abaixo do limiar ser realmente livre de infecgdo intramamaria € o chamado valor
preditivo negativo. Para rebanho com alta prevaléncia o valor preditivo positivo é
maior do que para um rebanho com baixa prevaléncia. Aumentar o limiar em um
rebanho de baixa prevaléncia aumenta o valor preditivo positivo, porém para
rebanho com alta prevaléncia o alto limiar diminui o valor preditivo negativo
(DOHOO, 2001).

O teste clinico ideal deveria estabelecer a presenca e auséncia de uma
doenga em qualquer caso selecionado sem nenhum resultado falso-negativo e falso-
positivo. Devido a natureza variavel do sistema bioldgico existem poucos testes
clinicos que atendem a este padrao (RENEAU, 1986). Assim, os resultados falso-
positivos e falso-negativos podem ter um grande impacto na seleg¢ao do limiar. Desta
forma, independentemente do ponto de corte da CCS escolhido para classificar uma
vaca ou quarto mamario com mastite subclinica, algumas vacas nao infectadas
apresentam CCS acima desse limite (resultados falso-positivos) e algumas vacas
infectadas apresentam CCS abaixo do limite estabelecido (resultados falso-
negativos) (SCHEPERS et al., 1997).

Segundo Reneau (1986), os patdgenos secundarios podem aumentar os

resultados falso-negativos e gerar resultados confusos, pois a CCS de amostras com



30

isolamento destes microrganismos s&o proximas do limiar (devido a pouca variagao).
Também, o estagio de lactagao influencia no numero de resultados falso-negativos e
falso-positivos, uma vez que, a CCS sofre variagdo do inicio ao fim do periodo de
lactagdo (RENEAU, 1986).

Antigamente, o limiar de 500 x 10° células/mL era utilizado para separar
grupos de vacas infectadas e nao infectadas. No entanto, ao longo do tempo, este
ponto de corte tornou-se irrelevante. Muitos estudos foram desenvolvidos para
avaliar a sensibilidade e especificidade do limiar de 200 x 10° células/mL, uma vez
que, este limiar apresentava boa aplicagédo a campo. Atualmente, tem sido sugerido
um limiar de 100 x 10° células/mL para quartos mamarios ndo infectados, na
tentativa de diminuir o erro de diagndstico (PYORALA, 2003).

Estudos desenvolvidos na América do Norte e Europa tém mostrado que
quartos mamarios nao infectados apresentam em média uma CCS de
aproximadamente 70 000 células/mL (SCHUKKEN et al., 2003). Para estes autores,
qualquer limiar da CCS que indique a presengca de IIM tera vantagens e
desvantagens; pois em algumas situagdes quartos mamarios com baixa CCS podem
ainda apresentar mastite.

Para Olde Riekerink et al. (2007), a variagdo diurna da CCS pode gerar
consequéncias no uso da CCS como indicador da mastite. Em seu estudo, os
valores da sensibilidade e especificidade variaram conforme a fragdo do leite
coletada. Para o diagnostico de patdgenos primarios, a sensibilidade de 52%, na
pré-ordenha, passou para 89% uma hora depois do procedimento de ordenha,
enquanto que a especificidade diminuiu de 73% na pré-ordenha para 34% depois de
uma hora do término da ordenha.

Estimar a prevaléncia da mastite em grupos de vacas é util para estimar os
problemas decorrentes da doenga no rebanho. Porém, considerar o grupo de
animais acima e abaixo do limiar joga fora muitas informacdes relevantes. Por este
motivo, uma alternativa sugerida por Dohoo (2001) é classificar a CCS dentro de
intervalos e calcular o chamado “likelihood ratio” ou “odds ratio” que é o valor que
expressa a chance de uma IIM ocorrer com base na CCS.

Para Mcdermott e Natzke (1982) o aspecto econémico deve ser considerado
quando se objetiva escolher um limiar adequado de CCS para identificacdo da

mastite. Como por exemplo, no caso em que se deseja tratar vacas com infec¢ao
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intramamaria, € preciso decidir se € mais importante tratar grande parte dos animais
ou evitar que se tratem fémeas desnecessariamente. O principal objetivo é escolher
um limiar que ajude a aperfeigoar o programa de controle da mastite, ou seja, capaz
de minimizar a ocorréncia da doenca, reduzir fontes de infec¢do, reduzir custos com
tratamento e com descarte dos animais.

Segundo Schepers et al. (1997) a utilizagdo dos limiares da CCS para deteccgao
da infecgao intramamaria melhorou os parametros de qualidade do leite e otimizou o

programa de controle da mastite.

2.4 COMPOSICAO DO LEITE

Entende-se por leite, o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em
condicdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL,
2002). O leite é constituido por uma mistura complexa e heterogénia de substancias
organicas e inorganicas sendo caracterizado como uma suspensao coloidal de
micelas de caseina ligadas ao calcio e potassio, como uma emulsao de globulos de
gordura e vitaminas lipossoluveis e como uma solugdo de lactose, proteinas soluveis
em agua, sais minerais e vitaminas hidrossoluveis (SANTOS; FONSECA, 2007).

O processo de sintese e secregcdao do leite envolve: o suprimento de
precursores a partir do sangue, da capacidade de captagdo dos precursores, da sua
conversdo em componentes do leite e da remocgéo do leite pela glandula mamaria. A
lactose, principal carboidrato do leite (dissacarideo composto por moléculas de
glicose e galactose), é responsavel pelo volume do leite produzido, pois participa do
controle da pressdao osmoética da glandula mamaria. O proprionato de origem da
fermentagdo microbiana, no rimen, €& considerado o principal precursor da glicose
na glandula mamaria, sendo limitante para a sintese de lactose do leite (SANTOS;
FONSECA, 2007).

Algumas proteinas do leite ndo sao sintetizadas na glandula mamaria (como as
albuminas séricas e imunoglobulinas) e s&o transportadas do sangue até o lumen
alveolar. No entanto, caseina, beta-lactoglobulinas e alfa-lactoalbuminas, sé&o
proteinas sintetizadas na propria glandula mamaria (pelas células alveolares) a partir

dos aminoacidos do sangue. A caseina (fosfoproteina) é secretada em forma de
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micelas que sdo grupamentos de varias moléculas de caseina ligadas a ions fosfato
de calcio. A gordura do leite € composta na sua quase totalidade por triglicerideos
originarios dos lipideos da dieta ou da mobilizagdo de reservas corpéreas (acidos
graxos de cadeia longa). Particularmente, o acetato e butirato s&o os precursores da
gordura do leite (acidos graxos de cadeia curta) sintetizada pelas células epiteliais
da glandula mamaria pela sintese de novo (SANTOS; FONSECA, 2007).

A caracteristica quimica e microbioldgica do leite é de grande importancia para
a saude publica, para o processamento tecnoldgico e para a qualidade dos produtos
lacteos. No entanto, a composicdo do leite pode ser muito variavel e depende de
inumeros fatores, tais como: raga, idade, saude da glandula mamaria, periodo de
lactacdo, nutricdo da vaca, época do ano e tipo de ordenha (DOBRANIC et al.,
2008).

Alteragcdes no manejo alimentar e no balanceamento das dietas sao
responsaveis por mudangas nas concentragdes de gordura e proteina do leite. Além
disso, o consumo de matéria seca, a disponibilidade das fibras, a relagao
energia/proteina da dieta s&o considerados uns dos principais fatores que afetam a
composicao do leite (SANTOS; FONSECA, 2007).

A mastite, também, determina uma série de mudancgas tanto na composigao e
caracteristicas fisico-quimicas como na producgédo do leite (OGOLA et al., 2007).
Essas alteracdes sdo atribuidas pela mudanca na permeabilidade vascular devido
ao processo inflamatério, pela leséo do epitélio glandular secretor responsavel pela
sintese de alguns componentes do leite e pela agdo enzimatica de células somaticas
ou de microrganismos presentes na glandula (SHARIF; MUHAMMAD, 2008).

Alta CCS esta associada com alteracdo na qualidade protéica, na composicao
da gordura, lactose e minerais e no aumento da atividade enzimatica e do pH do
leite cru (OGOLA et al., 2007). Dentre os componentes do leite, as proteinas sao as
que sofrem os maiores efeitos, principalmente, a fracdo caseina que diminui
significativamente, ainda que a porcentagem de proteina total do leite ndo varie. O
teor de lactose, na glandula mamaria infectada, pode diminuir em até 10%. Apesar
da queda da gordura do leite, a concentragao de acidos graxos livres e fosfolipideos
aumentam. A parte mineral também ¢é afetada, uma vez que, ocorre queda na
concentragdo de calcio e potassio, mas aumento nos niveis de sédio e cloro. Por
esta razdo, mudangas na composi¢ao do leite podem alterar significativamente o seu
valor como matéria-prima (SANTOS; FONSECA, 2007).
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Durante a infecgao intramamaria, acentuadas mudangas ocorrem no tipo de
proteina do leite; as sinteses de B-lactoglobulina e a-lactoalbumina sao reduzidas,
mas o conteudo de albumina sérica, concentragcdes de imunoglobulinas, lactoferrina
e atividade enzimatica aumentam devido a presenca dos polimorfonucleares e da
alteracao da permeabilidade vascular (LINDMARK-MANSSONA et al., 2006).

Para Pyorala (2003) as mudangas na composi¢ao do leite dependem do grau
da resposta inflamatéria, da patogenicidade do agente etiolégico e do tecido da
glandula mamaria afetado pela mastite.

As concentragbes de algumas enzimas, tais como: catalases, N-acetil-B-D-
glucosaminidase, plasmina e diferentes lipases e proteases aumentam durante o
processo inflamatorio da glandula mamaria (PYORALA, 2003). Segundo Sharif e
Muhammad (2008) algumas enzimas resistem ao tratamento térmico e permanecem
ativas durante o periodo de estocagem dos derivados lacteos (até mesmo depois de
14 a 21 dias de armazenamento) resultando em alteracdo do sabor e do aroma.

A mastite tem grande importancia na qualidade dos produtos lacteos, uma vez
que, na sua presencga, ocorre o0 aumento da protedlise e lipdlise, que, por sua vez,
leva a alteragédo da fragao protéica e aumento dos acidos graxos livres. O acumulo
de pequenos peptideos e destes acidos graxos livres originam um produto lacteo de
sabor amargo e rangoso, com baixo tempo de prateleira (MURPHY et al., 1989).

Elevada CCS tem sido associada a pobre qualidade dos queijos devido ao
aumento do coalho e diminuigdo da firmeza. Leite com alta CCS gera sérios danos
durante o processamento do leite pasteurizado e do leite em pd, pois devido sua
menor estabilidade caldrica, durante o tratamento térmico, o leite sofre coagulagéo e
floculacédo (LE ROUX et al., 2003). Para fabricacdo de iogurte, Fernandes et al.
(2007), sugerem que o leite cru utilizado para fabricagdo deste subproduto ndo deve
apresentar CCS acima 400 x 10° células/mL para evitar mudancas significativas na
viscosidade e sabor do iogurte.

Os principais indicadores da qualidade do leite sdo a CBT e CCS. No entanto,
atualmente, os conteudos de gordura e proteina do leite sdo utilizados como critério
de pagamento do leite pelas industrias de lacticinio, pelo seu rendimento industrial
(DOBRANIC et al.,, 2008). Porém, os teores de gordura e proteina n&o sao
indicadores de mastite. Outros componentes do leite tém sido propostos como
indicadores de saude do ubere, tais como: lactoferrina, teor de lactose, concentracao

de acido latico e atividade enzimatica da N-acetil-B-D-glucosaminidase; uma vez que
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estas substancias apresentam correlagao significativa com a CCS (LINDMARK-
MANSSONA et al., 2006).

Segundo Bansal et al. (2005) os constituintes do leite devem ser considerados
como ferramenta auxiliar para o diagnostico da mastite, pois variam conforme a
fracdo do leite coletada. Nos primeiros jatos ha um aumento do conteudo de lactose
e proteina, mas baixos teores de gordura; ja, na fracdo de leite alveolar a
porcentagem de lactose e proteina diminuem e ocorre aumento das concentragdes
de gordura e CCS.

Segundo Sharif e Muhammad (2008), o entendimento da relagdo entre
producao de leite de alta qualidade com a CCS é de fundamental importancia para a

rentabilidade da cadeia produtiva do leite.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 SELECAO DOS REBANHOS

Foram utilizadas 221 vacas lactantes da raga Gir provenientes de trés fazendas
comerciais (Quadro 1), situadas nos municipios de Vargem Grande do Sul e
Mococa, Estado de S&o Paulo e Uberaba / Minas Gerais.

As coletas de leite foram realizadas no periodo de Julho de 2008 a Junho de
2009. As amostras de leite foram coletadas de todas as vacas em lactacao,
abrangendo as fémeas de diferentes idades, estagio de lactagdo e ordem de parto.
Estes animais foram mantidos durante este periodo sob as condi¢cbes de clima e
manejo de cada fazenda correspondente, seguindo a rotina de ordenha prépria de
cada rebanho (manual ou mecéanica).

Os rebanhos foram classificados em trés sistemas de producgado: sistema
especializado, semi-especializado e nao especializado. O rebanho da regido de
Vargem Grande do Sul/SP foi caracterizado como nao especializado, pois o sistema
de ordenha era manual e ndo se aplicava medidas de controle da mastite (exceto
tratamento de vaca seca e de casos clinicos). A fazenda de Mococa/SP foi
classificada como semi-especializada, por apresentar ordenha mecanica, tipo
espinha de peixe 4 x 4 e linha alta. No entanto, as praticas de controle da mastite
estavam sendo adotadas, tais como: pré-dipping e secagem dos tetos com papel
toalha, além do tratamento de vacas secas e de casos clinicos. A categoria sistema
de producgao especializado foi aplicada ao rebanho de Uberaba/MG, pois as vacas
eram ordenhadas mecanicamente, tipo tanden 6 x 6, linha baixa; onde as praticas
(teste da caneca de fundo preto, pré-dipping, secagem dos tetos com papel toalha,
tratamento de vacas secas e de casos clinicos) do programa de controle da mastite
eram realizadas. Entretanto, em todas as situacdes, era necessaria a presenca do
bezerro para a primeira mamada antes do inicio da ordenha, como estimulo para
ejecdo do leite. Nos trés rebanhos, a técnica do pds-dipping ndo era aplicada, pois

ao final de cada ordenha os bezerros eram soltos junto as fémeas.
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Rebanhos
Caracteristicas A B C
Numero de vacas 74 51 96
Localizagao Vargem G. do Sul/SP Mococa/SP Uberaba/MG
Tipo de produgao nao especializado semi-especializado | especializado
Producao total 700L/dia 500L/dia 900L/dia

Quadro 1 - Caracterizagéo do rebanho experimental

3.2 AMOSTRAGEM

A coleta das amostras de leite de cada animal selecionado foi feita durante a
primeira ordenha do dia, uma vez por més, durante os 12 meses de experimento.
Antes do inicio da ordenha, apds os primeiros jatos terem sido desprezados, os tetos
foram imersos em solugéo de iodo (0,5%) e, decorridos 20 segundos, foram secados
com papel toalha descartavel. Foram coletadas todas as amostras estéreis e
individuais de leite de todos os quartos mamarios para cultura microbiologica e para
analises de CCS e composicao do leite.

Apos o término da ordenha foram coletadas amostras compostas (dos quatro
quartos mamarios) de cada vaca para as analises microbiologicas, CCS e

composicao do leite.

3.2.1 Analise da CCS e composicao do Leite

Para a avaliagdo da CCS e composicao do leite as amostras foram coletadas
em recipientes plasticos de 50 mL, contendo 10 mg de Bronopol, identificados com a
data da coleta, nome da fazenda, nome do animal e do quarto mamario examinado.
Apds a agitagdao das amostras, as mesmas foram acondicionadas em caixas, e
encaminhadas por correio, imediatamente apds a coleta, para o Laboratério Clinica

do Leite — Departamento de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
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Queiroz” da Universidade de Sao Paulo (ESALQ-USP, Piracicaba-SP). A contagem
eletrbnica de células somaticas das amostras de leite foi realizada pelo método de
citometria de fluxo com o equipamento Somacount 300® (BENTLEY, 1995) e para
composicao do leite (lactose, proteina total, gordura, extrato seco desengordurado
ou ESD) foi empregada a técnica com analisador rapido de infravermelho
(BARBANO; CLARK, 1989), ambas realizadas no Laboratério Clinica do Leite —
Departamento de Zootecnia da ESALQ-USP (Piracicaba-SP).

3.2.2 Analise microbioldgica do leite

Para o procedimento de isolamento e identificagdo de patdégenos primarios e
secundarios, foi utilizada a metodologia proposta por (DOHOO; LESLIE, 1991). As
amostras de leite cru de cada quarto mamario foram transportadas em caixas
isotérmicas com gelo (4,5°C) para o Laboratério de Microbiologia dos Alimentos do
Departamento de Nutricao e Producdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (VNP-FMVZ/USP), Pirassununga-SP.

Para o isolamento primario dos microrganismos foi utilizado o meio de cultura
Agar Sangue (5% de sangue bovino) em placa de Petri descartavel estéril
(90x15mm), onde foram inoculados 0,1mL de leite com auxilio de alga de platina
calibrada, pelo método de estriamento. As placas foram entdo incubadas
aerobicamente a temperatura de 37°C por 24 horas e 48 horas. Decorrido o tempo
de incubacdo, foi avaliado o crescimento microbiano, observando-se as
caracteristicas morfolégicas das culturas bacterianas, tais como: cor, aspecto,
tamanho e presenga ou auséncia de hemolise.

Para a identificacdo das espécies bacterianas, foram realizadas as seguintes
provas bioquimicas: coloragado de Gram (para diferenciar grupos de bactérias Gram-
positivas das Gram-negativas), hidroxido de potassio (KOH) como teste
confirmatdrio da coloragao de Gram, prova da catalase com perdxido de hidrogénio
a 3% (diferenciacdo de bactérias catalase-positivas das catalase-negativas), prova
da coagulase com plasma de coelho estéril (diferenciagcdo dos Staphylococcus

aureus coagulase-positiva daqueles Staphylococcus sp. coagulase-negativa), teste
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de producdo do fator CAMP e esculina (identificagdo e diferenciacdo do género
Streptococcus sp.). Os testes aplicados para identificagao de grupos Gram-negativos
foram: fermentagcdo da lactose, motilidade, indol, citrato, vermelho de metila
(VM/VP).

Os patoégenos foram classificados conforme recomendacao do National Mastitis
Council: Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae; cepas Gram-negativas (Pseudomonas sp., Escherichia
coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp., Salmonella sp., Proteus sp.), Staphylococcus
sp. coagulase negativa ou micrococus, Corynebacterium sp. Os quatro primeiros
grupos foram considerados patdégenos primarios € os dois ultimos secundarios
(SCHEPERS et al., 1997).

As amostras consideradas positivas foram aquelas que apresentaram
isolamento de um tipo de microrganismo e negativas na auséncia do patdégeno.
Amostra com crescimento de mais de um tipo de agente foi considerada

contaminada e excluida da analise estatistica.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Para obter uma distribuicdo normal os valores da CCS foram transformados
em escala logaritmica na base 10 (logCCS). O quarto mamario e a vaca foram

considerados unidades experimentais (UE).

3.3.1 Modelo estatistico

Considerando o quarto mamario como unidade experimental, o modelo
estatistico incluiu os seguintes efeitos: rebanho, vaca, quarto mamario,
microrganismo, presenga ou auséncia da infecgdo intramamaria e as interagoes,
conforme descrito por (SCHEPERS et al., 1997).



39

Em nivel de quartos mamarios, foram utilizados quatro modelos. Para o
conjunto de dados com e sem isolamento microbiano, trés modelos foram

considerados, com os seguintes efeitos:

(1) Y=p+R+V(r)+M+Q+IM+IM*M+e
(2) Y=p+R+V(r)+M+Q+MO+MO*M+e
(3) Y=p+R+V(r)+M+Q+PATOG+PATOG*M+e

Onde:

Y= valores do logCCS, lactose, proteina, gordura e ESD;

u= média geral;

R= efeito fixo do rebanho (i=1 a 3);

V(r)= efeito aleatorio da vaca (i=1 a 221) dentro do rebanho;

M= efeito fixo do més de coleta (i=1 a 12);

Q= efeito fixo do quarto mamario (i=1 a 4);

[IM= efeito fixo da presenca e auséncia de infecgao intramamaria (i=o0 ou 1);

MO-= efeito fixo de cada microrganismo isolado e amostras negativas (i=0 a 5)

PATOG=efeito fixo dos patdégenos (primarios e secundarios) e amostras
negativas (i=0 a 3);

[IM*M= efeito de interacao entre infecgédo intramamaria e més de coleta;

MO*M= efeito de interagdo entre os microrganismos e més de coleta;

PATOG*M= efeito de interacéo entre os grupos de patégenos e més de coleta

e= erro .

Foi utilizado, somente para as amostras sem isolamento microbiano, o modelo

(4) com os efeitos:

(4) Y=u+R+V(r)*M+Q+e

Onde:
CCS= valores do logCCS, lactose, proteina, gordura e ESD;
u= média total,

R= efeito fixo do rebanho (i=1 a 3);
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V(r)= efeito aleatério da vaca (i=1 a 227) dentro do rebanho;
M= efeito fixo do més de coleta (i=1 a 12);
Q= efeito fixo do quarto mamario (i=1 a 4);

e=erro.

Como nao foram isoladas quantidades significativas de enterobactérias,
Streptococcus agalactiae, Bacillus sp.; Pesudomonas sp.; Arcanobacterium sp. e
leveduras, estes resultados ndo foram incluidos na analise estatistica.

Por fim, considerando a vaca como unidade experimental (pelas amostras
compostas dos quatro quartos mamarios) o modelo estatistico incluiu os seguintes
efeitos: vaca, rebanho, numero que quartos mamarios infectados; presenca ou
auséncia da mastite, microrganismo e as interagoes.

Para estudar o efeito do tipo de microrganismo sobre a CCS de amostras
compostas, foi necessario, quando isolado mais de um tipo de bactéria, excluir
aquele patdogeno que menos contribuiu para a alta CCS.

As amostras compostas com e sem isolamento microbiano foram analisadas

com base nos seguintes modelos estatisticos:

(5) Y=u+R+V(r)+*M+NQ+e
(6) Y=p+R+V(r)+M+IIM+IM*M+e
(7) Y=p+R+V(r)+M+MO+MO*M+e
(8) Y=u+R+V(r)+M+PATOG+PATOG*M+e

Onde:

Y= valores do logCCS, lactose, proteina, gordura e ESD;

u= média geral;

R= efeito fixo do rebanho (i=1 a 3;)

V(r)= efeito aleat6rio da vaca (i=1 a 221) dentro do rebanho;

M= efeito fixo do més de coleta (i=1 a 12);

NQ= efeito fixo do numero de quartos mamarios infectados (i=0 a 4);

[IM= efeito fixo da presenca e auséncia de infec¢ao intramamaria (i=o ou 1;)

MO-= efeito fixo de cada microrganismo isolado e amostras negativas (i=0 a 5)
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PATOG= efeito fixo dos patdégenos (primarios e secundarios) e amostras
negativas (i=0 a 3);

[IM*M= efeito de interagao entre infecgédo intramamaria e més de coleta;

MO*M= efeito de interagdo entre os microrganismos e més de coleta;

PATOG*M= efeito de interagcdo entre os grupos de patégenos e més de coleta

e= erro.

Para o conjunto de dados referente as amostras compostas sem isolamento

microbiano foi considerado o modelo estatistico a seguir:

(9) Y=p+R+V(r)+M+e

Onde:

Y= valores do logCCS, lactose, proteina, gordura e ESD;
u= média geral;

R= efeito fixo do rebanho (i=1 a 3);

V(r)= efeito aleatério da vaca (i=1 a 221) dentro do rebanho;
M= efeito fixo do més de coleta (i=1 a 12);

e= erro.

Todos os modelos descritos anteriormente foram analisados pelo
procedimento GLM do software SAS (SAS, 1999), com nivel de significaAncia de P<
0,05.

3.3.2 Sensibilidade e especificidade da CCS

Para determinar a sensibilidade, especificidade e valor preditivo (positivo e
negativo) dos limiares da CCS para identificagdo de quartos infectados, foram
usados quatro valores da CCS: 100, 200, 300 e 400 (x 1000 células/mL),
considerando-se como método padrao para a identificacdo de infecgao intramamaria
o resultado de cultura microbioldgica (MCDERMOTT; NATZKE, 1982).
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Para estas analises foram consideradas como: a) sensibilidade: a proporgao de
resultado positivo acima do limiar; b) especificidade: € a propor¢ao do resultado
negativo abaixo do limiar; c) valor preditivo positivo: a proporgao dos testes positivos
que sao verdadeiramente positivos; d) valor preditivo negativo: a proporcao de testes
negativos que sao verdadeiramente negativos. Foi também calculada a prevaléncia
da mastite subclinica no rebanho estudado.

Os calculos da sensibilidade e especificidade foram aplicados a trés diferentes
critérios de diagnostico da mastite. No primeiro critério, foram consideradas
amostras infectadas, somente aquelas com o isolamento de patdgenos primarios,
enquanto que amostras com isolamento de patdégenos secundarios e negativas
foram consideradas nao infectadas. No segundo critério, amostras com isolamento
de patdgenos primarios e secundarios foram consideradas infectadas e as amostras
sem isolamento microbiano foram classificadas como néao infectadas. Por fim, no
terceiro critério, as amostras com isolamento de patdgenos secundarios foram
excluidas tanto do diagndstico positivo quanto negativo para mastite.

Para avaliar a chance da ocorréncia da mastite para os limiares da CCS, ja
determinados anteriormente, o calculo do “odds ratio” foi feito como descrito por
(PEREIRA, 2008).

Segue abaixo as respectivas férmulas utilizadas para os calculos de:

Sensibilidade=VP/(VP+FN);
Especificidade=VN/(VN+FP);

Valor Preditivo Positivo=VP/(VP+FP);
Valor Preditivo Negativo=VN/(VN+FN);
Prevaléncia=(VP+FN)/(VP+VP+VN+FN);
Odds ratio= (VP/VN);

Onde:

VP= teste verdadeiramente positivo (vaca infectada com CCS acima do limiar);
VN= teste verdadeiramente negativo (vaca sadia com CCS abaixo do limiar);
FP= falso positivo (vaca sadia com CCS acima do limiar);

FN=falso negativo (vaca infectada com CCS abaixo do limiar).



43

3.3.3 Correlacao entre CCS e composigao do leite

O coeficiente de Pearson foi utilizado para investigar a correlagado entre os
niveis da CCS e a composi¢ao do leite, através do procedimento CORR do software
SAS (OGOLA et al., 2007).



4 RESULTADOS

4.1 PREVALENCIA DA MASTITE SUBCLINICA EM QUARTOS MAMARIOS

Do total de 2840 amostras de leite de quartos mamarios, 1411 apresentaram
crescimento bacteriano, indicando uma prevaléncia de 49,68% (1411/2840) de
mastite subclinica nos rebanhos estudados.

O maior indice percentual da ocorréncia da mastite por rebanho foi observado
na fazenda de Mococa com 64,04% (472/737) de quartos mamarios infectados; o
rebanho de Uberaba apresentou prevaléncia de 56,22% (501/891) e de Vargem
Grande do Sul de 36,13% (438/1212) de quartos mamarios com mastite.

Os microrganismos mais frequentemente isolados foram: Corynebacterium
sp. (35,50%); Staphylococcus aureus (30,75%); Staphylococcus sp. coagulase
negativa (28,70%); Streptococcus uberis (3,75%) e Streptococcus dysgalactiae
(1,27%).

A prevaléncia dos patégenos secundarios foi maior do que a prevaléncia dos
patdogenos primarios. O Corynebacterium sp. foi o microrganismo mais isolado;
seguido por Staphylococcus aureus e Staphylococcus sp. coagulase negativa. Os
patdbgenos primarios: Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis

apresentaram menor prevaléncia.

4.2 FATORES QUE AFETAM A CCS E COMPOSIGCAO DO LEITE DE QUARTOS
MAMARIOS

4.2.1 Efeito do rebanho, més de coleta, quarto mamario e presenca de infecgao

intramamaria sobre a composicao do leite e CCS
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Considerando o conjunto de dados de amostras com e sem isolamento

microbiano, com 2840 observagdes dos trés rebanhos estudados, a média geral do

logCCS foi de 5,08 + 0,82 (CCS de 120.226 células/mL).

Os resultados do logCCS e dos constituintes do leite para cada rebanho estao

apresentados na tabela 1:

Tabela 1— Efeito do rebanho sobre a composigéo do leite e logCCS em amostras de quartos mamarios
infectados e ndo infectados de vacas Gir

Rebanhos
V. G. Sul Mococa Uberaba

Variaveis (n=1211) EPM (n=737) EPM (n=891) EPM P
LogCCS’ 5,21 0,02 5,15 0,03 5,13 0,02 0,17
Lactose (%) 4,52 0,01 4,53 0,01 4,44 0,02 0,06
Proteina (%) 3,754 0,01 3,40° 0,01 3,78% 0,01 <0,0001
Gordura (%) 2,39% 0,03 1,59° 0,04 1,28°¢ 0,02 <0,0001
ESD ? (%) 9,28 0,01 8,93° 0,02 9,18" 0,02 <0,0001

' logCcCs (CCSX1O3CéIs/mL). 2 Extrato seco desengordurado

ABC medias ajustadas na mesma linha quando seguidas de letras distintas diferem entre si a P<0,05

O efeito do rebanho nao foi significativo sobre o logCCS e o teor de lactose do
leite. No entanto, houve efeito do rebanho sobre os teores de proteina, gordura e
ESD. Os maiores teores de proteina e ESD do leite foram observados nos
rebanhos de Vargem G. do Sul (3,75% e 9,28%; respectivamente) e Uberaba
(3,78% e 9,18%; respectivamente) do que no rebanho de Mococa, com baixos
teores de proteina e ESD do leite (3,40% e 8,93%; respectivamente). O teor de
gordura do leite variou significativamente entre os trés rebanhos; sendo que o maior
valor foi encontrado no rebanho de Vargem G. do Sul (2,39%) seguido pelo
rebanho de Mococa (1,59%) e Uberaba; este ultimo com o menor teor de gordura
do leite (1,28%).

A distribuicdo do logCCS e dos constituintes do leite em relagao a localizagao

dos quartos mamarios esta apresentada na tabela 2:
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Tabela 2 — Efeito da localizagao dos quartos mamarios sobre a composi¢cdo do leite e logCCS em

amostras de quartos mamarios infectados e nao infectados de vacas Gir

Quartos mamarios

AD* AE? PD? PE *
Variaveis (n=669) EPM (n=712) EPM (n=734) EPM (n=725) EPM P
LogCCS® 512® 0,03 5,13® 0,03 524* 0,02 5,16® 0,03 0,01
Lactose (%) 452 0,02 451 002 446 002 450 0,02 0,13
Proteina (%) 3,66 0,01 3,63 0,01 3,64 0,01 3,65 0,01 0,60
Gordura (%) 1,71 0,04 1,74 0,04 1,80 0,04 1,77 0,03 0,31
ESD ° (%) 917 002 913 002 909 002 914 0,02 0,09

" Quarto mamario anterior direito. 2 Quarto mamario anterior esquerdo. ®> Quarto mamario posterior direito. * Quarto

mamario posterior esquerdo. ° LogCCS (CCSx1 0° céls/mL). ® Extrato seco desengordurado.

AB medias ajustadas na mesma linha quando seguidas de letras distintas diferem entre si a P<0,05

A localizagao dos quartos mamarios nao afetou a composicao do leite. Porém,

houve efeito significativo da localizagdo dos quartos mamarios sobre o logCCS. O

quarto mamario posterior direito apresentou o maior valor do logCCS (5,24)

comparado aos quartos mamarios anteriores e posterior esquerdo que nao

diferiram entre si.

O efeito da interacado entre a presenca de infeccdo intramamaria e més de

coleta foi significativo sobre o logCCS e sobre os teores de lactose e proteina do

leite. Todavia, o efeito da presenca da infeccdo intramamaria sobre o teor de

gordura e ESD esta apresentado na tabela 3:

Tabela 3 — Efeito da presencga da infecgéo intramamaria sobre os teores de gordura e extrato seco
desengordurado do leite em amostras de quartos mamarios de vacas Gir

Infeccdo Intramamaria

Sim Nao
Constituintes (n=1411) EPM (n=1429) EPM P
Gordura (%) 1,73 0,02 1,78 0,03 0,36
ESD ' (%) 9,06 ° 0,01 9,20 A 0,01 <0,0001

! Extrato seco desengordurado
AB médias ajustadas na mesma linha seguidas de letras distintas diferem entre si a P<0,05
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O efeito da presenca da infecgdo intramamaria foi significativo, somente,
sobre o teor de ESD do leite. Quartos mamarios nao infectados apresentaram maior

média de ESD (9,20%) do que quartos mamarios infectados (9,06%).

Os resultados do efeito do més de coleta sobre os teores de gordura e ESD

estdo expressos na tabela 4:

Tabela 4 - Efeito do més de coleta sobre os teores de gordura e extrato seco desengordurado
do leite em amostras de quartos mamarios infectados e nao infectados de vacas Gir

Constituintes (%)

Més n Gordura EPM ESD* EPM
Janeiro 150 1,64 PF 0,07 8,84 P 0,04
Fevereiro 365 1,67F 0,05 9,10° 0,03
Marco 372 1,72°P 0,05 9,118 0,03
Abril 273 1,75°P 0,08 9,14° 0,03
Maio 364 2,018 0,05 9,274 0,03
Junho 190 2,46% 0,08 9,09° 0,05
Julho 125 1,08°¢ 0,07 9,25"B 0,07
Agosto 220 1,86 BC°F 0,07 9,324 0,03
Setembro 59 1,65 PEF 0,12 9,314 0,06
Outubro 107 1,978 0,09 9,38% 0,03
Novembro 388 1,66 °F 0,04 8,80° 0,04
Dezembro 227 1,66 °F 0,07 8,94 ¢ 0,03
Probabilidades <0,0001 <0,0001

! Extrato seco desengordurado

AB.Cmédias ajustadas, na mesma coluna, quando seguidas de letras distintas diferem entre si a P<0,05

Houve efeito altamente significativo (P<0,0001) do més de coleta tanto sobre
o teor de gordura quanto sobre o ESD do leite. O maior teor de gordura do leite
(2,46%) foi observado no més junho, em contrapartida, foi no més julho que se
encontrou o menor teor de gordura do leite (1,08%). Verificou-se, nos meses maio,
agosto, setembro e outubro, as maiores concentra¢cdes de ESD (9,27%; 9,32%;
9,31% e 9,38%; respectivamente). A menor porcentagem de ESD do leite foi

observada no més novembro (8,80%).
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Como mencionado anteriormente, foi encontrado efeito de interacdo entre o
més de coleta com infecgao intramamaria sobre o logCCS e os teores de lactose e

proteina do leite. Os resultados desta interagao estdo expressos na tabelas 5.



Tabela 5 - Efeito da presenga da infecgao intramamaria e do més de coleta sobre o logCCS e teores de lactose e proteina do leite em amostras de
quartos mamarios de vacas Gir

n LogCCS (ccsxi0’céls/mL) Lactose (%) Proteina (%)
Més Sim Nao Sim Nao EPM Sim Nao EPM Sim Nao EPM
Janeiro 103 47 5,55 Adabc 4 gg Babe 0,6 445%° 454%° 004 326% 3367 0,03
Fevereiro 249 115 5,08 Ad 4,69 B! 0,04 4567 468°° 002 338% 3547 0,01
Marco 214 157 5,23 A¢ 4,81 Bee 0,04 4,448 4587 002 352% 361% 0,01
Abril 116 157 5,28 Ace 5,05 B2 0,04 4,387 444" 002 3,707 3777 0,02
Maio 190 174 5,31 Ace 4,87 Bre 0,04 4,427 444" 002 3,77 384" 0,02
Junho 61 128 5,74 "2 5,10 B2 0,06 3,838 4224 006 417" 4,038 0,05
Julho 10 115 5,13 Abce 4,79 Abe 0,07 4,757 465" 005 3,587 36979 0,04
Agosto 99 121 5,23 Acde 4,65 B 0,06 4,717 484" 002 3,527 355% 0,02
Setembro 32 27 5,43 A¢ 5 oQ Bacd 0,12 4,517 4647 005 3,617 355 0,03
Outubro 31 76 5,0,4 A« 4,52 & 0,07 471" 487" 003 368" 373" 0,04
Novembro 206 182 5,39 A° 4,83 Bede 0,04 4418 4572 003 3397 3427 0,01
Dezembro 98 128 5607  4878%% 005 448°%* 475" 002 324" 3314 0,02

ab Médias ajustadas, na mesma coluna, seguidas de letras minusculas distintas diferem entre si P<0,05
AB Médias ajustadas, na mesma linha, seguidas de letras maiusculas distintas diferem entre si P<0,05

6v
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Houve efeito da presenga da infecgao intramamaria sobre o logCCS, sendo
que os quartos mamarios infectados apresentaram maior logCCS do que os quartos
mamarios nado infectados. Também, foi observado o efeito do més de coleta sobre o
logCCS para os grupos de quartos mamarios infectados e nao infectados. Para os
dois grupos, comparando os meses com maior e menor meédia do logCCS; foi o més
junho que apresentou os maiores logCCS (5,74 e 5,10; respectivamente). No
entanto, nos quartos mamarios infectados, o més com menor média do logCCS foi

margo (5,23) e para os quartos mamarios nao infectados foi o més outubro (4,52).

Foi encontrado efeito significativo da presenga de infeccdo intramamaria
sobre o teor de lactose do leite, somente nos meses de margo, junho, novembro e
dezembro. Nestes meses, as concentracbes de lactose foram mais baixas nos
quartos mamarios infectados do que nos quartos mamarios nao infectados. Houve
também, efeito do més de coleta sobre o teor de lactose do leite. Nos quartos
mamarios infectados e nao infectados o més junho apresentou as menores
concentragbes de lactose (3,83% e 4,22%; respectivamente), mas nos quartos
mamarios nao infectados os meses com maiores teores de lactose foram agosto e

outubro (4,84% e 4,87%; respectivamente).

A presenca de infecgao intramamaria apresentou efeito sobre o teor de
proteina do leite somente nos meses fevereiro, mar¢go e junho. Para os meses
fevereiro e margco os baixos teores de proteina do leite foram obtidos nos quartos
mamarios infectados do que nos nao infectados. Em contrapartida, no més junho foi
observado que nos quartos mamarios infectados a porcentagem de proteina do leite
foi maior do que nos quartos mamarios nao infectados. O més de coleta também foi
significativo sobre o teor de proteina do leite tanto para os grupos de quartos
mamarios infectados quanto para os quartos mamarios nao infectados.
Considerando o primeiro grupo de quartos mamarios, o maior teor de proteina foi
encontrado no més junho (4,17%) e os menores teores em janeiro (3,26%) e
dezembro (3,24%); e, para o segundo grupo de quartos mamarios o maior teor de
proteina do leite foi verificado em junho (4,03%) e o menor teor em dezembro
(3,31%).
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4.2.2 Efeito do tipo de microrganismo isolado sobre o logCCS e composicao do leite

em quartos mamarios

O efeito da interacédo entre o tipo de microrganismo isolado com o més de
coleta foi significativo sobre o logCCS e os teores de lactose e ESD do leite. Por
isso, o efeito principal do tipo de microrganismo isolado sobre os teores de proteina

e gordura do leite esta expresso na tabela 6.



Tabela 6 - Efeito do tipo de microrganismo isolado sobre os teores de proteina e gordura do leite em amostras de quartos mamarios de vacas Gir

Isolamento
S. aureus SCN! Coryne? S. dysg® S. uberis negativo
Constituintes  (n=434) EPM (n=405) EPM (n=501) EPM (n=18) EPM (n=53) EPM (n=1429) EPM P
Proteina (%) 3,42 0,01 3,56 0,01 358 002 336 0,08 3,52 0,05 3,64 0,01 0,07
Gordura (%) 168" 005 164" 005 159° 004 194" 0,32 1,98 0,11 1,918 0,03 0,02

! Staphylococcus coagulase negativa, 2 Corynebacterium sp., 3Streptococ(:us dysgalactiae

ABmédias, na mesma linha, quando seguidas por letras distintas diferem entre si a P<0,05 pelo teste de Duncan

[AS]
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Houve efeito significativo do tipo de microrganismo isolado somente sobre o
teor de gordura do leite. Ao isolar Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis
o teor de gordura do leite foi maior (1,94% e 1,98%; respectivamente) do que

quando isolado Corynebacterium sp. (1,59%).

A distribui¢cao dos teores de proteina e gordura do leite em relagdo aos meses

de coleta esta apresentada na tabela 7:

Tabela 7 - Efeito do més de coleta sobre os teores de proteina e gordura do leite em amostras
de quartos mamarios infectados e ndo infectados de vacas Gir

Constituintes (%)

Més n Proteina EPM Gordura EPM
Janeiro 150 3,29F 0,03 1,91BCPE 0,07
Fevereiro 365 3,44FF 0,01 1,50 FF 0,05
Margo 372 3,56 CPE 0,01 1,66 °°FF 0,05
Abril 273 3,74 "% 0,02 1,61 °FF 0,08
Maio 364 3,80° 0,02 1,91 BCOE 0,05
Junho 190 4,07% 0,05 2,37"® 0,08
Julho 125 3,68°5¢P 0,04 1,55 PFF 0,07
Agosto 220 3,564 °F 0,02 2,1178¢ 0,07
Setembro 59 3,58 C°PE 0,03 1,60 °FF 0,12
Outubro 107 3,72°¢°P 0,04 2,564 0,09
Novembro 388 3,41°FF 0,01 1,42F 0,04
Dezembro 227 3,28° 0,02 1,988¢P 0,07
Probabilidade <0,0001 <0,0001

AB. C médias, na mesma coluna, quando seguidas de letras distintas diferem entre si a P<0,05 pelo teste de

Sheffe

Constatou efeito do més de coleta sobre os teores de proteina e gordura do
leite. O més junho apresentou a maior média do teor de proteina (4,07%) do que os
meses janeiro e dezembro (3,29% e 3,28%; respectivamente). Foi no més outubro
gue se observou o teor mais elevado de gordura do leite (2,56%) comparado com o

més novembro com baixo teor de gordura (1,42%).

O efeito significativo da interagdo entre o tipo de microrganismo isolado e o
més de coleta foi observado sobre o logCCS e os teores de lactose e ESD do leite
(Tabelas 8 a 10).



Tabela 8 - Efeito do tipo de microrganismo isolado e do més de coleta sobre o logCCS em amostras de leite de quartos mamarios de vacas Gir

Isolamento
Més n S.aureus EPM n SCN' EPM n Cory? EPM n Dysga® EPM n S.uberis EPM n negativo EPM
Janeiro 31 5738 011 22 532" 013 40 560°%* 011 3 532" 043 7 533% 025 47 645" 0,11
Fevereiro 56 511% 011 89 507% 008 88 503% 007 4 640" 006 12 512°%° 020 115 4,69°° 0,06
Marco 69 538" 010 63 521%° 009 73 503% 008 4 608" 022 5 554" (029 157 481°° 0,05
Abril 23 539" 017 58 538" 010 34 505 010 1 427" . . . . 157 505% 0,06
Maio 57 515% 0,10 41 546" 011 84 533" 007 . . . 8 536" 015 174 487% 0,06
Junho 9 576 021 12 556" 012 34 588" 0,09 . . . 6 530" 012 128 5108 0,06
Julho 2 645" 007 5 506°° 026 2 492°° 004 1 330°% . . . . 115 479%° 0,07
Agosto 54 557" 010 26 460% 016 16 504% 023 1 674" 2 480°% 050 121 465°% 0,07
Setembro 15 5,452 024 4 555 025 10 510" 0,28 1 6,48 ° 2 6,08 040 27 500 0,20
Outubro 8 5277 022 10 490" 023 12 502" 022 . . . 14,9078 . 76 452% 0,08
Novembro 72 527" 009 53 540" 010 70 516% 098 2 637" 013 9 612" 017 182 483% 0,06
Dezembro 38 527" 010 22 556" 014 36 540™ 010 1 617°°%® 1 637" . 128  487°% 0,06

! Staphylococcus sp. coagulase negativa. 2 Corynebacterium sp. s Streptococcus dysgalactiae.
A B Médias ajustadas, na mesma linha, seguidas de letras maiusculas distintas diferem entre si em P<0,05
b Médias ajustadas, na mesma coluna, seguidas de letras mintsculas distintas diferem entre si em P<0,05
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Tabela 9 - Efeito do tipo de microrganismo isolado e do més de coleta sobre o teor de lactose do leite em amostras de quartos mamarios de vacas Gir

Isolamento
Més n S.aureus EPM n SCN' EPM n Cory? EPM n Dysga® EPM n S.uberis EPM n negativo EPM
Janeiro 31 4.44° 008 22 449° 010 40 443° 008 3 466 006 7 4,41° 0,14 47  454° 0,07
Fevereiro 56 4,54"% 009 89 453% 006 88 465° 003 4 383% 018 12 458" 010 115 468" 0,03
Marco 69 4,415 0,07 63 436% 0,08 73 455%% 004 4 424" 015 5 426" 035 157 458" 0,03
Abril 23 432%® 007 58 436° 005 34 446° 0,05 1 4,84° . . . 157  4,44° 0,03
Maio 57  4,48° 007 41 438° 006 84 440° 0,04 8 4,37° 0,18 174  444° 0,04
Junho 9 4,03 0,18 12 437" 007 34 347% o017 . . 6 455" 0,08 128 422”° 0,07
Julho 2 417%* 0005 5 484° 010 2  480° 029 1 5,36 2 . . . 115  4,65° 0,05
Agosto 54  4,60° 005 26 4927 004 16 4,77° 0,07 1 4,16 *° 2 4,92° 027 121 48427 0,03
Setembro 15 4,487 010 4  450%® 007 10 471 0,09 1 4,20 2 3,39 005 27 464% 0,08
Outubro 8 4,74° 023 10 486° 0,07 12 455* 012 . . . 1 4,80° . 76  4,87% 0,03
Novembro 72 437°%" 008 53 440% 010 70 460" 005 2 349 106 9 3,55 0,40 182 457" 0,04
Dezembro 38 4,44 008 22 442% 014 36 4607 004 1 4587°°® 1 2,21°° 128 4,75™ 0,02

! Staphylococcus sp. coagulase negativa. 2 Corynebacterium sp. ® Streptococcus dysgalactiae.
A8 Médias ajustadas, na mesma linha, seguidas de letras mailsculas distintas diferem entre si em P<0,05
2P Médias ajustadas, na mesma coluna, seguidas de letras minusculas distintas diferem entre si em P<0,05
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Tabela 10 - Efeito do tipo de microrganismo isolado e do més de coleta sobre o teor de extrato seco desengordurado do leite em amostras de quartos

mamarios de vacas Gir

Isolamento
Més n__S.aureus EPM _n_SCN' EPM_n_ Cory? EPM n_Dysga’ EPM__n__ S.uberis EPM__n__ negativo EPM
Janeiro 31 8,60° 0,08 22 888° 011 40 8,71 0,09 3 915° 0,29 7 8,94° 0,25 47 9,94 % 0,07
Fevereiro 56 876 008 89 897% 007 8 907" 004 4 84852 031 12 883°° 012 115 9,22 0,05
Margo 69 885%° 008 63 900°% 007 73 908" 005 4 862" 014 5 8,897 019 157 922" 0,03
Abril 23 8,87 2 0,10 58 9112%® 006 34 906 008 1 924° . . . 157 9,20 ° 0,04
Maio 57 9,112 0,07 41 921% 0,07 84 9,27 0,05 8 9,02% 0,19 174 928" 0,04
Junho 9 8818 031 12 938" 009 34 877% 0116 . . 6 9,65% 0,01 128 924" 0,06
Julho 2 8,852 038 5 9,582 0,22 2 944 049 1 969°2 . . . 115 9,36 0,07
Agosto 54 9,90 2 007 26 9392 007 16 926 012 1 834%® 2 9,052 0,72 121 9,39° 0,05
Setembro 15 9,10° 015 4 911 0412 10 923 0,12 1 846%® 2 8,46° 0,01 27 9,17 « 0,10
Outubro 8 9,302 020 10 957% 0,0 12 9,31 0,07 . . . 1 9,53 . 76 9,642 0,04
Novembro 72 857 011 53 861% 012 70 898 007 2 729" 127 9 755 054 182 885°° 0,06
Dezembro 38 8,73 %° 010 22 872% 015 36 895" 008 1 844" 1 6,68 B¢ 128 9,11°¢ 0,04

! Staphylococcus sp. coagulase negativa. 2 Corynebacterium sp. 3Streptococcus dysgalactiae.

AB Médias ajustadas, na mesma linha, seguidas de letras maiusculas distintas diferem entre si em P<0,05
2P Médias ajustadas, na mesma coluna, seguidas de letras minusculas distintas diferem entre si em P<0,05

9G
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O tipo de microrganismo isolado sobre o logCCS nao foi significativo apenas
no més setembro. No més de janeiro, o logCCS foi maior quando nao se isolou
microrganismos (logCCS=6,45) quando comparado as amostras com isolamento de
Staphylococcus aureus e Corynebacterium sp. que apresentaram as menores
médias do logCCS (5,73 e 5,60; respectivamente). Ja no més fevereiro, amostras
com isolamento de Streptococcus dysgalactiae apresentaram maior logCCS (6,40)
do que amostras negativas (logCCS=4,69). Em marg¢o, o maior valor da CCS foi
observado ao isolar Staphylococcus aureus e Streptococcus dysgalactiae
(logCCS=5,38 e 6,08; respectivamente). No entanto, o menor logCCS foi observado
em amostras negativas (logCCS=4,81). No més maio, o isolamento de
microrganismos aumentou o logCCS quando comparado as amostras negativas.
Exceto para as amostras com isolamento de Streptococcus dysgalactiae e
Streptococcus uberis, nos meses abril e dezembro, os maiores logCCS foram
obtidos em amostras com isolamento microbiano do que amostras negativas. Para o
més junho, amostras negativas apresentaram menor logCCS (5,10) do que amostras
com crescimento microbiano, exceto para amostras com isolamento de
Streptococcus uberis que nao diferiram das demais bactérias e amostras negativas.
Em julho, o maior logCCS (6,45) foi verificado em amostras com isolamento de
Staphylococcus aureus comparadas as amostras negativas e com aquelas onde ha
presenca de outras bactérias. Altos valores do logCCS foram observados, no més
agosto, nas amostras com isolamento de Staphylococcus aureus e Streptococcus
dysgalactiae (5,57 e 6,74); consequentemente, baixos logCCS foram obtidos no
isolamento das demais bactérias e em amostras negativas. No més outubro,
comparando os maiores com os menores valores do logCCS foi em amostras com
crescimento de Staphylococcus aureus e Corynebacterium sp. que se notou os
maiores valores do logCCS (5,27 e 5,02; respectivamente) e as amostras negativas
apresentaram a menor média do logCCS (4,52). Em novembro, os maiores
resultados de CCS foram obtidos ao isolar Staphylococcus aureus, Staphylococcus
sp. coagulase negativa, Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae; seguido
pelo Corynebacterium sp.. No entanto, o menor logCCS foi observado nas amostras

negativas.

Houve efeito do més de coleta sobre o logCCS em todos os tipos de

microrganismos isolados e amostras negativas. Para quartos mamarios com
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isolamento de Staphylococcus aureus, os meses que apresentaram as menores
médias foram fevereiro e abril (logCCS=5,11 e 5,39; respectivamente), sendo que as
maiores meédias do logCCS foram obtidas nos demais meses, exceto outubro,
novembro e dezembro que ndo diferiram dos outros meses. Nas amostras com
crescimento de Staphylococcus sp. coagulase negativa os maiores valores do
logCCS foram observados em abril, maio, junho, novembro e dezembro, mas foi no
més agosto que se notou o menor logCCS (4,60). Para as amostras com isolamento
de Corynebacterium sp. o més que apresentou alto valor da CCS (logCCS=5,88) foi
junho, mas os meses fevereiro, margo, agosto, outubro e novembro apresentaram os
menores valores de CCS. No isolamento de Streptococcus dysgalactiae os meses
com maiores logCCS foram fevereiro, margo, agosto, setembro e novembro, mas
abriil e julho apresentaram menores médias do logCCS (4,27 e 3,30;
respectivamente). Amostras de leite com isolamento de Streptococcus uberis tiveram
maiores logCCS nos meses novembro (6,12) e dezembro (6,37), enquanto que os
meses janeiro, fevereiro, maio, junho e agosto apresentaram os menores valores do
logCCS. Os valores do logCCS, de amostras negativas, variaram entre os meses de
coleta; os maiores valores foram obtidos nos meses janeiro, abril, maio e junho, mas

as menores médias do logCCS foram obtidas em fevereiro, agosto e outubro.

N&o houve efeito do tipo de microrganismos isolados sobre o teor de lactose
do leite para os meses janeiro, abril, maio, julho, agosto, setembro e outubro.
Entretanto, em fevereiro o maior teor de lactose (4,68%) foi obtido nas amostras sem
isolamento microbiano, mas o seu baixo teor (3,83%) foi encontrado em amostras
com crescimento de Streptococcus dysgalactiae. Também, no més margo, as
amostras negativas apresentaram maior teor de lactose (4,58%) do que em
amostras com isolamento de Staphylococcus aureus e Staphylococcus sp.
coagulase negativa (4,41% e 4,36%; respectivamente). Resultados diferentes foram
obtidos em junho, no qual, a menor concentragédo de lactose (3,47%) foi observada
em amostras com crescimento de Corynebacterium sp. quando comparadas aos
demais isolamentos. Em novembro, as altas porcentagens de lactose foram
encontradas nas amostras com isolamento de Corynebacterium sp. e amostras
negativas (4,60% e 4,57%; respectivamente) e as baixas concentragbes de lactose
nos caos em que Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae foram

encontrados (3,49% e 3,55%; respectivamente). No més dezembro, as amostras
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sem isolamento microbiano apresentaram maior teor de lactose (4,75%) do que

amostras com crescimento de Streptococcus uberis (2,21%).

Observou-se efeito do més de coleta sobre o teor de lactose do leite para
todos os microrganismos isolados e amostras negativas. Nas amostras com
isolamento de Staphylococcus aureus os meses que apresentaram maiores teores
de lactose foram janeiro, fevereiro, margo, maio, agosto, setembro, outubro e
dezembro; mas os menores valores de lactose foram obtidos no més junho (4,03%).
No isolamento de Staphylococcus sp. coagulase negativa as altas concentragdes de
lactose foram encontradas em julho (4,84%), agosto (4,92%) e outubro (4,86%) e os
demais meses de coleta foram obtidos os baixos valores de lactose. Considerando
as amostras com isolamento de Corynebacterium sp. o més que apresentou 0 menor
teor de lactose (3,47%), comparado aos demais, foi junho. No isolamento de
Streptococcus dysgalactiae os meses com maiores valores de lactose foram janeiro
(4,66%), abril (4,84%) e julho (5,36%), mas os menores teores de lactose foram
observados nos meses fevereiro (3,83%) e novembro (3,49%). Analisando o grupo
de amostras com Streptococcus uberis as altas concentragbes de lactose foram
encontradas nos meses janeiro, fevereiro, margo, maio, junho, agosto e outubro;
entretanto, o baixo valor de lactose do leite foi notado em dezembro (2,21%). Para
as amostras negativas, foram nos meses de agosto, outubro e dezembro que se
obtiveram as maiores porcentagens de lactose do leite (4,84%; 4,87%; 4,75%
respectivamente), enquanto que, em junho o teor de lactose foi o mais baixo
(4,22%).

N&o houve efeito do tipo de microrganismo isolado sobre o teor de ESD nos
meses de janeiro, abril, maio, julho, agosto, setembro e outubro. Contudo, em
fevereiro, o alto teor de ESD foi obtido nas amostras negativas (9,22%) e os
menores valores de ESD quando isolado Staphylococcus aureus (8,76%). No més
de margo, as maiores concentragdes de ESD foram encontradas em amostras com
isolamento de Corynebacterium sp. (9,08%), Streptococcus dysgalactiae (8,62%) e
amostras negativas (9,22%), porém, os menores teores de ESD foram observados
ao isolar Staphylococcus aureus (8,85%) e Staphylococcus sp. coagulase negativa
(9,00%). Em junho, os maiores teores de ESD foram observados em Staphylococcus
sp. coagulase negativa (9,38%), Streptococcus uberis (9,65%) e amostras negativas

(9,24%), mas os menores valores de ESD foram verificados em Staphylococcus
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aureus (8,81%) e Corynebacterium sp. (8,77%). Para amostras coletadas em
novembro, os maiores teores de ESD foram obtidos para Streptococcus uberis
(7,29%) e Streptococcus dysgalactiae (7,55%) e os menores em Staphylococcus
aureus (8,57%) e Staphylococcus sp. coagulase negativa (8,61%). Por fim, no més
de dezembro as maiores porcentagens de ESD foram encontradas em amostras
com Streptococcus dysgalactiae (8,44%) e amostras negativas (9,11%), mas os
menores teores foram obtidos ao isolar Staphylococcus aureus (8,73%),
Staphylococcus sp. coagulase negativa (8,72%) e Streptococcus uberis (6,68%)

Foi, somente, para amostras com isolamento de Corynebacterium sp. que nao
se verificou efeito do més de coleta sobre o ESD. Considerando as amostras com
isolamento de Staphylococcus aureus os maiores teores de ESD foram obtidos nos
meses abril, maio, julho, agosto, setembro e outubro, os menores valores de ESD
foram encontrados em janeiro (8,60%), fevereiro (8,76%), novembro (8,57%) e
dezembro (8,73%). Para Staphylococcus sp. coagulase negativa foram nos meses
maio, junho, julho, agosto e outubro que se obtiveram os maiores teores de ESD,
mas em novembro, foi verificado a mais baixa concentracdo de ESD do leite
(8,61%). Altas porcentagens de ESD, em amostras com isolamento de
Streptococcus dysgalactiae foram encontradas nos meses de janeiro (9,15%),
fevereiro (8,48%), marco (8,62%), abril (9,24%) e julho (9,69%) e o menor valor de
ESD em novembro (7,29%). Amostras com isolamento de Streptococcus uberis
apresentaram maiores médias de ESD nos meses junho (9,65%) e agosto (9,05%) e
menores teores de ESD em novembro (7,55%) e dezembro (6,68%). Nas amostras
sem isolamento microbiano o més de outubro apresentou o maior teor de ESD do

leite (9,64%) e 0 més novembro o menor valor (8,85%).

4.2.3 Efeito do isolamento de patdégenos (primarios e secundarios) sobre o logCCS e

composic¢ao do leite de quartos mamarios

Sobre o teor de ESD do leite ndo houve efeito da interagao entre o isolamento
de patdgenos e més de coleta. Analisando portanto; somente o efeito principal do

isolamento de patdgenos sobre o teor de ESD foi observado efeito altamente
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significativo (P<0,0001) do isolamento de patdégenos sobre o ESD. O maior teor
deste constituinte do leite foi encontrado nas amostras sem isolamento (9,21%),
seguido pelas amostras com isolamento de patégenos secundarios (9,11%) e por
fim, com a menor porcentagem de ESD do leite (8,98%) para as amostras com
isolamento de patdgenos primarios.

O efeito do més de coleta sobre o teor de ESD do leite esta apresentado na
tabela 11:

Tabela 11 - Efeito do més de coleta sobre o teor de extrato seco desengordurado do leite em
amostras de quartos mamarios infectados e nao infectados de vacas Gir

Constituinte (%)

Més n ESD* EPM
Janeiro 150 8,81° 0,04
Fevereiro 365 9,04 ¢ 0,03
Marco 372 9,07°¢ 0,03
Abril 273 9,10 8¢ 0,03
Maio 364 9,26 0,03
Junho 190 9,105 0,05
Julho 125 9,21AC 0,07
Agosto 220 9,304 0,03
Setembro 59 9,288 0,06
Outubro 107 9,334 0,03
Novembro 388 8,75° 0,04
Dezembro 227 8,89° 0,03
Probabilidade <0,0001

! Extrato seco desengordurado

AB.C medias ajustadas na mesma coluna quando seguidas de letras distintas diferem entre si a P<0,05

Houve efeito do més de coleta sobre o teor de ESD, onde os maiores valores
foram observados em maio (9,26%), agosto (9,30%) e outubro (9,33%) e os
menores teores em janeiro (8,81%), novembro (8,75%) e dezembro (8,89%).

Verificou-se efeito da interagdo entre o isolamento de patdégenos (primarios e
secundarios) com o més de coleta sobre 0 logCCS e os teores de lactose, proteina e

gordura do leite (Tabelas 12 a 15).



Tabela 12 - Efeito do isolamento de patdgenos (priméarios e secundarios) e do més de coleta sobre o logCCS em amostras de leite de quartos
mamarios de vacas Gir

LogCCS (CCSx 10° cél/mL)

Més n Primérios * EPM n  Secundarios? EPM n Negativo  EPM
Janeiro 41 5,63 A2 0,09 62 5,50 A2 0,08 47 4,99 Bab 0,11
Fevereiro 72 5,18 A° 0,10 177 5,05 A° 0,05 115 4,69 B 0,06
Marco 78 5,43 A° 0,09 136 5,12 B¢ 0,06 157 4,81 P 0,05
Abril 24 5,34 P 0,17 92 5,26 ° 0,07 157 5,05 2 0,06
Maio 65 5,18 AP 0,09 125 5,37 AP 0,06 174 4,87 B° 0,06
Junho 15 5,57 A% 0,14 46 5,79 A2 0,08 128 5,10 B2 0,06
Julho 3 5,40 % 1,05 7 5,02 b 0,18 115 4,79 ° 0,07
Agosto 67 5,56 A2 0,10 42 4,77 B 0,13 121 4,65 B 0,07
Setembro 18 5,58 A2 0,21 14 5,23 ABbd 0,21 27 5,00 BaP 0,20
Outubro 9 5,23 AP 0,20 22 4,97 A 015 76 4,52 B¢ 0,08
Novembro 83 5,59 A2 0,08 123 5,26 B 0,06 182 4,83 ©° 0,06
Dezembro 40 5,81 "2 0,09 58 5,46 B° 0,08 128 4,87 °° 0,06

! Patégenos primarios: S.aureus, S. uberis e S. dysgalactiae

2 Patégenos secundarios: Staphylococcus sp.coagulase negativa, Corynebacterium sp.

A B Médias ajustadas, na mesma linha, seguidas de letras mailsculas distintas diferem entre si em P<0,05
2b Medias ajustadas, na mesma coluna, seguidas de letras minusculas distintas diferem entre si em P<0,05
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Tabela 13 - Efeito do isolamento de patégenos (primarios e secundarios) e do més de coleta sobre o teor de lactose do leite em amostras de
quartos mamarios de vacas Gir

Lactose (%)

Més n Primarios * EPM n  Secundarios? EPM n Negativo  EPM
Janeiro 41 4,45 % 0,06 62 4,45 " 0,06 47 4,54 ° 0,07
Fevereiro 72 4,51 Bap 0,07 177 4,59 ABP 0,03 115 4,68 A° 0,03
Marco 78 4,39 BaP 0,07 136 4,46 "Bv° 0,04 157 4,58 A° 0,03
Abril 24 4,34 ® 0,07 92 4,40 ° 0,03 157 4,44 ¢ 0,03
Maio 65 4,37 % 0,07 125 4,40 ° 0,03 174 4,44 ¢ 0,04
Junho 15 4,24 *° 0,13 46 3,70 B 0,14 128 4,22 7° 0,07
Julho 3 4,57 ® 0,39 7 4,832 0,09 115 4,65 0,05
Agosto 67 4,61 52 0,05 42 4,86 " 0,04 121 4,84 "a 0,03
Setembro 18 4,40 % 0,09 14 4,65 a° 0,07 27 4,64 @ 0,08
Outubro 9 4,752 0,20 22 4,69 2 0,08 76 4,87 2 0,03
Novembro 83 4,26 B° 0,09 123 4,51 Abc 0,05 182 4,57 A° 0,04
Dezembro 40 4,39 Bap 0,09 58 4,54 B 0,06 128 4,75 " 0,02

! Patégenos primarios: S.aureus, S. uberis e S. dysgalactiae

2 Patégenos secundarios: Staphylococcus sp.coagulase negativa, Corynebacterium sp.

A B Médias ajustadas, na mesma linha, seguidas de letras maiusculas distintas diferem entre si em P<0,05
ab Médias ajustadas, na mesma coluna, seguidas de letras minusculas distintas diferem entre si em P<0,05
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Tabela 14 - Efeito do isolamento de patdégenos (primarios e secundarios) e do més de coleta sobre o teor de proteina do leite em amostras de
quartos mamarios de vacas Gir

Proteina (%)

Més n Primarios * EPM n  Secundarios? EPM n Negativo  EPM
Janeiro 41 3,22° 0,05 62 3,29 0,05 47 3,36 1 0,04
Fevereiro 72 3,25 ¢° 0,03 177 3,44 B 0,02 115 3,54 Aef 0,03
Marco 78 3,47 B 0,04 136 3,55 Abce 0,03 157 3,61 Ade 0,03
Abril 24 3,58 Bap 0,06 92 3,73 ABMd 0,04 157 3,77 A° 0,02
Maio 65 3,63 % 0,05 125 3,84 7P 0,03 174 3,84 7P 0,03
Junho 15 3,918 0,12 46 4,25 ha 0,10 128 4,03 Ba 0,06
Julho 3 3,52 3¢ 0,27 7 3,60 ° 0,22 115 3,69 0,04
Agosto 67 3,53° 0,05 42 3,50 ¢ 0,05 121 3,55 °f 0,03
Setembro 18 3,64 % 0,07 14 3,57 °% 0,06 27 3,55 0,04
Outubro 9 3,56 ™ 0,09 22 3,73 0,08 76 3,73°¢ 0,05
Novembro 83 3,34 « 0,03 123 3,43° 0,02 182 3,42f 0,02
Dezembro 40 3,21° 0,05 58 3,27 0,05 128 3,319 0,03

! Patégenos primarios: S.aureus, S. uberis e S. dysgalactiae

2 Patégenos secundarios: Staphylococcus sp.coagulase negativa, Corynebacterium sp.

A B Médias ajustadas, na mesma linha, seguidas de letras maiusculas distintas diferem entre si em P<0,05
ab Médias ajustadas, na mesma coluna, seguidas de letras minusculas distintas diferem entre si em P<0,05
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Tabela 15 - Efeito do isolamento de patégenos (primarios e secundarios) e do més de coleta sobre o teor de gordura do leite em amostras de
quartos mamarios de vacas Gir

Gordura (%)

Més n Primarios * EPM n  Secundarios? EPM n Negativo  EPM
Janeiro 41 1,74 © 0,10 62 1,90 2 0,14 47 2,07 °° 0,13
Fevereiro 72 1,30 ¢ 0,10 177 1,57 ¢ 0,08 115 1,517 0,08
Marco 78 1,70 AB¢ 0,14 136 1,42 B° 0,08 157 1,85 Ac® 0,09
Abil 24 1,42 Abcd 0,21 92 1,40 B° 0,12 157 1,76 A% 0,11
Maio 65 1,92 ABbe 0,13 125 1,68 Bb° 0,08 174 2,07 A 0,09
Junho 15 2,642 0,20 46 2,17 @ 0,15 128 2,412 0,10
Julho 3 1,44 2 0,22 7 1,86 & 0,22 115 1,54 " 0,08
Agosto 67 2,18 A 0,16 42 1,68 Bb° 0,14 121 2,22 A 0,10
Setembro 18 1,93 Aac 0,24 14 1,08 B¢ 0,14 27 1,65 AP 0,18
Outubro 9 2,62 % 0,32 22 2,42° 0,24 76 2,602 0,11
Novembro 83 1,32 ¢ 0,06 123 1,33 °¢ 0,07 182 1,52 0,07
Dezembro 40 1,92 °° 0,20 58 1,94 2 0,14 128 2,01 < 0,10

! Patégenos primarios: S.aureus, S. uberis e S. dysgalactiae

2 Patégenos secundarios: Staphylococcus sp.coagulase negativa, Corynebacterium sp.

AB Médias ajustadas, na mesma linha, seguidas de letras mailsculas distintas diferem entre si em P<0,05
2P Medias ajustadas, na mesma coluna, seguidas de letras mintsculas distintas diferem entre si em P<0,05

g9



66

Nao houve efeito do isolamento de patdogenos sobre o logCCS para os meses
abril e julho. No entanto, nos meses janeiro, fevereiro, maio, junho e outubro o
isolamento de patdégenos primarios e secundarios aumentou o logCCS quando
comparados ao logCCS de amostras negativas (com menor valor do logCCS). Ja em
marg¢o, novembro e dezembro, os maiores valores do logCCS foram obtidos ao
isolar patégenos primarios, seguido pelo isolamento de patdégenos secundarios e,
por fim, com menor média do logCCS em amostras negativas. No més de agosto,
tanto amostras com isolamento de patégenos secundarios quanto amostras
negativas apresentaram as menores médias do logCCS do que amostras com
crescimento de patdgenos primarios. Valores do logCCS de amostras, coletadas em
setembro, com isolamento de patégenos secundarios nao diferiram do logCCS
provenientes tanto das amostras com crescimento de patdégenos primarios (que
apresentaram maior média) quanto das amostras negativas (com baixo valor do
logCCS).

Foi observado efeito do més de coleta sobre o0 logCCS para as amostras tanto
com isolamento de patdgenos (primarios e secundarios) quanto para as amostras
negativas. Para as amostras com crescimento de patdégenos primarios os maiores
logCCS foram observados nos meses janeiro (logCCS=5,63), setembro
(logCCS=5,58), novembro (logCCS=5,59) e dezembro (logCCS=5,81), mas os
menores valores de CCS foram obtidos nos meses fevereiro (logCCS=5,18), margo
(logCCS=5,43), abril (logCCS=5,34), maio (logCCS=5,18), e outubro (logCCS=5,23).
Considerando amostras com isolamento de patégenos secundarios, o maior valor do
logCCS foi encontrado em junho (5,79) e o menor logCCS em agosto (4,77). Em
amostras negativas, altos valores da CCS foram observados em abril (logCCS=5,05)
e junho (logCCS=5,10). Porém, o menor logCCS foi obtido em outubro (4,52).

Houve efeito do isolamento de patdgenos (primarios e secundarios) sobre o
teor de lactose, somente, nos meses fevereiro, margo, junho, agosto, novembro e
dezembro. Nos meses fevereiro e margo os maiores teores de lactose foram obtidos
em amostras negativas (4,68% e 4,58%; respectivamente) e os menores valores em
amostras com isolamento de patdégenos primarios (4,51% e 4,39%;
respectivamente); teores de lactose referentes as amostras com isolamento de
patdgenos secundarios nao diferiram tanto das amostras com patégenos primarios
quanto das amostras negativas. Porém, em junho, os altos teores de lactose foram

observados tanto em amostras com isolamento de patdgenos primarios (4,24%)
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quanto negativas (4,22%) comparados aos teores das amostras com patdégenos
secundarios (3,70%). Diferentemente, nos meses agosto e novembro elevadas
concentracbes de lactose foram obtidas em amostras com patégenos secundarios
(4,86% e 4,51%; respectivamente) em amostras negativas (4,84% e 4,57%;
respectivamente) do que em amostras com isolamento de patdgenos primarios
(4,61% e 4,26%; respectivamente). Em dezembro, o maior teor de lactose foi
encontrado em amostras negativas (4,75%) do que em amostras com isolamento de
patogenos tanto primarios (4,39%) quanto secundarios (4,54%).

Tanto para amostras com isolamento microbiano quanto amostras negativas,
houve efeito do més de coleta sobre o teor de lactose do leite. Para todas estas
situacdes, os meses com maiores teores de lactose foram agosto (4,61%; 4,86% e
4,84%:; respectivamente) e outubro (4,75%; 4,69% e 4,87%; respectivamente). Os
menores valores de lactose, para amostras com isolamento de patégenos primarios
foram junho (4,24%) e novembro (4,26%), para as amostras com isolamento de
patdbgenos secundarios e amostras negativas foi o més junho (3,70% e 4,22%;
respectivamente).

Foi notado efeito do isolamento de patdégenos (primarios e secundarios) sobre
o teor de proteina do leite nos meses de fevereiro, margo, abril, maio e junho.
Amostras negativas apresentaram maior teor de proteina (3,54%), quando coletadas
em fevereiro, do que amostras com isolamento de patégenos secundarios (3,44%) e
0s menores valores foram observados em amostras com isolamento de patégenos
primarios (3,25%). Em margco e maio concentragbes elevadas de proteina do leite
foram obtidas ao isolar patégenos secundarios (3,55% e 3,84%; respectivamente) e
amostras negativas (3,61% e 3,84%; respectivamente) do que em amostras com
crescimento de patdgenos primarios (3,47% e 3,63%; respectivamente). Para as
amostras coletadas em abiril, alto valor de proteina do leite foi observado nos casos
de amostras negativas (3,77%) e as baixas porcentagens em amostras com
isolamento de patégenos primarios (3,58%). No entanto, no més de junho, o maior
teor de proteina foi obtido em amostras com patégenos secundarios (4,25%) e os
menores tanto em amostras negativas (4,03%) quanto com patégenos primarios
(3,91%).

Houve efeito do més de coleta sobre o teor de proteina do leite tanto em
amostras com isolamento de patégenos quanto negativas. Para as amostras com

isolamento de patdégenos primarios o maior teor de proteina foi observado no més
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junho (3,91%) e os menores em janeiro (3,22%), fevereiro (3,25%) e dezembro
(3,21%). Alta concentracdo de proteina do leite, em amostras com patdégenos
secundarios, foi obtida em junho (4,25%) e a baixa em dezembro (3,27%).
Considerando as amostras sem isolamento de patdgenos, o maior valor de proteina
do leite, também, foi encontrado em junho (4,03%) e o menor em dezembro (3,31%).

Efeito do isolamento de patégenos (primarios e secundarios) foi significativo
sobre o teor de gordura do leite, apenas nos meses margo, abril, maio, agosto e
setembro. Nos meses de margo e maio os maiores teores de gordura foram obtidos
em amostras negativas (1,85% e 2,07%; respectivamente) e os menores valores ao
isolar patdgenos secundarios (1,42% e 1,68%; respectivamente). Em abril, agosto e
setembro altas porcentagens de gordura foram encontradas em amostras com
crescimento de patdégenos primarios (1,42%; 2,18% e 1,93%; respectivamente) e
negativas (1,76%; 2,22% e 1,65%; respectivamente) do que em amostras com
patogenos secundarios (1,40%; 1,68% e 1,08%; respectivamente).

Verificou efeito do més de coleta sobre o teor de gordura do leite em amostras
negativas e com isolamento de patdgenos (primarios e secundarios). Considerando
todas as amostras com crescimento de patdégenos primarios o més com maior teor
de gordura do leite foi junho (2,64%) e com os menores valores os meses fevereiro
(1,30%) e novembro (1,32%). Altas porcentagens de gordura do leite, em amostras
com isolamento de patégenos secundarios, foram obtidas nos meses de junho
(2,17%) e outubro (2,42%) e as menores em fevereiro (1,57%), margo (1,42%), abril
(1,40%), setembro (1,08%) e novembro (1,33%). Foi em junho que se encontrou o
maior teor de gordura do leite (2,60%) em amostras negativas, e os menores valores
em fevereiro (1,51%), julho (1,54%) e novembro (1,52%).

4.2.4 Efeito do rebanho, quarto mamario e més de coleta sobre o logCCS e
composicao do leite em amostras sem isolamento microbiano de quartos

mamarios

Considerando o conjunto de dados de amostras sem isolamento microbiano,
totalizando 1429 observagdes dos trés rebanhos estudados, a média geral do
logCCS foi de 4,85 + 0,80 (CCS de 70.794 células/mL).
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Os resultados do logCCS e dos constituintes do leite para cada rebanho estao

apresentados na tabela 16:

Tabela 16 — Efeito do rebanho sobre a composi¢cado do leite e logCCS em amostras de quartos
mamarios ndo infectados de vacas Gir

Rebanhos
V. G. Sul Mococa Uberaba

Variaveis (n=774) EPM (n=265) EPM (n=390) EPM P
LogCCS 1 4,87 0,02 4.88 0,05 5,03 0,04 0,7
Lactose (%) 4,634 0,01 4,634 0,02 4,368 0,03 0,009
Proteina (%) 3,77% 0,01 3,42° 0,02 3,76% 0,02 <0,0001
Gordura (%) 2414 0,04 1,608 0,07 1,19°¢ 0,04 <0,0001
ESD? (%) 9,43% 0,01 9,04° 0,03 9,05° 0,04 0,02

' logCCS (CCSx10° céls/mL). > Extrato seco desengordurado

ABC medias ajustadas na mesma linha quando seguidas de letras distintas diferem entre si a P<0,05

Nao houve efeito significativo do rebanho sobre o logCCS para quartos
mamarios nao infectados. No entanto, verificou efeito do rebanho sobre a
composicao do leite. O teor de lactose foi menor no rebanho de Uberaba (4,36%)
do que nos rebanhos de Vargem G. do Sul e Mococa que apresentaram os maiores
valores de lactose, ambos com 4,63%. As concentracdes de proteina do leite foram
maiores nos rebanhos de Vargem G. do Sul e Uberaba (3,77% e 3,76%;
respectivamente) quando comparado ao rebanho de Mococa (3,42%). O teor de
gordura do leite diferiu entre os trés rebanhos, sendo que o maior valor de gordura
foi observado no rebanho de Vargem G. do Sul (2,41%), seguido pelo rebanho de
Mococa (1,60%) e por fim, com menor média o rebanho de Uberaba (1,19%). Alto
teor de ESD foi encontrado no rebanho de Vargem G. do Sul (9,43%) do que os
outros dois rebanhos de Mococa (9,04%) e Uberaba (9,05%).

A distribuicdo do logCCS e dos constituintes do leite em relagao a localizagéo

dos quartos mamarios esta expressa na tabela 17:
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Tabela 17 — Efeito da localizagdo dos quartos mamarios sobre a composigcado do leite e logCCS em
amostras de quartos mamarios nao infectados de vacas Gir

Quartos mamarios

AD* AE? PD? PE *
Variaveis (n=322) EPM (n=362) EPM (n=361) EPM (n=384) EPM P
LogCCS® 494 004 488 004 500 004 489 0,03 0,13
Lactose (%) 45 002 45 002 448 003 45 0,02 0,07
Proteina (%) 365 002 366 002 363 002 366 0,02 0,76
Gordura (%) 1,70 0,06 1,70 0,06 1,78 0,06 1,77 0,05 0,67
ESD ° (%) 9,18" 0,04 920" 0,03 9,09° 0,03 9,22* 0,03 0,02

' Quarto mamario anterior direito. 2 Quarto mamario anterior esquerdo. ® Quarto mamario posterior direito. * Quarto
mamario posterior esquerdo. ® Extrato seco desengordurado. ° LogCCS (CCSx103 céls/mL)

AB médias ajustadas na mesma linha quando seguidas de letras distintas diferem entre si a P<0,05

O efeito da localizagdo dos quartos mamario foi significativo apenas sobre o

teor de ESD, onde os valores mais elevados de ESD foram obtidos nos quartos

mamario anterior esquerdo (9,20%) e posterior esquerdo (9,22%). O quarto

mamario posterior direito apresentou menor média de ESD (9,09%), enquanto que,

o teor de ESD do quarto mamario anterior direito ndo deferiu dos demais, com

media de 9,28%.

Os resultados do efeito do més de coleta sobre o logCCS e os constituintes

do leite para amostras sem isolamento microbiano estao apresentados na tabela 18.



Tabela 18 - Efeito do més de coleta sobre o0 logCCS e composicéo do leite em amostras de quartos mamarios sem isolamento microbiano de vacas

Constituintes do leite (%)

Més n LogCCS® EPM lactose EPM Proteina EPM Gordura EPM ESD? EPM
Janeiro 47 5,068 0,11 445° 0,07 3,39° 0,04 1,62°® 013 885° 0,07
Fevereiro 116 4,78° 0,07 465" 0,03 3,578 0,03 1,53 0,08 921® 0,05
Marco 157 4,90° 0,06  452° 0,03 3,65° 0,03 1,74® 0,09 9,19% 0,03
Abril 157 5134 0,06 4,42 0,03 3,79°¢ 0,02 1,868 011 9,208 0,04
Maio 174 4,94%8 0,06 4,39° 0,04 3,88° 0,03 2,048¢ 0,09 9,278 0,04
Junho 129 5174 0,06 419 0,07 3,994 0,06 2,34" 0,10 9,17% 0,06
Julho 115 4,974 0,07 4,538 0,05 3,658 0,04 0,90° 0,08 9,17% 0,07
Agosto 121 4,74° 0,07 474" 0,03 3,61° 0,03 1,858 0,11 9,33% 0,05
Setembro 27 4,89 1BC 020 460" 0,08 3,765 0,04 1658 0,18 9,32 0,10
Outubro 76 4,71° 0,08 474 0,03 3,698 0,05 1,968 011 944" 0,04
Novembro 182  4,86°5C 0,06 4598 0,04 3,46° 0,02 1,788¢ 0,7 8,918 0,06
Dezembro 128 4,974 0,06 465" 0,02 3,34° 0,03 1,55 0,10 9,01 0,04
Probabilidade <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

! logCCS (CCS x 10° céls/mL). % Extrato seco desengordurado.

AB,C

médias ajustadas, na mesma coluna, quando seguidas de letras distintas diferem entre si a P<0,05

L.
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Neste caso, foi observado efeito altamente significativo (P<0,0001) do més de
coleta tanto sobre o logCCS quanto sobre a composi¢ao do leite para as amostras
negativas. Os maiores valores do logCCS foram encontrados nos meses abril (5,13),
junho (5,17), julho (4,97) e dezembro (4,97), mas os menores logCCS foram obtidos
nos meses fevereiro (4,78), agosto (4,74) e outubro (4,71). Referente ao teor de
lactose do leite, a alta concentragédo foi observada no més de agosto (4,74%), no
entanto, o baixo teor foi achado no més junho (4,19%). Foram nos meses junho,
janeiro e dezembro que se encontraram o maior e os menores valores da proteina
do leite (3,99%; 3,39% e 3,34%; respectivamente). Alta porcentagem de gordura do
leite foi obtida no més junho (2,34%) e a mais baixa em julho (0,90%). O maior
resultado de ESD do leite foi observado no més outubro (9,44%) e os baixos teores
de ESD em janeiro (8,85%) e dezembro (9,01%).

4.3 SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DA CCS DE QUARTOS MAMARIOS

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo
negativo, para os limiares da CCS, para identificagdo de quartos mamarios
infectados tanto por patdégenos primarios quanto secundarios (segundo critério de

diagndstico) estdo expressos na tabela 19:

Tabela 19 - Sensibilidade, especificidade, valor preditivo (positivo € negativo) dos quatro limiares
da CCS de quartos mamarios de vacas Gir para diagnéstico de mastite causada por
patégenos primarios e secundarios

CCS (x 10° cél/mL) Sensibilidade Especificidade VP +? VP -2
100 66,2 59,2 61,6 64,0
200 51,2 50,5 64,3 59,9
300 42,9 77,4 65,3 57,8
400 36,9 81,1 65,9 56,6

" VP+: valor preditivo positivo
2V/P-: valor preditivo negativo
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O limiar de 100 x 10® células/mL apresentou o maior valor de sensibilidade
(66,2%), enquanto que, foi no limiar de 400 x 10° células/mL que se observou a
maior especificidade (81,1%).

Neste estudo, o limiar de 100 x 10° células/mL apresentou a maior capacidade
em determinar os quartos mamarios nao infectados; pois obteve o maior valor
preditivo negativo (64%). Ou seja, das amostras negativas a probabilidade do quarto
mamario ser realmente negativo € de 64%. Deste modo, a escolha do limiar de 100 x
10° células/mL minimiza as amostras falso-negativas. Um valor de 66,2% e 61,6% de
sensibilidade e valor preditivo positivo; respectivamente, indica que este mesmo
limiar, € capaz de identificar os quartos mamarios infectados, pois a probabilidade do
quarto mamario ser realmente infectado é de 61,6% com altos valores de CCS
(baixos resultados falso-positivos).

A média do valor preditivo positivo foi de 64,2%, devido a alta prevaléncia da
mastite (49,68%), uma vez que o valor preditivo positivo esta intimamente ligado ao
indice de prevaléncia segundo Mcdermott e Natzke (1982).

O limiar de 200 x 10° células/mL, que é usualmente empregado como
indicador de mastite bovina por outros autores; nesta pesquisa apresentou
sensibilidade de 51,2% e especificidade de 50,5%, com valor preditivo positivo de
64,3%. Porém, devido ao seu valor preditivo negativo ser de apenas 59,9% ha um
aumento dos resultados falso-negativos comparando ao limiar de 100 x 10°
células/mL. Por esta razao, o emprego deste limiar como indicador de mastite, neste
estudo, prejudicaria a eficiéncia do programa de controle da mastite, uma vez que,
vacas positivas com baixa CCS seriam mantidas no rebanho como fonte de
infeccao.

Abaixo, na tabela 20, estdo expressos os resultados de sensibilidade e

especificidade dos limiares da CCS conforme o patégeno envolvido na mastite.
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Tabela 20 - Sensibilidade e especificidade dos quatro limiares da CCS para identificacdo de
patégenos primarios e secundarios, considerando trés diferentes critérios de
diagnodstico em amostras de leite de quartos mamarios em vacas Gir

Limiares (ccsx10’céelsimt)  Sensibilidade (%) Especificidade (%)

IIM1=patc’>genos primarios S/IIM?= patégenos secundarios e sem isolamento
100 73,8 50,9
200 59,2 64,6
300 50,8 71,2
400 45,1 75,9

[IM=patégenos primarios e patégenos secundarios S/IIM= sem isolamento
100 66,2 59,2
200 51,2 50,5
300 42,9 77,4
400 36,9 81,1

[IM=patégenos primarios S/IIM= sem isolamento
100 73,8 59,2
200 59,2 71,9
300 50,8 77,4
400 45,1 81,1

! quartos mamarios infectados. 2 quartos mamarios nao infectados

Quando considerou as amostras infectadas, somente, por patdégenos
primarios os valores da sensibilidade, para todos os limiares, aumentaram quando
comparados a sensibilidade de amostras positivas tanto para patdégenos primarios
quanto secundarios. Por exemplo, para o limiar de 100 x 10° células/mL a
sensibilidade passou de 66,2% para 73,8%. Verificou-se também que, ao considerar
quartos mamarios n&o infectados, tanto com amostras negativas quanto com
isolamento de patdégenos secundarios, as especificidades diminuiram para todos os
limiares comparadas aos valores correspondentes as amostras sem isolamento
microbiano. Neste contexto, o limiar de 100 x 10° células/mL que apresentava uma
especificidade de 59,2%, passou a apresentar uma especificidade de 50,9%.

Na tabela 21 esta apresentada a chance de ocorrer mastite conforme o limiar
da CCS.
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Tabela 21 - Chances da ocorréncia de mastite para cada um dos quatro limiares da CCS em
amostras de leite de quatros mamarios de vacas Gir

Limiares da CCS (x10%céls/mL)

Ocorréncia da mastite <100 <200 <300 <400
Sim 475 687 803 888

Nao 847 1028 1107 1160

Odds 0,56 0,67 0,72 0,76

Odds Ratio 1* 1,19 1,28 1,35

* odds ratio para a categoria referente € marcado como 1 (dividido por ele mesmo) e indica que as chances
aumentadas nas outras categorias se referem ao contraste em esta categoria

Amostras de leite de quartos mamarios com limiar < 200 x 10 células/mL
apresentaram maior chance (1,19 vezes mais) de ter mastite do que amostras com
limiar de < 100 x 10° células/mL.

Foi observado que quanto maior o limiar da CCS a chance de apresentar

infeccao intramamaria aumentou.

4.4 CORRELAGAO ENTRE A CCS E COMPOSICAO DO LEITE DE QUARTOS
MAMARIOS

A média dos teores de proteina total, gordura, lactose e ESD do leite
correspondentes aos primeiros jatos de leite dos quartos mamarios individuais,
considerando o conjunto de dados de amostras com e sem isolamento microbiano,
foram determinados. As médias dos teores de proteina e gordura do leite foram de
3,58% = 0,45 e 1,78% + 1,12; respectivamente. Para o conteudo de lactose e ESD

os valores médios foram de 4,52% +0,56 e 9,08% +0,67.

Foi identificada correlagdo positiva entre o logCCS com proteina do leite
(r=0,10) e logCCS com gordura do leite (r=0,25). Conforme o aumento do logCCS
houve elevacdo dos teores de proteina e gordura. Todavia, foi observada uma
correlagdo negativa entre o logCCS com lactose do leite (r= -0,63) e logCCS com
ESD (r= -0,47), significando que o aumento no logCCS foram responsaveis pela

diminuicdo dos teores de lactose e ESD do leite.
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4.5 PREVALENCIA DA MASTITE SUBCLINICA EM VACAS GIR DE AMOSTRAS
COMPOSTAS

Do total de 752 amostras de leite compostas dos quatro quartos mamarios,
592 apresentaram isolamento de pelo menos um tipo de bactéria, indicando uma
prevaléncia de 78,7% (592/752) de mastite subclinica em nivel de vaca.

A ocorréncia da mastite no rebanho de Vargem G. do Sul foi de 67,07%
(218/325), em Mococa foi de 86,2% (163/189) e em Uberaba a prevaléncia foi de
88,6% (211/238).

Os patdégenos secundarios foram os mais isolados com 42,1% (317/752)
comparados aos patégenos primarios com 36,4% (274/752). Referente ao
isolamento de patdégenos por rebanho, as maiores porcentagens de patégenos
secundarios foram obtidas nos rebanhos de Uberaba com 55,4% (132/238) e
Vargem G. do Sul com 44,6% (145/325) do que no rebanho de Mococa com apenas
21,1% (40/189). Consequentemente, foi no rebanho de Mococa que se isolou maior
numero de patdégenos primarios, com 65,07% (123/189) quando comparado aos
rebanhos de Vargem G. do Sul com 22,1% (72/325) e Uberaba com 33,1%
(132/238).

4.6 FATORES QUE AFETAM A CCS E COMPOSICAO DO LEITE

4.6.1 Efeito do rebanho e do numero de quartos mamarios infectados sobre o

logCCS e composicao do leite em amostras compostas

Para o conjunto de dados composto pelas amostras com e sem isolamento
microbiano (752 observagdes) a média geral do logCCS foi de 5,26 + 0,68 (CCS de
181.970 ceélulas/mL).
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O efeito do rebanho sobre o logCCS e constituintes do leite esta apresentado

na tabela 22:

Tabela 22 — Efeito do rebanho sobre a composi¢ao do leite e logCCS em amostras compostas, dos
quatro quartos mamarios, infectadas e nao infectadas de vacas Gir

Rebanhos
V. G. Sul Mococa Uberaba

Variaveis (n=325) EPM (n=189) EPM (n=238) EPM P
LogCCS '’ 5,47 0,03 5,47 0,04 5,04 0,04 0,32
Lactose (%) 4,60 0,01 4,70 0,02 4,64 0,02 0,27
Proteina (%) 3,654 0,02 3,39° 0,02 3,65 0,03 <0,0001
Gordura (%) 3,16% 0,06 1,76° 0,07 2,81 0,07 <0,0001
ESD ? (%) 9,27" 0,02 9,09° 0,03 9,27% 0,03 0,005

! logCCS (CCS x 10° céls/mL). 2 Extrato seco desengordurado
ABC medias ajustadas na mesma linha quando seguidas de letras distintas diferem entre si a P<0,05

O efeito do rebanho nao foi significativo sobre o logCCS e sobre o teor de
lactose do leite. No entanto, os maiores teores de proteina, gordura e ESD do leite
foram encontrados nos rebanhos de Vargem G. do Sul (3,65%, 3,16% e 3,65%;
respectivamente) e Uberaba (9,27% e 9,27%; respectivamente) do que no rebanho
de Mococa com baixos valores de proteina (3,39%), gordura (1,76%) e ESD
(9,09%).

A distribuicdo do logCCS e da composi¢ao do leite de acordo com 0 numero

de quartos mamarios acometidos pela mastite esta apresentada na tabela 23.



Tabela 23 — Efeito do numero de quartos mamarios acometidos pela mastite sobre o logCCS e composigado do leite em amostras compostas, dos
quatro quartos mamarios, infectadas e nao infectadas de vacas Gir

NUumero de quartos mamarios infectados
Variaveis n 0 EPM 1 EPM 2 EPM 3 EPM 4 EPM P

LogCCS ' 161 507° 005 523° 0,04 533% 005 542 005 558" 0,06 <0,0001
Lactose (%) 174 4,71 0,02 4,59 0,03 465 002 461 0,03 459 0,03 0,05
Proteina (%) 178 3,59 0,03 3,58 0,03 357 003 351 003 357 004 054
Gordura (%) 134 2,51 0,09 2,51 0,09 257 009 262 010 269 012 0,69

ESD ? (%) 104 930" 0,03 927" 004 921" 003 912° 004 916°° 004 0,01

'LogCCS (CCS x 10° céls/mL). % Extrato seco desengordurado

ABC medias ajustadas na mesma linha quando seguidas de letras distintas diferem entre si a P<0,05

8.
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Houve efeito significativo do numero de quartos mamarios acometidos pela
mastite somente sobre o0 logCCS e sobre o teor de ESD. O logCCS foi menor (5,07)
quando nenhum quarto mamario foi infectado, mas o maior valor do logCCS (5,58)
foi observado quando todos os quartos mamarios apresentaram mastite. O maior
teor de ESD (9,30%) foi obtido na auséncia de quartos mamarios infectados; mas o
baixo valor (9,12%) foi encontrado quando trés quartos mamarios estavam

infectados.

4.6.2 Efeito do més de coleta e da presenca de infecgdo intramamaria sobre o

logCCS e composigao do leite em amostras compostas

Nao foi verificado efeito da interacdo entre 0 més de coleta e infecgao
intramamaria sobre o logCCS e composi¢cdo do leite. Portanto, os resultados do
efeito da presenga da infecgdo intramamaria sobre os constituintes do leite estao

expressos na tabela 24:

Tabela 24 - Efeito da presencga da infec¢ao intramamaria sobre o logCCS e composic¢ao do leite
em amostras compostas, dos quatro quartos mamarios, infectadas e nao infectadas

de vacas Gir
Infeccdo intramamaria

Sim N&o
Variaveis (n=592) EPM (n=160) EPM P
LogCCS'’ 5,334 0,02 5,07° 0,05 0,0003
Lactose (%) 4,64 0,01 4,10 0,02 0,12
Proteina (%) 3,55 0,01 3,60 0,03 0,28
Gordura (%) 2,56 0,05 2,46 0,09 0,41
ESD (%) 9,19° 0,02 9,30% 0,03 0,03

"logCCS (CCS x 10° céls/mL). ? Extrato seco desengordurado

AB.C medias ajustadas, na mesma linha, quando seguidas de letra distintas diferem entre si a P<0,05

A infeccdo intramamaria apresentou efeito significativo apenas sobre o
logCCS e o teor de ESD. Amostras infectadas apresentaram maior logCCS (5,33) do

que amostras negativas (5,07). O contrario ocorreu com o teor de ESD, onde o alto
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valor foi obtido em amostras sem isolamento microbiano (9,30%) e o baixo teor de

ESD (9,19%) em amostras infectadas.

A distribuicdo do logCCS e dos constituintes do leite de acordo com o més de

coleta esta apresentada na tabela 25.



Tabela 25 - Efeito do més de coleta sobre 0 logCCS e composigao do leite em amostras compostas, dos quatro quartos mamarios, infectadas
e nao infectadas de vacas Gir

Constituintes do leite (%)

Més n LogCCS' EPM Lactose EPM Proteina EPM Gordura EPM ESD? EPM
Janeiro 56 516" 0,08 4,74"%° 0,04 3,33°¢ 0,04 2,378%P 0,15 9,068¢ 0,05
Fevereiro 101  4,95% 0,06 4,74B°° 0,02 3,53°P 0,03 2,00° 011 924”8 0,04
Marco 93 513" 006  462° 0,03 3,58 0,03 2,24°° 011 921 0,04
Abril 60 557% 0,08 4,46°F 0,03 37778 0,04 3,04 018 9,238 0,05
Maio 87 532”°% 0,06 488°F 0,03 381" 0,04 3,01" 0,13 926" 0,04
Junho 68 535% 0,07 4,465 0,07 3,854 0,07 325% 017 9,32”% 0,07
Julho 35 516" 0,11 4,728 0,07 3,51°P 0,07 1,97° 0,13 9,30”® 0,07
Agosto 34  491% 0,11 495" 0,03 346°° 0,06 214° 0115 941”8 0,06
Setembro 18 525”8 0,12 4,77°° 0,06 3,66"C 0,07 2,708° 023 944" 0,08
Outubro 29 512" 012 481" 003 3,66°C 0,07 225°° 012 948% 0,07
Novembro 113 5,108 0,06 4,698 003 3,45 0,02 2,648 0,10 9,108¢ 0,05
Dezembro 58 540% 0,08 462°°® 0,04 3,280 0,05 249°°® 014 8,90° 0,06
Probabilidade <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

" 1ogCC (CCS x 10° céls/mL). 2 Extrato seco desengordurado

AB.Cmedias ajustadas, na mesma coluna, quando seguidas de letras distintas diferem entre si a P<0,05

18
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Houve efeito altamente significativo (P <0,0001) do més de coleta sobre a
composicao do leite e o logCCS. Os maiores resultados do logCCS foram
encontrados nos meses abril (5,57), junho (5,35) e dezembro (5,40) e ao valores
mais baixos em fevereiro (4,95), agosto (4,91) e novembro (5,10). Alto teor de
lactose do leite foi obtido em agosto (4,95%) e o menor em junho (4,46%). No
entanto, foi em Junho que se observou o alto teor de proteina do leite (3,85%), mas
foi em dezembro, que se obteve a menor porcentagem de proteina do leite (3,28%).
Elevada concentragdo de gordura do leite foi encontrada no més junho (3,25%) e os
baixos teores em fevereiro (2,00%), julho (1,97%) e agosto (2,14%). Foi em outubro
que se observou o maior valor de ESD (9,48%). Porém, em dezembro se encontrou
baixo teor de ESD (8,90%).

4.6.3 Efeito do tipo de microrganismo isolado sobre o logCCS e composicao do leite

em amostras compostas

O efeito da interagéo entre o tipo de microrganismo isolado e més de coleta
foi significativo apenas sobre o teor de lactose do leite. Desta forma, os resultados
do efeito do tipo de microrganismo isolado sobre o logCCS e os teores de proteina,

gordura e ESD do leite em amostras compostas, estdo descritos na tabela 26.



Tabela 26 - Efeito do tipo de microrganismo isolado sobre o logCCS e composicao do leite em amostras compostas, dos quatro quartos mamarios, infectadas e
nao infectadas de vacas Gir

Isolamento
S. aureus SCN'! Coryne ? S.dysg? S. uberis negativo
Variaveis (n=225) EPM (n=175) EPM (n=142) EPM (h=15) EPM (n=28) EPM (n=161) EPM P
LogCCS * 546" 0,04 518" 0,05 5,278 0,05 547~ 0,16 5,494 0,08 5,038 0,05 <0,0001
Proteina (%) 2,42 0,02 258 0,02 2,66 0,04 2,26 0,08 2,57 0,08 2,63 0,03 0,11
Gordura (%) 2,47 0,07 289 0,08 2,87 0,10 2,90 0,33 2,91 0,24 2,73 0,09 0,97
ESD °(%) 9,03 003 920 0,03 9,18 0,04 8,98 0,10 9,06 0,13 9,34 0,03 0,11

! Staphylococcus sp. coagulase negativa.2 Corynebacteirum sp.? Streptococcus dysgalactiae. logCCS (CCS x 10° céls/mL). ®extrato seco desengordurado
AB S médias na mesma linha seguidas de letras distintas diferem entre si a P<0,05 pelo teste de Duncan

€8



Verificou efeito do tipo de microrganismo isolado, exclusivamente, sobre o
logCCS. Os maiores valores do logCCS foram obtidos em casos de mastite causada
por Staphylococcus aureus (5,46), Streptococcus dysgalactiae (5,47) e
Streptococcus uberis (5,49) e o menor logCCS foi encontrado em amostras
negativas (5,03). No entanto, o logCCS de amostras infectadas por Staphylococcus
sp. coagulase negativa (5,18) e Corynebacterium sp. (5,27) nao diferiram dos

demais microrganismos e das amostras negativas.

Somente sobre o teor de lactose do leite houve efeito da interagdo do més de

coleta com o tipo de microrganismo isolado (Tabela 27).



Tabela 27 - Efeito do tipo de microrganismo isolado e do més de coleta sobre o teor de lactose do leite em amostras compostas, dos quatro quartos
mamarios, infectadas e nao infectadas de vacas Gir
Isolamento
Més n S.aureus EPM n SCN' EPM n  Coryne®> EPM n S.dysg® EPM n S.uberis EPM n negativo EPM
Janeiro 23 4,64 °° 0,08 12 466° 009 7 4,64 0,07 4 4,64 013 7 4,56 2° 0,07 3 490 0,115
Fevereiro 34 4,722 0,05 32 467" 006 20 4722 0,05 4 4,77 0,12 2 4,88 2° 025 8 478 0,08
Marco 30 4,63 005 27 450 007 21 4,59° 0,06 3 4,61 0,15 1 412° 8 471%™ 0,03
Abril 9 4,42° 0,04 25  4,42¢° 0,04 10 4,45° 0,07 . . . . 16 447° 0,06
Maio 23 4,49 °° 0,06 19 447 006 26 4,54° 0,05 . . . 4 4,46 *° 0,12 14  446° 0,10
Junho 22 456" 005 6 442° 015 18 384°F° 0,20 1 458" . 3 4487 022 18 4,62"° 0,04
Julho 2 465" 023 3 499" 006 2 4,28 B 0,91 1 5234 . . . . 27 467" 0,06
Agosto 7 4,78 0,07 6 5,082 0,04 2 5,092 0,14 1 5,222 . 18 4,93°2 0,05
Setembro 6 4,65 2° 0,08 2 479%™ 005 3 5,082 0,08 1 4,46 *° . 6 485 0,10
Outubro 6 4,97° 009 6 475* 007 4 4,55 % 0,36 . . 1 4,77%° . 12 4,83 0,09
Novembro 43 46478 005 22 479 006 18 4,72 0,08 1 4,708 7 4,38 B° 020 21 470" 0,09
Dezembro 20 4,60 ° 0,07 15 467° 012 11 4,67 % 0,05 1 4,90 1 4,78%° . 10  4,63° 0,10

! Staphylococcus sp. coagulase negativa. 2 Corynebacterium sp. * Streptococcus dysgalactiae.

A B Médias ajustadas, na mesma linha, seguidas de letras maiusculas distintas diferem entre si em P<0,05

25 Médias ajustadas, na mesma coluna, seguidas de letras mintsculas distintas diferem entre si em P<0,05

g8
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O efeito do tipo de microrganismo isolado sobre a lactose do leite foi
significativo, apenas, nos meses junho, julho e novembro. Para amostras coletadas
em junho o menor teor de lactose (3,84%) foi obtido ao isolar Corynebacterium sp.
quando comparadas aos demais microrganismos e amostras negativas. Da mesma
forma, em julho, o microrganismo responsavel pela menor concentragao de lactose
(4,28%) foi obtida em amostras com isolamento de Corynebacterium sp., enquanto
que, nas amostras com crescimento das demais bactérias, o teor de lactose foi
maior. No entanto, a porcentagem de lactose (4,67%) das amostras negativas nao
diferiu de nenhum microrganismo. Em novembro a menor concentracéo de lactose
foi observada nas amostras com Streptococcus uberis (4,38%) e os maiores valores
ao isolar Staphylococcus sp. coagulase negativa (4,79%), Corynebacterium sp.
(4,72%) e amostras negativas (4,70%).

Houve efeito do més de coleta sobre o teor de lactose do leite, exceto para as
amostras com isolamento de Streptococcus dysgalactiae. Todavia, para as amostras
com isolamento de Staphylococcus aureus, foi em outubro que se obteve a maior
concentragao (4,97%) e, em abril, o menor valor (4,42%). Considerando as amostras
com crescimento de Staphylococcus sp. coagulase negativa foi em agosto e julho
que se observou as maiores porcentagens de lactose (5,08% e 4,99%;
respectivamente) também, em abril foi obtido o menor teor (4,42%). agosto e
setembro foram os meses que se encontraram os maiores teores de lactose (5,08%
e 5,09%; respectivamente), para as amostras com isolamento de Corynebacterium
sp., mas foi em julho que se notou o menor valor de lactose do leite (3,84%).
Referente ao grupo de amostras com crescimento de Streptococcus uberis o més de
maior teor de lactose foi agosto (5,22%) e o de menor foi em marcgo (4,12%). Maior
teor de lactose, para as amostras negativas, foi observado no més de agosto
(4,93%), mas as baixas concentracbes deste constituinte, em amostras sem
isolamento microbiano, foram encontradas nos meses abril (4,47%), maio (4,46%) e
dezembro (4,63%).
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4.6.4 Efeito do isolamento de patdégenos (primarios e secundarios) sobre o logCCS e

composic¢ao do leite em amostras compostas

O efeito da interacdo entre o isolamento de patégenos causadores da mastite
com o0 més de coleta foi significativo somente sobre os teores de lactose e proteina
do leite. Por isso, os resultados do efeito do isolamento de patdgenos (primarios e
secundarios) sobre os teores de gordura, ESD e logCCS estdo expressos na tabela
28:

Tabela 28 - Efeito do isolamento de patdégenos (primarios e secundarios) sobre o logCCS e sobre os
teores de gordura e extrato seco desengordurado em amostras compostas, dos quatro
quartos mamarios, infectadas e nao infectadas de vacas Gir

Isolamento
Primérios * Secundaérios ? Negativo
Variaveis (n=274) EPM (n=317) EPM (n=161) EPM P
LogCCS?® 5,484 0,03 5,22° 0,03 5,07° 0,05 <0,0001
Gordura (%) 2,57 0,07 2,55 0,06 2,46 0,09 0,70
ESD “(%) 9,17 0,02 9,23 0,02 9,30 0,03 0,09

! Patégenos primarios: Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae
2 Patégenos secundarios: Staphylococcus sp. coagulase negativa e Corynebacterium sp.

% 1ogCCS (CCS x 10° céls/mL) * Extrato seco desengordurado

AB Cmédias ajustadas, na mesma linha, quando seguidas de letras distintas diferem entre si a P<0,05

O efeito do isolamento de patogenos (primarios e secundarios) foi significativo
apenas sobre o logCCS. O maior logCCS (5,48) foi encontrado para as amostras
com isolamento de patégenos primarios. No entanto, o logCCS de amostras
infectadas por patégenos secundarios (5,22) nao diferiu do logCCS de amostras sem

isolamento microbiano (5,07).

A interacdo entre o isolamento de patdgenos (primarios e secundarios) e o
més de coleta sobre os teores de lactose e proteina do leite de amostras compostas

esta apresentada nas tabelas 29 e 30.



Tabela 29 - Efeito do isolamento de patdégenos (primarios e secundarios) e do més de coleta sobre o teor de lactose do leite em amostras
compostas, dos quatro quartos mamarios, infectadas e nao infectadas de vacas Gir

Isolamento
Més n Primarios * EPM n Secundéarios> EPM n Negativo EPM
Janeiro 34 4,62° 0,05 19 4,65 °° 0,06 3 4,90 2 0,15
Fevereiro 41 474°2 0,04 52 4,69° 0,04 8 478°2 0,08
Marco 37 4,62 ° 0,04 48 4,54 «° 0,04 8 4,712 0,03
Abrril 9 4,42° 0,04 35 4,43 ¢ 0,04 16 4,47° 0,06
Maio 28 4,47 ° 0,05 45 4,51 0,04 14 4,46 ° 0,10
Junho 26 4,55 AP 0,05 24 3,98 Be 0,16 18 4,62 1 0,04
Julho 3 4,84 % 0,23 5 4,70 @° 0,33 27 4,67° 0,06
Agosto 8 4,84 % 0,08 8 5,09 2 0,04 18 4,93 @ 0,05
Setembro 7 4,62 2 0,09 5 4,97 @ 0,08 6 4,852 0,10
Outubro 7 4,94 2 0,08 10 4,67° 0,14 12 4,832 0,09
Novembro 52 4,62 B 0,05 40 4,77 0,056 21 4,70 A8 0,09
Dezembro 22 4,62 ° 0,07 26 4,67° 0,07 10 4,63° 0,10

! Patdgenos primarios: Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae

2 Patdgenos secundarios: Staphylococcus sp. Coagulase negativa e Corynebacterium sp.

A B Médias ajustadas, na mesma linha, seguidas de letras maiusculas distintas diferem entre si em P<0,05
ab Médias ajustadas, na mesma coluna, seguidas de letras minusculas distintas diferem entre si em P<0,05
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Tabela 30 - Efeito do isolamento de patégenos (primarios e secundarios) e do més de coleta sobre o teor de proteina do leite em
amostras compostas, dos quatro quartos mamarios, infectadas e nao infectadas de vacas Gir

Isolamento
Més n Primarios * EPM n Secundéarios > EPM n Negativo EPM
Janeiro 34 3,27 0,06 19 3,31° 0,07 3 3,22 ¢ 0,22
Fevereiro 41 3,25 Bed 0,04 52 3,48 ¢ 0,04 8 3,66 A 0,09
Marco 37 3,47° 0,04 48 3,60 ° 0,06 8 3,57 @° 0,07
Abril 9 3,822 0,08 35 3,81° 0,07 16 3,77 @ 0,05
Maio 28 3,81° 0,07 45 3,81° 0,05 14 3,76 @ 0,10
Junho 26 3,58 Bab 0,11 24 4,237 0,13 18 3,79 Ba 0,12
Julho 3 3,47 @ 0,24 5 3,52 "¢ 0,23 27 3,69 @ 0,09
Agosto 8 3,47 2 0,15 8 3,41° 0,10 18 3,63 0,09
Setembro 7 3,66 @ 0,13 5 3,53° 0,08 6 3,43 "° 0,12
Outubro 7 3,59 @ 0,07 10 3,68 ° 0,11 12 3,83° 0,14
Novembro 52 3,36 ™ 0,04 40 3,43° 0,05 21 3,43 "° 0,06
Dezembro 22 3,13 ¢ 0,06 26 3,34 ° 0,08 10 3,29°° 0,15

! Patdgenos primarios: Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae

2 Patégenos secundarios: Staphylococcus sp. Coagulase negativa e Corynebacterium sp.

AB Médias ajustadas, na mesma linha, seguidas de letras mailsculas distintas diferem entre si em P<0,05
2P Medias ajustadas, na mesma coluna, seguidas de letras mintsculas distintas diferem entre si em P<0,05

68



90

Houve efeito do isolamento de patégenos (primarios e secundarios) sobre o
teor de lactose nos meses junho e novembro. Amostras negativas e com isolamento
de patdégenos primarios apresentaram no més de junho a maior porcentagem de
lactose (4,55% e 4,62%; respectivamente) do que amostras com crescimento de
patégenos secundarios (3,98%). No entanto, no més de novembro, o maior teor de
lactose foi obtido ao isolar patégenos secundarios (4,77%) quando comparados aos
valores de lactose de amostras com isolamento de patégenos primarios (4,62%).
Neste caso, também, as concentracées de lactose das amostras negativas nao
diferiram das amostras com isolamento de patdégenos tanto primarios quanto

secundarios.

Verificou-se efeito do més de coleta sobre o teor de lactose para todos os
patdgenos isolados. Considerando amostras com crescimento de patégenos
primarios os meses fevereiro e outubro apresentaram as maiores médias de lactose
do leite (4,74% e 4,94%; respectivamente), mas os baixos valores foram obtidos em
janeiro (4,62%), marco (4,62%), abril (4,42%), maio (4,47%), junho (4,55%),
novembro (4,62%) e dezembro (4,62%). Nos meses agosto e junho, para as
amostras com isolamento de patégenos secundarios, foram obtidos,
respectivamente, o maior (5,09%) e menor (3,98%) teor de lactose do leite. Nas
amostras negativas, as maiores concentragcdes de lactose foram obtidas nos meses
fevereiro (4,78%), agosto (4,93%), setembro (4,85%) e outubro (4,83%), e, as
menores porcentagens nos meses abril (4,47%), maio (4,46%), junho (4,62%) julho
(4,67%) e dezembro (4,63%).

Somente nos meses fevereiro e junho houve efeito do isolamento dos
patdgenos (primarios e secundarios) sobre o teor de proteina do leite. Comparando
os valores de proteina de amostras negativas com as amostras com crescimento
microbiano, no més de fevereiro foi observado que as amostras com isolamento de
patdgenos primarios apresentaram menor teor de proteina do leite (3,25%) do que
amostras com patégenos secundarios (3,48%) e sem isolamento microbiano
(3,66%). Em junho, o maior teor de proteina do leite foi obtido nas amostras com
isolamento de patégenos secundarios (4,23%), €, os menores valores ao isolar

patdgenos primario (3,58%) e em amostras negativas (3,79%).

Houve efeito do més de coleta sobre o teor de proteina do leite conforme o

isolamento de patdgenos. Amostras com crescimento de patdgenos primarios, os
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meses que apresentaram maiores médias foram abril (3,82%) e maio (3,81%) e o
més com menor valor foi dezembro (3,13%). Referente as amostras com isolamento
de patégenos secundarios, o maior teor de proteina foi encontrado no més junho
(4,23%) e os menores valores em janeiro, fevereiro, margo, agosto, novembro e
dezembro. Nas amostras negativas, as altas concentragdes de proteina do leite
foram obtidas nos meses abiril (3,77%), maio (3,76%), junho (3,79%), julho (3,69%) e
outubro (3,83%). Porém foi em dezembro que se obteve a menor porcentagem de
proteina do leite (3,29%).

4.6.5 Efeito do rebanho e do més de coleta sobre o logCCS e sobre a composigéo

do leite em amostras compostas sem isolamento microbiano

Para o conjunto de dados de amostras compostas dos quatro quartos
mamarios sem isolamento microbiano (160 observagdes) a média geral do logCCS
foi de 5,04 + 0,68 (CCS de 109.647 células/mL).

A distribuicao do logCCS e da composicao do leite para cada rebanho esta

apresentada na tabela 31:

Tabela 31 — Efeito do rebanho sobre a composi¢ao do leite e logCCS de amostras compostas, dos
quatro quartos mamarios, sem isolamento microbiano de vacas Gir

Rebanhos
V. G. Sul Mococa Uberaba
Variaveis (n=107) EPM (n=26) EPM (n=27) EPM P
LogCCS’ 4,92 0,03 5,35 0,05 4,77 0,06 0,55
Lactose (%) 4,63 0,06 4,71 0,12 4,65 0,12 0,16
Proteina (%) 3,65* 0,04 3,514 0,06 3,30° 0,07 0,03
Gordura (%) 3,214 0,10 1,53° 0,18 2,924 025 0,01
ESD ? (%) 9,27 0,04 9,23 0,09 8,92 0,11 0,13

" 1ogCCS (CCS x 10° céls/mL). 2 Extrato seco desengordurado
ABC medias ajustadas na mesma linha quando seguidas de letras distintas diferem entre si a P<0,05
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Houve efeito do rebanho sobre o teor de proteina e gordura do leite. Os
maiores teores de proteina do leite foram encontrados nos rebanho de Vargem G.
do Sul (3,65%) e Mococa (3,51%), e a menor porcentagem, por sua vez, foi obtida
no rebanho de Uberaba (3,30%). Para os teores de gordura do leite, as altas
concentragbes foram observadas nos rebanhos de Vargem G. do Sul (3,21%) e
Uberaba (2,92%) e o baixo teor em Mococa (1,53%).

O efeito do més de coleta sobre os constituintes do leite em amostras

compostas sem isolamento microbiano esta apresentado na tabela 32.



Tabela 32 - Efeito do més de coleta sobre o logCCS e composi¢cdo do leite em amostras compostas, dos quatro quartos mamarios, sem
isolamento microbiano de vacas Gir

Constituintes do leite (%)

Més n LogCCS®' EPM Lactose EPM Proteina EPM Gordura EPM ESD? EPM
Janeiro 3 4,638 021 486" 0,15 2,77° 022 251 0,40 8,54 0,39
Fevereiro 8 4,728 0,25 4,49°€ 0,08 3,68% 0,09 2,238 0,30 9,09 0,10
Marco 8 4,798 012 4,35°® 0,03 3,76% 0,07 2,248 0,20 9,13 0,08
Abril 16 5,594 0,17 4,30° 0,06 3,86% 0,05 3,704 0,40 9,19 0,07
Maio 14 5,144 0,19 411F 0,10 4,07*® 0,10 3,55% 0,36 9,15 0,10
Junho 18 5,15 0,12 4,35°® 0,04 4,15% 0,09 2,934 0,26 9,52 0,14
Julho 26 537" 0,12 493" 006 3,34° 0,12 1,328 0,15 9,36 0,09
Agosto 18 4,838 0,14 5,004 0,06 325 0,09 1,798 0,21 9,25 0,06
Setembro 6 497" 0,25 5,054 0,10 3,14"°C 0,12 3,514 0,53 9,16 0,17
Outubro 12 5,028 019 491" 0,09 341° 0,14 1,898 0,18 9,33 0,11
Novembro 21 4,808 0,14 484" 0,09 335° 006 268" 0,28 9,16 0,14
Dezembro 10 516" 0,27 4,778 0,10 3,04° 0,15 2,308 0,48 8,79 0,15
Probabilidade 0,008 0,003 0,03 0,02 0,07

' 1ogCCS (CCS x 10° céls/mL)? Extrato seco desengordurado

AB,C

médias ajustadas, na mesma coluna, quando seguidas de letras distintas diferem entre si a P<0,05

€6
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Identificou efeito do més de coleta sobre o logCCS e a composi¢ao do leite,
exceto para o teor de ESD; para as amostras sem isolamento microbiano. Os
maiores logCCS foram encontrados nos meses abril (5,59), maio (5,14) e junho
(5,15) e os menores valores de CCS em janeiro (4,63), fevereiro (4,72), margco
(4,79), agosto (4,83), outubro (5,02) e novembro (4,80). Foram nos meses agosto e
setembro que se verificou os maiores teores de lactose (5,00% e 50,5%;
respectivamente). No entanto, foi no més de maio que se obteve o menor valor de
lactose (4,11%). Alta concentracdo de proteina do leite foi encontrada no més de
junho (4,15%) e foram nos meses janeiro e dezembro que se observaram as
menores porcentagens de proteina do leite (2,77% e 3,04%; respectivamente). Os
maiores teores de gordura do leite foram encontradas nos meses abril (3,70%), maio
(3,55%), junho (2,93%) e setembro (3,51%) e os menores valores foram obtidas nos

meses fevereiro, margo, julho, agosto, outubro e dezembro.

4.7 SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DA CCS DE AMOSTRAS COMPOSTAS

A sensibilidade, especificidade e valor preditivo positivo e negativo para
identificacdo de amostras infectadas tanto por patdégenos primarios e secundarios

estao apresentados na tabela 33:

Tabela 33 — Sensibilidade, especificidade, valor preditivo (positivo e negativo) dos quatro limiares da
CCS em amostras compostas, dos quatro quartos mamarios, para identificacdo de
amostras positivas tanto para patégenos primarios quanto secundarios; em vacas Gir

CCS (x 10 cél/mL) Sensibilidade Especificidade VP +* VP -2
100 71,2 46,2 83,07 30,32
200 52,3 69,3 86,35 28,2
300 41,7 76,2 86,6 26,1
400 33,6 80,0 86,1 24,5

"VP+:valor preditivo positivo
2V/P-: valor preditivo negativo
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Os valores de sensibilidade, para as amostras compostas, foram maiores para
os trés primeiros limiares quando comparados com as sensibilidades de amostras
em nivel de quarto mamario. Foi observado, também, que os valores preditivos
positivos foram mais elevados quando se considerou amostras compostas.

O limiar de 100 x 10° células/mL apresentou o menor valor de especificidade
(46,2%), mas manteve o maior valor de sensibilidade (71,2%) e valor preditivo
negativo (30,32%).

Da mesma forma que em nivel de quarto mamario, para as amostras
compostas, considerar o limiar de CCS < 100 x 10° células/mL, pelo seu alto valor
preditivo negativo, diminuem os resultados falso-negativos.

A alta prevaléncia da mastite (78,7%), em amostras compostas, aumentou o
valor preditivo positivo.

A seguir, na tabela 34, estdo apresentados os valores de sensibilidade e
especificidade para os limiares da CCS para os trés critérios de diagndstico da

mastite.

Tabela 34 - Sensibilidade e especificidade dos quatro limiares da CCS para identificacdo de
patégenos primarios e secundarios, considerando os trés critérios de
diagnoéstico para mastite em amostras compostas, dos quatro quartos
mamarios, de vacas Gir

Limiares (CCS x 10°)  Sensibilidade (%) Especificidade (%)

IIM1=patégenos primarios S/IM?= patégenos secundarios e sem isolamento
100 81,02 40,1
200 62,3 60,2
300 49,6 68,8
400 39,7 74,4

[IM=patdgenos primarios e patégenos secundarios S/IIM= sem isolamento
100 71,2 46,2
200 52,3 69,3
300 41,7 76,2
400 81,1 80,0

[IM=patégenos primarios S/IIM= sem isolamento
100 81,02 46,5
200 61,3 69,5
300 49,6 76,3
400 39,7 80,1

! amostras compostas com isolamento microbiano. 2 amostras compostas sem isolamento microbiano
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Foi observado que ao se excluir do critério de diagndstico positivo para a
mastite as amostras com isolamento de patdégenos secundarios a sensibilidade dos
limiares da CCS aumentaram. Para o limiar de 100 x 10° células/mL a sensibilidade
foi de 71,2%, considerando as amostras compostas infectadas tanto por patégenos
primarios quanto por patégenos secundarios; porém, para este mesmo limiar a
sensibilidade passou para 81,2% quando, somente, as amostras compostas
infectadas por patdogenos primarios foram incluidas na analise. Também, verificou
que ao considerar as amostras com isolamento de patégenos secundarios como
critério negativo para infecgéo intramamaria os valores de especificidade diminuiram,
para todos os limiares. Tendo como exemplo o limiar de 100 x 10° células/mL, a
especificidade passou de 46,5% para 40,1%.

A chance da ocorréncia de mastite para cada um dos limiares da CCS esta

expressa na tabela 35:

Tabela 35 - Chances de ocorréncia da mastite para os quatro limiares da CCS em amostras
compostas de vacas Gir

Limiares da CCS (x10° céls/mL)

Ocorréncia da mastite <100 <200 <300 <400
Sim 170 282 345 393

Nao 74 111 122 128

Odds 2,29 2,54 2,82 3,07

Odds Ratio 1* 1,10 1,23 1,34

* odds ratio para a categoria referente € marcado como 1 (dividido por ele mesmo) e indica
que as chances aumentadas nas outras categorias se referem ao contraste em esta categoria

Amostras compostas com limiar de CCS <200 x 10° células/mL apresentaram
maior chance de ocorrer mastite (1,10 vezes mais) do que amostras compostas com
limiar de CCS <100 x 103 células/mL. Conforme aumentou o limiar para CCS <400 x
10® células/ml as chances de ocorrer a mastite elevaram-se ainda mais (1,34 vezes

mais) comparado ao limiar de CCS <100 x 10° células/mL.
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4.8 CORRELACAO ENTRE A CCS E COMPOSICAO DO LEITE DE AMOSTRAS
COMPOSTAS

As médias dos teores de proteina total e gordura do leite, quando
determinados pelas amostras compostas infectadas e nao infectadas, foram de
3,55% + 0,44 e 2,73% = 1,22; respectivamente. Os valores médios do conteudo de
lactose e ESD do leite foram de 4,62% £0,38 e 9,17% %0,50.

Foi identificada correlagdo positiva entre logCCS com proteina (r= 0,12) e
logCCS com gordura (r= 0,18), indicando que conforme aumentou o logCCS,
também, houve elevagéo dos teores de proteina e gordura do leite. Porém, ocorreu
uma correlagéo negativa entre o logCCS com lactose (r= -0,53) e logCCS com ESD
(r= -0,29). Neste caso, quando aumentou o logCCS os teores de lactose e ESD

diminuiram.
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5 DISCUSSAO

5.1 PREVALENCIA DA MASTITE SUBCLINICA EM QUARTOS MAMARIOS

Como as racgas zebuinas sdo amplamente usadas em paises da América
Latina, Africa e Asia; e, no Brasil, sdo escassas as pesquisas desenvolvidas com
estes animais; a titulo de exemplificagao, as prevaléncias de infecgao intramamaria
em ragas zebuinas locais da Nigéria e Etiopia foram de 56,0% e 18,7% (KERRO
DEGO; TAREKE, 2003; OGOLA et al., 2007).

Kerro Dego e Tareke (2003) ao compararem, também, a ocorréncia da
mastite entre as ragas Holandesa, Jersey e zebuinas; observaram que as vacas
Holandesas, devido a sua caracteristica de alta produgdo, apresentaram maior
prevaléncia da infeccdo intramamaria (58,3%) do que as vacas zebuinas (30,9%),
porém, ndo observaram diferenga das vacas Jersey com as Holandesas e zebuinas.
Achados semelhantes foram encontrados por Almaw et al. (2008) que observaram
maior prevaléncia de mastite subclinica (17,9%) em vacas mesticas (Holandesa x
Zebuinas) do que nas vacas puras zebuinas (4,9%).

Como visto anteriormente, na presente pesquisa, 0s microrganismos mais
isolados foram Corynebacterium sp. (35,5%); Staphylococcus aureus (30,75%);
Staphylococcus sp. coagulase negativa (28,70%); Streptococcus uberis (3,75%) e
Streptococcus dysgalactiae (1,27%). Resultados semelhantes foram encontrados por
Souto et al. (2008), porém em vacas Holandesas, onde o Corynebacterium sp. foi o
agente mais isolado (11,24%), seguido pelo grupo Staphylococcus sp. (9,2%) e
Streptococcus sp. (5,34%).

Entretanto, diferentemente, Malinowski et al. (2006) encontraram maior
numero de Streptococcus sp. (15,7%), seguido pelo Staphylococcus sp. coagulase
negativa (14,6%), Staphylococcus aureus (8,6%) e Corynebacterium sp. (3,8%);
enquanto que, Piepers et al. (2007) encontraram maior prevaléncia de
Staphylococcus sp. coagulase negativa (57,2%), seguido pelo Staphylococcus
aureus (18,4%), Streptococcus uberis (15,9%) e Corynebacterium sp. (0,8%).



99

Sargeant et al. (2001) encontraram, em vacas Holandesas, uma prevaléncia
de 36% de mastite, sendo que o agente mais isolado foi Staphylococcus sp.
coagulase negativa (49,7%).

A falta de praticas de controle da mastite como o “pds-dipping”, nos rebanhos
estudados, pode ter favorecido o alto indice de infeccdo intramamaria causada por
Corynebacterium sp., uma vez que, nas vacas Gir, esta pratica geralmente nao é
aplicada, pois 0s bezerros permanecem com as vacas apdés a ordenha para a
mamada do leite residual (SANTOS; FONSECA, 2007).

Assim como no presente estudo, Schepers et al. (1997) encontraram, em
vacas Holandesas, a maior prevaléncia de patégenos secundarios (Corynebacterium
sp. e Staphylococcus sp. coagulase negativa) do que de patdogenos primarios
(Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae e Staphylococcus aureus). Dohoo
e Leslie (1991) também isolaram grande numero de patdgenos secundarios,
principalmente, o Staphylococcus sp. coagulase negativa. Na pesquisa desenvolvida
por Olde Riekerink et al. (2007) 7,1% dos patdégenos isolados, de quartos mamarios,
eram primarios (dentre eles Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalactiae e Escherichia coli) e 12% dos quartos mamarios foram
infectados por patégenos secundarios (Corynebacterium sp. e Staphylococcus sp.

coagulase negativa).

A alta prevaléncia de patdgenos secundarios pode ser explicada, pois, sdo
considerados microrganismos contagiosos, sendo de facil transmisséo

(principalmente no momento da ordenha) e disseminagao no rebanho.

Segundo Almaw et al. (2008) as praticas de manejo podem interferir nos
resultados de prevaléncia da infecgado intramamaria, pois a mastite € uma doenca
complexa, resultante de multiplos fatores predisponentes, tais como: gerenciamento,

condi¢cbes ambientais, microrganismo envolvido e resposta do animal.
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5.2 FATORES QUE AFETAM A CCS E COMPOSICAO DO LEITE DE QUARTOS
MAMARIOS

A média geral do logCCS encontrada neste estudo para o conjunto de dados
de amostras com e sem isolamento foi de logCCS= 5,08; enquanto que, para
Ogola et al. (2007), em vacas zebuinas, foi de logCCS= 4,73. Ja, no estudo de

Schepers et al. (1997), com vacas holandesas, o logCCS foi de apenas 1,45.

Diferentemente deste trabalho, onde n&o foi observado efeito do rebanho
sobre 0 logCCS (P= 0,17); Schepers et al. (1997) encontraram efeito significativo do
rebanho sobre a CCS, no entanto, o rebanho explicou pequena por¢cao da variagao
da CCS. Todavia, um resultado semelhante foi observado tanto no presente estudo
quando no de Schepers et al. (1997): o efeito de vaca dentro de rebanho foi
altamente significativo, explicando grande parte da variagdo da CCS. Nesta
pesquisa, o efeito individual de vaca apresentou a segundo maior valor da soma dos
quadrados (SQ=21,21). Isto pode justificar que as diferengas de manejo, entre os
rebanhos estudados nao interferiram na variacdo da CCS, uma vez que, neste
estudo ndo houve efeito do rebanho sobre o logCCS. Pode se constatar que a
variabilidade individual, dentro de cada rebanho, apresenta grande importancia na

variagéo da CCS.

Neste estudo, os fatores como: o manejo nutricional e sanitario, idade e
estagio de lactagdo das vacas nao foram controlados, o que impede uma
justificativa mais precisa sobre o efeito altamente significativo (P<0,0001) do
rebanho sobre os teores de proteina, gordura e ESD, uma vez que, a composigao

do leite sofre influéncia destes fatores.

Estimativas realizadas por Schepers et al. (1997) mostraram que a média de
CCS de quartos mamarios posteriores foram maiores do que quartos mamarios
anteriores; pois 0os quartos mamarios posteriores sao mais susceptiveis a mastite por
produzirem maior quantidade de leite do que os quartos mamarios anteriores. No
presente estudo, a unica diferenga obtida, entre as médias do logCCS foi no quarto
mamario posterior direito, no qual apresentou maior logCCS= 5,24.

Muitos autores tém relatado que a mastite € a principal causa do aumento da
CCS (MULLER, 2002; ZAFALON et al., 2005). Na presente pesquisa e na
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desenvolvida por Schepers et al. (1997) os maiores valores da CCS foram obtidos
em quartos mamarios infectados. Ogola et al. (2007), também, encontraram efeito
significativo da presenga de infecgdo intramamaria sobre a CCS cuja os quartos
mamarios infectados apresentaram maior logCCS (5,79) do que os quartos
mamarios nao infectados (logCCS= 5,42).

Referente a composicdo do leite, o efeito da presenga de infecgao
intramamaria foi significativo sobre os teores de ESD, lactose e proteina. Altas
concentracdes de ESD, lactose e proteina foram obtidas em quartos mamarios nao
infectados indicando que a mastite afeta negativamente a composicdo do leite.
Ogola et al. (2007) também, com vacas zebuinas, encontraram em quartos
mamarios infectados o menor teor de lactose (4,5%) e maior valor de acidos graxos
livres (0,44 megFFA/100g de gordura) do que quartos mamarios nao infectados que
apresentaram menor valor de acidos graxos livres (0,33 meqFFA/100g de gordura) e
maior teor de lactose (4,7%). Os autores nao verificaram efeito da mastite sobre o
teor de proteina do leite.

Comparando o efeito do tipo de microrganismo sobre a CCS Schepers et al.
(1997) obtiveram maiores valores da CCS em amostras com isolamento de
Streptococcus uberis (logCCS= 2,91), Streptococcus dysgalactiae (logCCS= 2,75) e
Staphylococcus aureus (logCCS=2,59), Staphylococcus sp. coagulase negativa
(logCCS=1,83) e Corynebacterium sp. (logCCS=1,71) e os valores mais baixos em
amostras negativas (logCCS=1,14). Ogola et al. (2007) também observaram que a
CCS variou conforme o agente envolvido na mastite, pois quartos mamarios
infectados por Staphylococcus aureus apresentaram maiores médias do logCCS
(5,84) do que quartos mamarios com isolamento de Staphylococcus sp. coagulase
negativa (logCCS=5,65). Como no presente estudo se analisou o efeito da interagao
do tipo de microrganismo e més de coleta, o comportamento de cada patégeno
envolvido na mastite diferiu entre os meses de coleta. Segundo Olde Riekerink et al.
(2007) a epidemiologia da mastite difere conforme os patégenos envolvidos na
doencga, cada microrganismo possui uma capacidade de causar a doenga, variando

assim, a resposta imunoldgica contra cada agente infeccioso.

Altos valores do logCCS, no estudo de Harouna et al. (2009) foram obtidos
em amostras com isolamento de Staphylococcus aureus (logCCS= 5,88), seguido

por Staphylococcus sp. coagulase negativa (logCCS= 5,65) e microrganismos
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ambientais (logCCS= 5,60), ja o menor logCCS foi encontrado nas amostras
negativas (logCCS= 5,41).

Magalh&es et al. (2006) ao estudarem o efeito da época do ano sobre a CCS,
observaram que no inverno a CCS foi menor do que no verao (janeiro a margo), pois
nos meses de alta temperatura e umidade as vacas ficam mais susceptiveis a
mastite, devido ao aumento do estresse térmico e a maior exposi¢gdo aos agentes
patogénicos, pois essas condi¢des ambientais sdo favoraveis para o crescimento

microbiano.

Nos estudos de Schepers et al. (1997) e Olde Riekerink et al. (2007) quartos
mamarios infectados por patégenos primarios mostraram maior aumento da CCS
do que quartos mamarios com isolamento de patdégenos secundarios. No presente
trabalho, comparando o logCCS provenientes de amostras com isolamento de
patdgenos (tanto primarios quanto secundarios) com amostras negativas; na
maioria das vezes, os menores logCCS foram obtidos em amostras negativas. Mas,
também, se observou uma diferenga do logCCS em amostras com isolamento de
patdgenos primarios (com maior meédia do logCCS) do que para as amostras com
patdgenos secundarios, pois o grupo de patégenos secundarios apresentam pouca

capacidade de variagao da CCS.

Amostras de leite com isolamento de patdgenos primarios apresentam maior
aumento da CCS do que amostras com patdégenos secundarios, pois segundo
Reneau (1986) esta variacdo estd associada as diferencas da magnitude da

resposta celular e da duragao da infecgao intramamaria.

Considerando apenas as amostras sem isolamento microbiano a média geral
do logCCS foi de 4,85, neste estudo, e para Schepers et al. (1997) a média foi
menor (logCCS=1,14). A média do logCCS para as amostras negativas foi menor
(4,85) quando comparada a média do logCCS para o conjunto de dados de quartos

mamarios infectados e nao infectados (logCCS =5,08).

Sobre as amostras sem isolamento microbiano ndo houve efeito do rebanho
(P=0,7) na presente pesquisa, mas para Schepers et al. (1997) o efeito do rebanho

sobre a CCS foi significativo.

Diferentemente, do presente estudo, onde n&o se observou efeito da

localizagdo do quarto mamarios sobre o logCCS em amostras negativas, Berglund
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et al. (2007) observaram maiores logCCS em quartos mamarios posterior esquerdo
(4,14) e anterior esquerdo (4,20). Os quartos mamarios direitos (posterior e

anterior) apresentaram, ambos, menores valores do logCCS (4,25).

Considerando os efeitos ndo infecciosos, pela analise das amostras sem
isolamento microbiano, foi observado que sobre o logCCS o efeito do més de coleta
e vaca dentro do rebanho apresentaram efeito altamente significativo; o maior valor
da soma dos quadrados foi obtido no més de coleta (SQ=26,08) seguido pelo efeito
de vaca dentro do rebanho (SQ= 13,21). Sobre a composigdo do leite 0 més de
coleta e o efeito de rebanho foram significativos apresentando os maiores valores
da soma dos quadrados. O efeito do més de coleta, no presente estudo, foi um

importante fator na variagdo do logCCS e na composigao do leite.

5.3 SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DA CCS DE QUARTOS MAMARIOS

No trabalho desenvolvido por Schepers et al. (1997) os valores de
sensibilidade e especificidade, para todos os limiares estudados foram mais
elevados do que os resultados obtidos neste estudo. Para o limiar de 100 x 10°
células/mL a sensibilidade e especificidade foram, respectivamente, de 83,2% e
80,5% e, para os limiares de 200 x 10° células/mL e 400 x 10° células/mL as
sensibilidades foram de 74,5% e 60,8% e as especificidades foram de 89,6% e
95,0%; respectivamente. No entanto, os valores preditivos positivos obtidos por
estes autores foram mais baixos (valor maximo de 26,9%) do que os encontrados
por este estudo (valor maximo de 65,9%), pois Schepers et al. (1997) encontraram
baixa prevaléncia dos patdgenos primarios.

A sensibilidade e especificidade do limiar de 200 x 10° células/mL, no trabalho
de Dohoo e Leslie (1991) foi de 72,6% e 85,5%; respectivamente. No entanto, os
autores observaram que ao considerarem como quartos negativos tanto amostras
sem isolamento microbiano quanto amostras com patégenos secundarios, o valor de
sensibilidade aumentou para 83,4%, mas a especificidade diminuiu para 58,9%. Os
autores para obterem altos valores de sensibilidade e especificidade foi preciso

ignorar as amostras com crescimento de patégenos secundarios (84,3% e 85,5%;
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respectivamente). No presente estudo, os valores de sensibilidade também sofreram
alteracao conforme o microrganismo envolvido; os maiores valores de sensibilidade
foram obtidos quando se excluiu amostras com patdogenos secundarios do
diagndstico positivo para mastite. Como por exemplo, o limiar de 100 x 10°
células/mL que apresentava sensibilidade de 66,2% passou para 73,8%, no caso do

limiar de 200 x 10° células/mL a sensibilidade de 51,2% passou para 59,2%.

Deste modo, ao considerar os trés critérios de diagndstico, as diferencas
entre as estimativas (sensibilidade e especificidade) obtidas esclarecem a
participacdo dos patdgenos primarios e secundarios. Os patdgenos primarios
tendem a aumentar os valores de sensibilidade; todavia, os patdbgenos secundarios
diminuem a sensibilidade e a especificidade (quando estes sdo incluidos no
diagndstico positivo para mastite) (DOHOO, 2001). Para Reneau (1986), a presenca

dos patdgenos secundarios pode aumentar os resultados falso-negativos.

A alta prevaléncia de patdégenos secundarios, no presente estudo, pode
justificar os baixos valores encontrados de sensibilidade (66,2%) e especificidade
(59,2%) considerando o segundo critério de diagndstico onde estes microrganismos

foram incluidos nas amostras positivas para mastite.

Sargeant et al. (2001) também encontraram o maior valor de sensibilidade
(57,4%) e especificidade (72,3%) para o limiar de 100 x 10> células/mL. Os mesmos
autores observaram que a sensibilidade da CCS aumentou para 66,2% ao
identificar, somente, os patdégenos primarios, mas a especificidade diminuiu para
66,4%. No entanto, quando estes autores objetivaram identificar exclusivamente os
patdgenos secundarios a sensibilidade reduziu para 51,4%.

Neste estudo, também foi verificado que com o aumento do limiar da CCS as
chances da ocorréncia da mastite aumentaram. Schukken et al. (2003) também
observaram que a alta prevaléncia da mastite estava associada com o aumento da
CCsS.

No estudo de Pyorala (2003) o limiar de 100 x 10° células/mL foi sugerido
como um ponto de corte fisiolégico, pois amostras de leite com CCS acima deste

limiar apresentaram alteragcdes nos componentes do leite.

Para Reneau (1986) ndo ha duvidas de que resultados da CCS provenientes
de quartos mamarios sdo mais precisos e faceis de interpretagcdo do que amostras

compostas dos quatro quartos mamarios. Resultados de amostras compostas
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podem sofrer efeito de diluicdo, ou seja, vacas infectadas com somente um quarto
mamario acometido pela mastite podem ser classificadas como sadias, pois, 0s
outros trés quartos mamarios n&o infectados minimizam o resultado daquele quarto

mamario infectado.

Contudo, no presente estudo, o limiar de CCS 100 x 10° células/mL tornou-se
um bom indicador de mastite por apresentar boa habilidade em detectar amostras
positivas (alta sensibilidade) e minimizar os resultados falso-negativos (maior valor
preditivo negativo). Para o programa de controle da mastite, considerar este limiar da
CCS diminui as fontes de infeccdo e seleciona os animais para o tratamento.

O fato de o rebanho nao ter tido influéncia sobre o logCCS, no presente
estudo, indica que o limiar proposto (100 x 10° células/mL) pode ser aplicado a

outras fazendas.

5.4 CORRELACAO ENTRE A CCS E COMPOSICAO DO LEITE DE QUARTOS
MAMARIOS

Segundo Le Roux et al. (2003) o aumento da CCS causa grande mudanga na
composicdo do leite; pois amostras de leite com alta CCS (limiar >200 x 10°
células/ml) sofrem maiores alteragées na caracteristica quimica do leite do que

amostras com baixas CCS (limiar <200 x 10° células/ml).

Foi identificada, neste trabalho, correlagdo positiva entre o logCCS com
proteina do leite (r=0,10) e logCCS com gordura do leite (r=0,25), todavia, foi
observada uma correlagao negativa entre o logCCS com lactose do leite (r= -0,63) e
logCCS com ESD (r= -0,47). Resultados semelhantes foram encontrados por
diversos autores. No estudo de Berglund et al. (2007) considerando somente
amostras negativas houve correlagdo positiva entre CCS com gordura (r= 0,25) e
proteina (r= 0,24), e, correlagdo negativa entre CCS com lactose (r= -0,37). Outros
autores, também, observaram correlagdo negativa entre CCS com o teor de lactose
do leite (r= -0,63 e r=-0,77) (LE ROUX et al., 2003; LINDMARK-MANSSONA et al.,
2006).
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Ogola et al. (2007) verificaram correlagbes positivas entre CCS com acido
graxos livres (r=0,75), CCS com compostos nao caseinosos (r=0,70), CCS com
sédio (r=0,87) e CCS com cloro (r=0,85). Porém, foi notada uma correlagao negativa
entre CCS com potassio (r=-0,64) e CCS com calcio (r= -0,87).

No presente estudo, amostras com a elevada CCS os teores de proteina e
gordura do leite aumentaram, mas as concentragdes de lactose e ESD diminuiram.
Essas alteragbes, segundo a literatura, podem ter sido atribuidas ao processo
inflamatorio da glandula mamaria pela mudanga na permeabilidade vascular, que
facilita a passagem de enzimas, ions e proteinas séricas do sangue para o leite; pela
lesao do epitélio glandular secretor que diminui a sintese dos componentes do leite,
e, pela acdo enzimatica (lipases e proteases dos polimorfonucleares e das bactérias
que liberam peptideos e fosfolipideos aumentando os teores de proteina e gordura

totais).

Neste estudo, o baixo teor de gordura do leite (1,78% = 1,12) pode estar
associado a fragdo do leite analisada (porgao inicial da ordenha), uma vez que, a
concentragado da gordura esta intimamente relacionada ao grau de esvaziamento do
ubere (MILLOGO et al., 2009).

Os teores de proteina (3,58% +0,45) e ESD (9,08% * 0,67) estdo de acordo
com o recomendado pela Instrugcdo Normativa 51 (BRASIL, 2002), cujos limites
minimos destes constituintes sdo de 2,9% e 8,4%. No entanto, o teor de gordura do

leite estava abaixo do preconizado (< 3,0%).

Referente aos valores da CCS, em Julho de 2008 entrou em vigor o limite
maximo para CCS de 750.000 células/mL; no presente estudo, esta exigéncia foi

cumprida, uma vez que, a média geral da CCS obtida foi de 120.000 células/mL.

5.5 PREVALENCIA DA MASTITE SUBCLINICA EM AMOSTRAS COMPOSTAS

Neste estudo, em amostras compostas a prevaléncia da mastite em vacas Gir
foi de 78,7%. No rebanho estudado por Souza et al. (2009), composto por vacas
puras (Holandesa, Jersey e Pardo Suiga) quanto mesticas (Holandesa x Gir) a

ocorréncia da mastite foi de apenas 69,7%.
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Biffa et al. (2005) encontraram uma prevaléncia de 34,9%. Os autores
observaram, também, que houve efeito significativo da raca sobre a prevaléncia da

infeccdo intramamaria, entre fémeas zebuinas, Jersey, Holandesas e Mestigas.

Souza et al. (2009) isolaram maior numero de Corynebacterium sp. (31,6%),
Staphylococcus aureus (30,2%), Streptococcus agalactiae (21,1%), Staphylococcus
sp. coagulase negativa (17,8%) e Streptococcus sp. (13,4%). Porém Bonfoh et al.
(2005) encontraram 20% de Staphylococcus aureus e 10% de Corynebacterium sp.
No contexto de patégenos secundarios e primarios, foram isolados, neste trabalho,

42,1% de patdégenos secundarios e apenas 36,4% de patégenos primarios.

Como a ocorréncia da mastite depende de varios fatores predisponentes
(ambiente, agente infeccioso e animal) a prevaléncia desta doenga pode variar entre

os estudos.

5.6 FATORES QUE AFETAM A CCS E COMPOSICAO DO LEITE DE AMOSTRAS
COMPOSTAS

A média geral do logCCS, para as amostras com e sem isolamento
microbiano foi de logCCS=5,26. Outros autores, como Laevens et al. (1997), Bonfoh
et al. (2005) e Souza et al. (2009) encontraram, respectivamente, logCCS=5,80; 5,89
e1,71.

Da mesma forma em que ndo se encontrou efeito do rebanho sobre a CCS
em nivel de quartos mamarios, o efeito do rebanho, também, nao foi significativo
(P=0,32) sobre o logCCS, considerando a unidade experimental a vaca.
Diferentemente, Souza et al. (2009) encontraram efeito do rebanho sobre a CCS
mas, com pouca influéncia sobre a variagdo da CCS. Para estes autores existe uma
grande variagdo da CCS entre os animais submetidos as condigbes idénticas de

manejo.

Souza et al. (2009) também observaram que 81,7% da variagao da CCS foi

devido a presenca da infecgdo intramamaria. No presente estudo, os maiores
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logCCS foram obtidos nas amostras infectadas do que em amostras sem

crescimento microbiano.

A grande variagao da resposta imunologica a invasao bacteriana, na glandula
mamaria, entre os animais situados nas mesmas condi¢des de manejo, explica o
efeito individual da vaca sobre o logCCS, uma vez que, na presente investigagao, a
maior soma dos quadrados foi obtida no efeito de vaca dentro do rebanho (SQ=
7,39).

Bansal et al. (2005) observaram que todos os componentes do leite, exceto o
teor de proteina, variaram significativamente entre amostras sem isolamento
microbiano com aquelas com pelo menos um quarto mamario acometido pela
mastite. Estes autores obtiveram menores valores da CCS e do teor de gordura do
leite em amostras negativas (logCCS=4,55 e 1,43%) e maiores valores de CCS e
gordura do leite em amostras com um quarto mamario infectado (logCCS= 4,67 e
2,00%). Porém, para o teor de lactose do leite o acometimento de um quarto

mamario pela mastite causou diminuigao do seu valor de 5,02% para 4,83%.

No estudo de Martins et al. (2006), com vacas da raga Jersey e Holandesa, o
efeito do més de coleta foi significativo sobre os teores de proteina, lactose e ESD
quando considerou amostras com quartos mamarios infectados. Entretanto, nao
houve efeito sobre o teor de gordura e CCS. Os valores minimos de proteina foram
obtidos em julho (2,82%) e agosto (2,90%), mas, no presente estudo, foi no més
dezembro. Os baixos valores de ESD foram encontrados nos meses junho (8,02%),
julho (8,0%) e agosto (8,2%), enquanto que, neste trabalho, foi encontrado somente
em dezembro. Os menores valores de lactose foram obtidos em abril (4,16%) e julho
(4,16%). Os autores observaram que os maiores valores percentuais de proteina e
lactose foram obtidos nos meses correspondentes a primavera e inicio de verao;
coincidindo com a melhoria das condigdes climaticas e qualidade das pastagens
pois, os fatores associados com o baixo teor de proteina estdo o menor consumo de
matéria seca, falta de proteina degradavel e falta de carboidrato ndo-estruturado. Os
maiores indices percentuais de mastite, encontrados por estes autores, foram
obtidos em setembro a dezembro (62,6% a 68,0%) e o menor em agosto (32,0%)
(MARTINS et al., 2006). Os maiores logCCS, nesta pesquisa, foram obtidos nos
meses abril, junho e dezembro; mas os menores valores de CCS em fevereiro,

agosto e novembro.
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Bansal et al. (2005) encontraram, em vacas holandesas, uma diferenca
significativa entre os valores da CCS e lactose para amostras compostas com e sem
isolamento microbiano. O menor logCCS (4,5) foi obtido, por estes autores, em
amostras negativas e o maior logCCS (5,35) em amostras infectadas. O teor de
lactose diminuiu em amostras com presenga de infecgdo intramamaria (4,61%)
comparada as amostras negativas (4,84%). No entanto, para os teores de gordura e
proteina, estes autores, n&do encontraram mudancgas significativas entre amostras

com e sem isolamento microbiano.

Neste estudo, o tipo de microrganismo isolado em casos de mastite
influenciou, diferentemente, sobre a variacdo do logCCS. Amostras compotas com
isolamento de Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis e Streptococcus
dysgalactiae apresentaram maior logCCS do que as amostras sem isolamento
microbiano. Souza et al. (2009) obtiveram maior logCCS para amostras com
Streptococcus agalactiae (6,18) seguido pelo Staphylococcus aureus (5,98) e
Streptococcus sp. ndo agalactiae (5,95) e Corynebacterium sp. e Staphylococcus sp.
coagulase negativa (ambos com 5,60). Também, para Laevens et al. (1997) a CCS
de amostras com isolamento de Streptococcus uberis, Corynebacterium bovis e
Staphylococcus sp. coagulase negativa diferiram significativamente das amostras

negativas (logCCS= 1,81; 1,77; 1,72 e 1,69; respectivamente).

No presente estudo, o logCCS foi maior para as amostras com isolamento de
patdgenos primarios e os menores valores do logCCS foram obtidos tanto para as
amostras negativas quanto para amostras com isolamento de patdgenos
secundarios. Resultados semelhantes foram obtidos por Souza et al. (2009) que
encontraram diferenga da CCS para as amostras com isolamento de patdgenos
primarios; com maior logCCS= 5,69; do que com as amostras com isolamento de

patdgenos secundarios com logCCS de apenas 5,31.

As diferengas encontradas entre a CCS conforme o patégeno envolvido na
doenga sdo atribuidas ao grau de intensidade do processo inflamatério devido a

patogenicidade do agente infeccioso.
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5.7 SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DA CCS EM AMOSTRAS COMPOSTAS

A CCS é frequentemente mensurada em amostras de leite compostas, no
entanto, para Schukken et al. (2003) a relagdo mais precisa entre a presencga da
infeccao intramamaria e a CCS ocorre em nivel de quarto mamario. Segundo
Reneau (1986), resultados falso-negativos sao esperados quando se utilizam
amostras compostas. No entanto, considerando a questdo pratica e a campo, as
amostras compostas sao muito utilizadas no programa de controle da mastite. Por
esta razao, foi desenvolvido o estudo da sensibilidade e especificidade da CCS para
as amostras compostas dos quatro quartos mamarios.

Mcdermott e Natzke (1982) encontraram, em vacas da raga Holandesa e
Pardo Suica, para o limiar de 100 x 10> células/mL, uma sensibilidade de 92,0% e
especificidade de 53,0% com valores preditivos positivo e negativo de 38% e 95%;
respectivamente. No entanto, para o limiar de 400 x10° células/mL a sensibilidade e
valor preditivo positivo foram de 60,0% e a especificidade e valor preditivo negativo
foram de 87,0%. O limiar de 200 x 10° células/mL apresentou sensibilidade de
89,0% e especificidade de 75%, com valor preditivo positivo de 50% e valor preditivo
negativo de 93%. Assim como neste estudo, o limiar de CCS com maior valor
preditivo negativo foi o de 100 x 10° células/mL.

No presente estudo, as sensibilidades dos limiares da CCS aumentaram
quando as amostras com isolamento de patégenos secundarios foram excluidas das
analises, passando de 71,2% para 81,02% no limiar de 100 x 10° células/mL, e, de
50,5% para 61,3% no limiar de 200 x 10° células/mL.Os patdgenos secundarios além
de interferirem nos valores de sensibilidade foram, também, capazes de diminuir os
valores de especificidade quando incluidos no diagndstico negativo. Quando as
amostras com isolamento de patdégenos secundarios foram atribuidas ao critério de
diagndstico negativo para mastite os valores de especificidade diminuiram de 46,2%
para 40,1% e de 69,3% para 60,2%; considerando, respectivamente, os limiares de
100 e 200 x 10° células/mL. Esta diferenca pode ter sido encontrada, pois segundo
Reneau (1986) a magnitude da resposta celular e a duragdo do processo
inflamatorio variam conforme o patégeno envolvido na mastite.

Para Sarikaya e Bruckmaier (2006) amostras de leite de quartos mamarios

nao infectados, geralmente, contém contagem de células basais fisiolégicas
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menores que 100 x 10° células/mL e valores mais elevados de CCS apresentam
correlagao positiva com a mastite. Resultados similares foram obtidos deste estudo,
uma vez que, as chances de ocorrer a mastite aumentaram conforme elevados
limiares da CCS.

Manter animais falso-negativos dentro de um programa de controle da mastite
pode causar sérios prejuizos, por isso foi proposto o limiar de 100 x 10° células/mL
como um bom indicador de mastite bovina, uma vez que, apresentou o maior valor
preditivo negativo (30,32%) minimizando, assim, as fontes de infecgao.

Segundo Reneau (1986) os patégenos secundarios aumentam os resultados
falso-negativos, pois alteram pouco o valor da CCS. Como, no presente estudo, foi
encontrada alta prevaléncia destes patdégenos no rebanho, a escolha do limiar de
100 x 10° células/mL foi util para minimizar este efeito.

Em ambas as unidades experimentais foram propostas o mesmo limiar da
CCS, indicando boa relagcao entre a CCS e infecgdo intramamaria tanto para
amostras de quartos mamarios quanto para amostras compostas.

O efetivo uso da CCS como indicador da mastite depende do entendimento
claro dos fatores que afetam a CCS e o objetivo a que este limiar sera proposto, uma
vez que, oferece nao so informacgdes biolégicas, mas também, o impacto econédmico

decorrente da mastite.

5.8 CORRELAGAO ENTRE A CCS E COMPOSICAO DO LEITE EM AMOSTRAS
COMPOSTAS

Foram obtidas correlagbes positivas entre CCS com os teores de proteina e
gordura (r= 0,12 e 0,18; respectivamente) e correlagées negativas entre CCS com
lactose e ESD (r= -0,53 e -0,29; respectivamente). Bonfoh et al. (2005) também
observaram que os teores de gordura e proteina aumentaram com elevadas CCS.

Semelhantemente, Cunha et al., (2008) encontraram correlagcao positiva entre
CCS e gordura (r= 0,07) e CCS e proteina (r= 0,15). O teor de proteina para
amostras com CCS <100 x 10° células/mL foi 3,07% e de gordura 3,46%, porém, em
amostras com altas CCS (contagens entre 251 a 500 x 10° células/mL) os valores

destes constituintes aumentaram (3,18% e 3,55%).



112

A composicao do leite é afetada por uma variedade de fatores fisiologicos e
patolégicos. Dentre os fisioldgicos, o estagio de lactacao, idade, raga e alimentagao
sdao os mais importantes. No entanto, exceto o fator raga, os demais fatores, no
presente estudo, ndo foram controlados e os animais foram expostos as condi¢cdes
variadas de manejo e alimentagdo, além das vacas estarem em diferentes estagios
de lactacao e idade e, por estas questdes como pelo efeito significativo do rebanho
sobre a composi¢ao do leite, as diferengas obtidas entre a composi¢cao do leite para
cada rebanho estudado pode ser justificada pela diferengca da dieta e do estagio de

lactacéao.

Na presenga de um processo infeccioso, pelo aumento da permeabilidade
vascular, ocorre a passagem dos neutrofilos, ions e proteinas séricas do sangue
para a glandula mamaria. E, na tentativa de combater o microrganismo ha liberagao
de lipases e proteases que degradam os constituintes do leite liberando peptideos e
fosfolipideos. Durante a mastite, ocorrem sérios danos no epitélio glandular secretor
gerando deficiéncia na sintese de lactose, caseina e gordura do leite (pela sintese
de novo). Por estas razbes altas CCS causam aumento dos teores de proteina e

gordura do leite e diminuigdo do teor de lactose.
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6 CONCLUSAO

O efeito individual da vaca dentro do rebanho foi o principal fator responsavel
pela variagéo do logCCS.

Houve efeito de rebanho apenas sobre a composicao do leite, exceto sobre o
teor de lactose.

O més de coleta afetou tanto a composigéo do leite quanto o logCCS.

Os maiores valores do logCCS foram encontrados em quartos mamarios e
vacas com presenca da infec¢ao intramamaria. Da mesma forma, a CCS, também,
variou conforme o microrganismo causador. Patdégenos primarios foram os
responsaveis pela maior elevagdo do logCCS comparados aos patdogenos
secundarios.

O limiar da CCS de 100 x 10° células/mL foi um bom indicador de mastite
subclinica em vacas Gir, uma vez que, apresentou o maior valor de sensibilidade e
valor preditivo negativo, tanto em amostras compostas quanto de quartos mamarios.

A composicao do leite foi influenciada pela CCS. Em altas CCS foi observada
diminuicdo dos teores de lactose e ESD, mas aumento das concentragbes de

proteina e gordura do leite.
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