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RESUMO

A mastite subclinica ¢ a enfermidade de maior prevaléncia em rebanhos leiteiros,
comprometendo a produtividade e a qualidade do leite. A dindmica da mastite subclinica
(DMSC), baseada na contagem mensal de células somaticas (CCS), representou um avango no
diagnostico, porém apresenta limitagcdes ao classificar todas as vacas com CCS inferiores a
200.000 células/mL como sadias ou curadas. A combinac¢ao da CCS com a contagem diferencial
de células somaticas (CCSD) possibilita a formagao dos grupos de saude do ubere (GSU), que
identificam estagios distintos da infeccdo subclinica a partir de uma tnica analise do leite.
M¢étodos emergentes, como a estimativa da CCS por espectroscopia de bioimpedancia elétrica
(EBE), podem oferecer alternativas para o diagndstico da mastite. Este estudo avaliou diferentes
abordagens diagndsticas para a mastite subclinica, considerando a relagdo entre as categorias
da DMSC, os GSU, o California Mastitis Test (CMT) e fatores de risco associados. O
experimento foi conduzido em duas propriedades leiteiras no Sul de Santa Catarina, com coletas
mensais de leite individual, totalizando 494 amostras. As amostras foram analisadas por
citometria de fluxo (CF) e por EBE para determinagdo da CCS e CCSD por CF. A DMSC foi
determinada pela relacio da CCS do més anterior com a do meés atual. Os GSU foram
classificados conforme dois modelos (GSU_Bobbo ¢ GSU_Schwarz). O CMT foi realizado
mensalmente, e em duas visitas foram avaliadas a hiperqueratose, profundidade e sujidade do
ubere. A concordancia entre as metodologias foi avaliada pelo coeficiente Kappa, a associagao
pelo teste de Qui-quadrado, e os fatores de risco por regressao logistica, ambos utilizando o
pacote estatistico SAS®. Os modelos GSU Bobbo e GSU Schwarz classificaram,
respectivamente, 36,62% e 50,94% das vacas consideradas sadias pela DMSC como suscetiveis
ou suspeitas, € 53,85% e 69,23% das vacas curadas foram enquadradas nessas categorias. A
concordancia entre a DMSC estimada por CF e EBE foi inferior a 45% para todas as categorias
avaliadas. Entre os resultados negativos ao CMT, 18,48% foram classificados como novas ou
infecgdes cronicas pela DMSC, e até 30,43% dos positivos foram considerados sadios ou
curados. Nos GSU, parte dos resultados negativos e positivos ao CMT foram classificados
divergentes, indicando limitagdes do CMT isoladamente. O risco de infec¢des cronicas
aumentou progressivamente com o avango da lactacdo (at¢ OR=15,33) e maior ordem de parto
(até¢ OR=3,67). O risco de classificagdo mastitica nos GSU também aumentou com o DEL e a
ordem de parto, enquanto o risco para categorias susceptiveis e suspeitas diminuiu com esses
fatores. A utilizagao conjunta da CCS e CCSD permite diferenciar o diagndstico da mastite

subclinica (MSC) por meio de GSU a partir de uma unica analise individual de leite,



identificando vacas susceptiveis ou suspeitas dentro dos grupos considerados sadios ou curados
pela DMSC, além de identificar vacas cronicas em apenas uma analise. As categorias da DMSC
apresentam concordancia fraca com o GSU Bobbo e moderada com o GSU Schwarz,

evidenciando que cada abordagem avalia a MSC de maneira distinta.

Palavras-chaves: métodos de diagnoéstico indiretos; mastite subclinica; qualidade do leite.



ABSTRACT

Subclinical mastitis is the most prevalent disease in dairy herds, impairing both productivity
and milk quality. The dynamics of subclinical mastitis (DSCM), based on monthly somatic cell
counts (SCC), represented an advance in diagnosis, however, it presents limitations by
classifying all cows with SCC below 200,000 cells/mL as healthy or cured. The combination of
SCC with differential somatic cell counts (DSCC) enables the formation of udder health groups
(UHG), which identify distinct stages of subclinical infection from a single milk analysis.
Emerging methods, such as SCC estimation by electrical bioimpedance spectroscopy (EBS),
may provide alternatives for mastitis diagnosis. This study evaluated different diagnostic
approaches for subclinical mastitis, considering the relationship between DSCM categories,
UHG, the California Mastitis Test (CMT), and associated risk factors. The experiment was
conducted on two dairy farms in southern Santa Catarina, with monthly collections of individual
milk samples, totaling 494 samples. Samples were analyzed by flow cytometry (FC) and by
EBS for SCC determination, in addition to DSCC by FC. DSCM was determined by the
relationship between SCC from the previous month and the current month. UHG were classified
according to two models (UHG Bobbo and UHG Schwarz). The CMT was performed
monthly, and during two visits teat-end hyperkeratosis, udder depth, and dirtiness were
evaluated. Agreement between methodologies was assessed using the Kappa coefficient,
association by the Chi-square test, and risk factors by logistic regression, both performed with
the SAS® statistical package. The UHG Bobbo and UHG Schwarz models classified,
respectively, 36.62% and 50.94% of cows considered healthy by DSCM as susceptible or
suspect, and 53.85% and 69.23% of cured cows were also placed into these categories.
Agreement between DSCM estimated by FC and EBS was below 45% for all evaluated
categories. Among negative CMT results, 18.48% were classified as new or chronic infections
by DSCM, and up to 30.43% of positive results were considered healthy or cured. Within UHG,
part of the negative and positive CMT results were divergently classified, indicating limitations
of CMT when used alone. The risk of chronic infections increased progressively with advancing
lactation (up to OR=15.33) and higher parity (up to OR=3.67). The risk of being classified as
mastitic within UHG also increased with days in milk (DIM) and parity, whereas the risk for
susceptible and suspect categories decreased with these factors. The combined use of SCC and
DSCC allows differentiation of subclinical mastitis (SCM) diagnosis through UHG in a single
individual milk analysis, identifying susceptible or suspect cows within groups considered

healthy or cured by DSCM, in addition to detecting chronic cases in only one test. DSCM



categories show weak agreement with UHG Bobbo and moderate agreement with

UHG_Schwarz, demonstrating that each approach assesses SCM differently.

Keywords: indirect diagnostic methods; subclinical mastites; milk quality.
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1 INTRODUCAO

A mastite subclinica (MSC) continua sendo um dos principais desafios da pecuaria
leiteira. Trata-se de uma enfermidade multifatorial, influenciada por fatores individuais e
relacionados ao rebanho, que ocasiona prejuizos econdmicos significativos ao longo da cadeia
produtiva (Gongalves et al., 2023). A mastite subclinica ndo manifesta alteragdes visiveis no
leite, ibere ou em aspectos sist€émicos, mas evidencia aumento na contagem de células
somaticas (CCS), redu¢ao na produgdo de leite e na rentabilidade nas propriedades leiteiras
(Gongalves et al., 2021), alteragdes na composi¢do do leite (De Vliegher; Ohnstad; Piepers,
2018) e reducdo do tempo de prateleira dos derivados lacteos (Beloti, 2015).

A principal ferramenta diagnostica da mastite subclinica ¢ a CCS avaliada em amostras
individuais, sendo a contagem > 200.000 células/mL um indicativo de infec¢do intramamadria
(IDF, 2013). O monitoramento da CCS, especialmente por meio de analises mensais, permite
acompanhar a dindmica da mastite subclinica (Schukken; Kremer, 1996), estimando a
prevaléncia de vacas infectadas, a taxa de novas infecgdes e a persisténcia de infecgdes cronicas.

O diagnostico da MSC também ¢ realizado em nivel de vaca através do California
Mastitis Test (CMT), um teste de triagem, rapido e amplamente utilizado para o diagnostico
indireto da mastite subclinica (Ruegg, 2003). Além disso, equipamentos baseados na
espectroscopia de bioimpedancia elétrica (EBE) representam uma tecnologia promissora para
a estimativa da CCS e a avalia¢do da qualidade do leite em tempo real (Schumacher et al.,
2019).

Apesar dos avancos nas estratégias de controle, a mastite subclinica continua sendo a
enfermidade de maior prevaléncia em rebanhos, com taxas superiores a 46%, sem indicios de
redu¢@o ao longo do tempo (Busanello et al., 2017). A identificagdo de fatores de risco tanto
para novas infecgdes, quanto para as infecgdes cronicas, € essencial para subsidiar estratégias
eficazes de prevengao e controle da mastite subclinica, com foco na reducao da incidéncia e no
aumento das taxas de cura (Cardozo et al., 2015). No entanto, a utilizagdo do ponto de corte de
200.000 células/mL como critério diagnostico pode ndo ser eficaz para identificar casos em
estagios iniciais, uma vez que, alteragcdes inflamatdrias sdo observadas em glandulas com CCS
abaixo desse limiar.

Embora amplamente consolidada para o monitoramento da saude da glandula mamaria,
a CCS ndo revela a composicao celular do leite, composta por neutréfilos polimorfonucleares
(PMN), linfocitos, macrofagos e, em menor propor¢do, células epiteliais. A propor¢ao destas

células varia conforme o estado inflamatério da glandula mamaria (Nickerson, 1989), sendo
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que em casos de mastite, os neutrofilos PMN podem representar até 92% das células presentes
no leite (Oviedo-Boyso et al., 2007). Diante dessa variagdo, estudos baseados na contagem
diferencial de células somaticas (CCSD) tém demonstrado aumento de neutr6filos PMN e
presenca de patdogenos mesmo em amostras com CCS abaixo de 100.000 células/mL (Schwarz
etal., 2011, 2020).

A introdugdo recente de analisadores comerciais baseados em citometria de fluxo
viabilizou a avalia¢ao simultanea da contagem total da CCS e da CCSD no leite, definida como
a soma das proporcdes de neutrofilos PMN e linfécitos em relacao a CCS total (Damm et al.,
2017). A combinagdo desses parametros tem sido utilizada para formacao de grupos de satde
do ubere (GSU) no diagnéstico da mastite subclinica, possibilitando identificar animais
saudaveis, com infeccao ativa, susceptiveis ou com infec¢ao cronica, com base no perfil celular
do leite (Bobbo ef al., 2020). Baseados em pontos de corte para CCS e CCSD, os modelos de
GSU aumentam a sensibilidade para o diagndstico de infeccdes por patdgenos principais
(Schwarz et al., 2020; Zecconi et al., 2019), possibilitando a deteccdo de vacas em estagios
iniciais da infec¢cdo, bem como vacas em estagio cronico em uma Unica analise, sendo que vacas
classificadas como suspeitas apresentam maior risco de exceder 200.000 células/mL na analise
subsequente de CCS (Schwarz et al., 2021).

A dindmica da mastite subclinica (DMSC) representou um avango importante no
diagnostico da mesma. No entanto, a necessidade de avaliagdo da CCS em meses sequenciais
ainda apresenta dificuldades para produtores e técnicos, especialmente no diagnostico em
propriedades menos estruturadas. Além disso, considera todas as vacas com CCS abaixo do
limiar de 200.000 células/mL como sadias ou curadas. Porém, a identificacdo de vacas
suscetiveis ou suspeitas, pelos GSU pode representar um aprimoramento diagnostico,
necessitando, porém, mais estudos que permitam a utilizagdo de modo seguro da metodologia
em condigdes de campo. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar diferentes abordagens
diagnodsticas para a deteccdo da mastite subclinica, com base na concordancia entre as
categorias da dindmica da mastite subclinica determinadas por citometria de fluxo ou por EBE,
nos grupos de satide do ubere e no CMT, assim como identificar fatores de risco associados a

estas abordagens de diagnéstico de mastite subclinica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RESPOSTA IMUNE DA GLANDULA MAMARIA E CONTAGEM DE CELULAS
SOMATICAS

Os mecanismos de defesa da glandula mamaria sdo classificados em dois grupos: o
sistema imune inato ou inespecifico e o sistema imune especifico ou adaptativo. O sistema
imune inato inclui barreiras fisicas como o esfincter do teto e barreiras quimicas como a
queratina do canal do teto, lactoferrina, sistema do complemento e citocinas, além de células
como macrofagos, neutrdfilos, células dendriticas e células exterminadoras naturais (Chase et
al., 2022; Santos; Fonseca, 2019).

O esfincter do teto constitui a primeira linha de defesa da glandula maméria,
funcionando como uma barreira fisica contra a entrada de patogenos. E formado por miisculo
liso, cuja contragdo promove o fechamento do canal do teto, reduzindo o risco de infec¢ao. Esse
canal ¢ revestido por epitélio escamoso estratificado, responsavel pela producdo de queratina,
que forma um tampao protetor no limen do canal entre 30 minutos e duas horas apos a ordenha
(Cobirka; Tancin; Slama, 2020). Uma vez que o microrganismo ultrapasse o canal do teto, entra
em acao a lactoferrina, uma glicoproteina quelante de ferro presente em altas concentragdes no
leite, em secre¢des externas e nos granulos dos neutréfilos. Essa molécula apresenta atividade
antimicrobiana de amplo espectro contra patdgenos causadores de mastite. Seu principal
mecanismo de agdo envolve a quelacdo do ferro, elemento essencial para o metabolismo
bacteriano, cuja indisponibilidade inibe o crescimento e a multiplicagdo dos microrganismos
(Chase et al., 2022).

A invasdo da glandula mamaria por patdogenos desencadeia uma resposta inflamatoria
caracterizada pelo recrutamento de leucdcitos para o local da infecgdo. Os microrganismos
expressam padroes moleculares associados a patogenos (PAMPs), que sdo reconhecidos por
receptores de reconhecimento de padrdoes (PRRs) expressos pelas células do hospedeiro, com
destaque para os Toll-Like Receptors (TLRs). As células epiteliais mamadrias desempenham um
papel central nos estagios inicias da resposta imune, uma vez que a interacdo entre PAMPs e
TLRs nessas células ativa vias de sinalizacdo da imunidade inata. Este processo ocorre
geralmente entre 4 ¢ 96 horas apds a exposicdo ao agente infeccioso, resultando na producao
de mediadores inflamatérios que modulam a resposta imune local (Chase ef al., 2022). Além
das células epiteliais, os macrofagos residentes e as células natural killers (NK) liberam

citocinas pro-inflamatodrias, moléculas do sistema complemento e peptideos antimicrobianos.
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Estas interagdes resultam na migracao de neutrdfilos polimorfonucleares liberados pela medula
Ossea na corrente sanguinea para o local da infec¢do, que atua para eliminar a infec¢ao de forma
rapida e inespecifica (Paape et al., 2002). Os neutréfilos recrutados para o local da infecgao
fagocitam os antigenos e se estes sobrevierem, ocorre a migragao de linfocitos B e T e
monocitos.

Macréfagos desempenham um papel fundamental tanto na imunidade inata quanto na
adaptativa, atuando na fagocitose de patogenos, de detritos celulares e na apresentacao de
antigenos aos linfocitos, o que desencadeia a resposta imune especifica. Juntamente com as
células dendriticas, eles reconhecem os patdogenos e promovem a liberagao de citocinas pro-
inflamatorias, iniciando a ativagao dos linfocitos T e B (Chase et al., 2022; Santos; Fonseca,
2019; Sordillo,; Shaffer-Weaver; DeRosa, 1997). Apds o reconhecimento de antigenos pelas
células apresentadoras, os linfocitos T secretam citocinas que estimulam os linfécitos B, cuja
principal fungdo ¢ a produgdo de anticorpos. Os linfdcitos possuem receptores de membrana
altamente especificos, que lhes conferem capacidade de reconhecer uma ampla variedade de
antigenos e proporcionar diversidade e memoria imunolédgica (Oviedo-Boyso et al., 2007).
Além disso, sdo responsaveis por regular e suprimir as respostas imunes (Nickerson, 1989).

Cada tipo de célula imune contribui de maneira distinta para a resposta inflamatoria, e
essa atuacdo varia conforme o estadgio da infecgdo ou mesmo em condigdes fisioldgicas de
glandulas mamarias saudaveis. As cé€lulas imunes, juntamente com as células epiteliais da
glandula, compdem a CCS do leite, considerada um dos principais indicadores e mecanismos
de defesa contra infecgdes intramamarias (Chase et al., 2022; Nickerson, 1989; Santos;
Fonseca, 2019). Em vacas sadias, a CCS ¢ geralmente inferior a 200.000 células/mL, sendo os
macrofagos as células predominantes, representando entre 35% e 79% do total. Os linfocitos
correspondem a 16%—28%, seguidos por neutrdfilos (3%—-26%) e células epiteliais mamarias
(2%—15%) (Li et al., 2014). Por outro lado, em vacas com glandula mamaria infectada, a
proporcdo destas células se altera, com os neutroéfilos PMN tornando-se as células
predominantes podendo representar até¢ 92% da CCS total durante o estdgio agudo da infecg¢ao

(Oviedo-Boyso et al., 2007; Paape et al., 2002).

2.2 IMPACTOS DA CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS NA PRODUCAO E
COMPOSICAO DO LEITE

O aumento na CCS no leite esta associado a redugdo da producdo de leite, efeito

atribuido aos danos estruturais causados as células epiteliais secretoras da glandula mamaria
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(Alhussien; Dang, 2018). De acordo com (Gongalves ef al., 2018), o ponto de corte em que a
producdo de leite comeca a ser afetada por alteragdes na contagem de células somaticas
transformada em logaritmo (LnCCS) foi estimado em torno de 2,52 (aproximadamente 12.400
células/mL) para vacas da raca Holandesa de rebanhos brasileiros. No entanto, as perdas na
produgdo de leite variam de acordo com o estagio da lactagdo e a ordem de parto. Considerando
a fase da lactagcdo em inicio (5 a 19 dias), meio (110 a 124 dias) e fim (289 a 304 dias), em
vacas primiparas, cada incremento na LnCCS esta associado a perdas médias diarias de 0,68 kg
no inicio, 0,55 kg no meio e 0,97 kg no final da lactacdo. J& em vacas de segunda e terceira
lactacdo, as perdas sdo mais acentuadas, sendo de 1,47 kg e 2,22 kg no inicio, 1,09 kg e 1,13
kg no meio, e 2,45 kg e 2,65 kg no final da lactagdo, respectivamente. Os autores discutiram
que a perda produtiva aumentada a medida que a lactacdo progride pode estar associada com o

maior risco de ocorréncia de casos cronicos.

2.2.1 Gordura

A relagdo entre a CCS e os teores de gordura do leite varia entre estudos devido as
diferentes metodologias empregadas e aos diversos agentes etiologicos envolvidos. Em geral,
areducao do teor total de gordura pode estar relacionada a diminui¢ao da capacidade de sintese
da glandula mamaria (Santos; Fonseca, 2019). Por outro lado, observa-se um aumento nos
acidos graxos livres no leite de vacas com mastite, atribuido a a¢do de lipases leucocitarias ou
da plasmina, que promovem a hidrolise das lipoproteinas da membrana do globulo de gordura,
intensificando a lipolise (Le Maréchal ef al., 2011). Stocco et al., (2020) verificaram que niveis
elevados de CCSD resultaram em redugdo do teor de gordura do leite, associada ao aumento da
populacdo de neutroéfilos polimorfonucleares e consequente liberagdo de enzimas lipoliticas.
Também foi identificado um aumento na concentragdo de acidos graxos com o aumento da
CCSD. Pegolo et al.,, (2023) demonstraram que infecgdes intramamadrias subclinicas,
confirmadas por isolamento bacteriologico, reduziram as proporg¢des de acidos graxos de cadeia
curta (especialmente C4:0 e C6:0, em 14%) devido a inibicdo da sintese de novo, enquanto

aumentaram a propor¢ao de acidos graxos de cadeia média, (C16:0) em 4%.

2.2.2 Proteina e caseina

A medida que a CCS aumenta, também se observa um acréscimo nos teores de proteina

(Noro et al., 2006) que resulta principalmente do aporte de proteinas plasmaticas para a
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glandula mamaria devido a mudanca na permeabilidade da membrana alveolar mamaéria
(Pereira et al., 1999) e da resposta imune contra os patogenos causadores de mastite (Santos;
Fonseca, 2019).

A caseina, principal proteina do leite, corresponde a cerca de 80% do total proteico, com
concentragdo média de 24-28 g/L.. A caseina sintetizada nas células epiteliais mamarias e
secretada na forma de micelas ligadas a ions fosfato de célcio. As principais variantes genéticas
sdo: alfa-s1 (12—15 g/L), alfa-s2 (3—4 g/L), beta (9—11 g/L) e kappa (3—4 g/L) (Doval; Arteaga,
2021; Santos; Fonseca, 2019). A elevagao da CCS compromete a coagulacao e o rendimento do
queijo, especialmente devido a degradagdo da beta-caseina por enzimas proteoliticas (Pegolo
et al., 2021). Bisutti et al., (2023) observaram reducao de 8% nos teores de alfa-sl e beta-
caseina em leites com alta CCS, atribuida a a¢do de proteases enddgenas como a plasmina,
enzimas leucocitarias e proteinas derivadas da permeabilidade alterada da barreira sangue-leite.
Mattiello et al., (2018) relataram reducao de 5,3% no rendimento industrial do queijo colonial
em leites com CCS >500.000 cél./mL (8,94 L leite/kg) em comparacdo aos com CCS <500.000
cél./mL (8,49 L leite/kg).

2.2.3 Lactose

Os teores de lactose do leite diminuem com o aumento da CCS (Alessio et al., 2021).
De forma semelhante, Danieli, (2024) verificou teores de lactose mais elevados no grupo de
vacas com baixa CCS (4,46+£0,01) em comparagdo aquelas com alta CCS (4,38+0,02) (P =
0,0002). A reducao do percentual de lactose no leite durante a mastite pode ser atribuida a trés
principais causas: (1) danos das células secretoras devido a inflamagao e infec¢do, (2) ruptura
das “tight junctions” e altera¢des na permeabilidade da membrana basal das células mamarias
que separam o sangue e o leite, (3) acdo dos patdogenos da mastite, que utilizam a lactose
disponivel como substrato, resultando na reducdo do percentual de lactose e aumento do acido

latico no leite (Costa ef al., 2019).

2.2.4 Minerais

Os minerais desempenham fungdes essenciais na composi¢do do leite, e estdo
diretamente associados com o equilibrio i6nico, osmolaridade e estabilidade fisico-quimica da
secrecdo lactea (Santos; Fonseca, 2019). Os principais cétions presentes sdo calcio, magnésio,

sodio e potassio, enquanto os anions predominantes incluem fosfatos, citratos e cloretos,
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distribuidos entre as fases soluvel e coloidal (Nero; Carvalho, 2019). A pressao osmdtica do
leite, majoritariamente determinada pela lactose e pelos eletrélitos sddio, potéassio e cloreto,
equivale a do plasma sanguineo (Gonzalez; Diirr; Fontaneli, 2001). Entretanto, em quadros de
mastite, ocorrem alteragdes na permeabilidade da barreira entre o sague e o leite, promovendo
aumento nas concentracdes de sddio e cloreto no leite (Fox; Shook; Schultz, 1985).

De acordo com Danieli, (2024) a concentragdo de cloretos no leite apresentou elevacao
significativa em amostras provenientes de animais com alta CCS, com valores médios de

0,922 + 0,02, em comparagao a 0,855 + 0,02 em vacas com baixa CCS (P =0,0121).

2.2.5 Propriedades fisico-quimicas do leite

A instrucdo normativa (IN) 76 (BRASIL, 2018) regulamenta os parametros fisico-
quimicos exigidos para a comercializacdo do leite cru refrigerado. Entre esses parametros,
destaca-se a estabilidade ao teste do alcool (ETA) minima de 72% e a acidez titulavel (AT) entre
0,14 ¢ 0,18 g de 4cido latico por 100 mL de leite. O potencial hidrogenidnico (pH) do leite ¢
considerado normal quando se encontra entre 6,4 e 6,8, sendo esse parametro inversamente
proporcional a acidez titulavel. A influéncia da CCS sobre esses parametros tem sido
amplamente investigada em diferentes estudos.

Machado et al., (2017) observaram que a CCS elevada pode influenciar na reducao da
estabilidade do leite. No entanto, em uma andlise de 1.760 amostras de leite de tanque visando
identificar fatores associados a estabilidade do leite ao teste do alcool, a CCS ndo apresentou
associacdo com o resultado do teste, indicando que a estabilidade ao teste do alcool pode ser
influenciada por outros fatores distintos da CCS (Scheid, 2024).

Em analise de amostras individuais de leite de vacas, (Arruda Junior, 2018) observou
relacdo entre baixa acidez titulavel (12,21 °D), pH elevado (6,85), baixa concentragdo de lactose
(4,10%) com a CCS elevada. Essas alteragdoes sdo atribuidas ao comprometimento da
permeabilidade vascular, causado por lesdes inflamatérias, que resultam na perda de lactose
para a corrente sanguinea e na entrada de ions, como sddio e cloretos, para o leite (Santos;

Fonseca, 2019).

2.3 INDICADORES DE SAUDE DA GLANDULA MAMARIA

2.3.1 Contagem de Células Somaticas e Contagem Diferencial de Células Somaticas
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A CCS do leite representa a concentragao de leucdcitos e células epiteliais por mililitro
de leite (Chase et al., 2022). Essas c¢lulas, naturalmente secretadas durante a ordenha, sao
amplamente utilizadas como indicador da satide da glandula mamaria e da qualidade do leite
em rebanhos leiteiros (Alhussien; Dang, 2018). Uma CCS de 200.000 células/mL ¢ o limiar
mais utilizado para distinguir glandulas mamarias infectadas das ndo infectadas, apresentando
sensibilidade de 74,5% e especificidade de 89,6% (IDF, 2013; Ruegg, 2011; Schepers et al.,
1997).

Pantoja et al., (2009) avaliaram a relacdao entre a CCS e a infec¢do intramamadria no
periodo seco, bem como o risco de mastite subclinica no primeiro controle leiteiro da lactagao
subsequente. A sensibilidade do ponto de corte de 200.000 células/mL para a detec¢do de
infeccdo intramamaria subclinica foi de 0,64 na secagem, 0,69 no pds-parto e 0,65 no primeiro
teste da lactacdo. A especificidade, por sua vez, foi de 0,66, 0,84 ¢ 0,93, respectivamente, para
0s mesmos momentos avaliados.

Neste sentido, Clabby et al., (2023) investigaram a associagdo entre a CCS e a
ocorréncia de infec¢do intramamaria subclinica em vacas oriundas de rebanhos com média
mensal de CCS inferior a 200.000 células/mL. A CCS individual obtida no ultimo controle
leiteiro (entre 221 e 240 dias em lactacao) foi o melhor preditor para infec¢do intramamaria ao
final da lactagdo. A prevaléncia média de infeccao foi de 18,7%, com maior ocorréncia em vacas
primiparas (29,3%) em comparagdo as multiparas (16,1%). O ponto de corte otimizado, com
melhor equilibrio entre sensibilidade e especificidade, foi de 64.975 células/mL, sugerindo a
possibilidade de infec¢do mesmo em animais com CCS aparentemente baixa, sendo
Staphylococcus aureus o patogeno prevalente, identificado em 84% dos casos. A maior
prevaléncia observada em primiparas foi atribuida pelos autores a possivel ocorréncia de
infec¢des no inicio da lactacdo que ndo foram detectadas nas avaliagdes iniciais, uma vez que
esses animais ja apresentavam CCS média de 288 mil células/mL aos 36 dias em lactacdo.

Ainda que a CCS seja um indicador confidvel da atividade imunoldgica na glandula
mamaria, ndo fornece informagdes sobre a composicao das populacdes celulares presentes. Essa
limitagdo dificulta a identificacdo do estdgio da resposta inflamatoria e a compreensdo da
progressao da infec¢do intramamadria (Bisutti ef al., 2022).

Em vacas saudaveis, os macrofagos e linfocitos correspondem, respectivamente, a 35%—
79% e 16%—28% das células somaticas presentes no leite. Ja os neutréfilos representam de 3%
a 26%, enquanto as células epiteliais mamarias variam entre 2% e 15% (Li et al., 2014). No
entanto, nos estagios iniciais da infeccdo intramamaria, a propor¢ao de neutréfilos pode

aumentar expressivamente, chegando a até 92% das células somaticas, mesmo sem elevagdo da
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CCS total (Oviedo-Boyso et al., 2007; Paape et al., 2002). Portanto, além da CCS, a avaliacao
das proporg¢des relativas das populagdes celulares imunes no leite permite uma caracterizagao
mais precisa do estado de saude do ubere (Damm et al., 2017).

Diversos estudos tém se dedicado a CCSD como ferramenta complementar a CCS.
Schwarz et al., (2011) avaliaram a saude de quartos mamarios com CCS < 100.000 células/mL
por meio da CCSD, utilizando citometria de fluxo para identificar linfocitos, macrofagos e
neutr6filos PMN. Foram selecionadas 20 vacas, totalizando 80 amostras de quartos mamarios.
Destas, 65 amostras provenientes de 18 vacas apresentavam CCS < 100.000 células/mL. As 15
amostras restantes, utilizadas como grupo controle, incluiam sete quartos mamarios com CCS
entre 100.000 e 624.000 células/mL, de sete vacas diferentes, e oito quartos mamarios com
CCS entre 100.000 e 1.394.000 células/mL, provenientes de duas vacas com sinais clinicos de
mastite. A CCS média dos 80 quartos avaliados foi de 85.780 células/mL (DP = 233.040
cé¢lulas/mL). Entre os 65 quartos com CCS abaixo do limiar, 11 apresentaram crescimento
bacteriano, indicando mastite latente, mesmo com a CCS entre 7.000 a 59.000 células/mL. A
fim de verificar se o estado imunoldgico variava dentro da faixa de CCS <100.000 células/mL,
os quartos mamarios foram classificados em quatro grupos conforme os intervalos de CCS:
grupo I (£6.250 células/mL), grupo II (>6.250 a <25.000 células/mL), grupo III (>25.000 a
<100.000 células/mL) e grupo IV (>100.000 células/mL). Os linfécitos foram predominantes
nos grupos I a III (com médias de 50,61%62,99%), enquanto os neutrofilos
polimorfonucleares predominaram no grupo IV (59,68%). Os macrdéfagos foram, na maioria
das amostras, a segunda populagdo mais prevalente. Pilla ef al., (2012) também relataram
percentuais de neutréfilos polimorfonucleares acima de 80% em quartos mamarios com CCS
abaixo de 100.000 (células/mL) com cultura microbioldgica negativa, fator que foi atribuido a
possiveis resultados falso-negativos na andlise bacterioldgica ou presenca de patdogenos com a
liberagdo intermitente. Esses resultados demonstram que a CCSD pode detectar processos
inflamatorios mesmo em quartos mamarios com CCS dentro de limites considerados normais.

O método para mensuracao simultdnea da CCS e CCSD em amostras de leite individual,
utilizando citometria de fluxo com o equipamento Fossomatic FC foi descrito por Damm e al.,
(2017). A CCSD foi expressa como a soma das propor¢des de neutréfilos PMN e linfocitos,
enquanto os macrofagos foram estimados pela diferenga em relacdo a 100%. Como os linfocitos
apresentaram proporgoes consistentemente baixas em toda a faixa de CCS, foram agrupados
com os PMN. Amostras com CCS <400.000 células/mL apresentaram CCSD entre 34% e 79%,
enquanto amostras com CCS >400.000 cé¢lulas/mL variaram de 53% a 89%. A CCSD aumentou

proporcionalmente a CCS. Os linfocitos variaram de 0 a 19% sem correlagdo com a CCS (r =
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—0,1672; P < 0,01). Os macrofagos variaram entre 7% e 79%, com reducdo proporcional ao
aumento da CCS (r = —0,3400; P < 0,001). Os PMN variaram entre 13% e 92%, aumentando
com a CCS (r=0,3604; P <0,001). Este estudo validou o método Foss CCSD como confidvel,
repetivel e de baixo custo para andlise de CCS e CCSD. Os autores relataram resultados
diferentes aos descritos anteriormente para as diferentes populagdes de células, o que foi
atribuido a diferenca metodoldgica empregada neste trabalho, que ndo empregou etapas de
centrifugacao e lavagem das amostras.

A CCSD tem se destacado como ferramenta complementar a CCS na detecgdo de
infecgdes intramamarias, apresentando correlagdo positiva com a CCS para todos os grupos de
patogenos: principais, secundarios e outros (Kirkeby ez al., 2020). Em um estudo conduzido em
dois rebanhos, foram adotados os limiares de 200.000 células/mL para CCS e 62% para CCSD,
definidos com base na experiéncia prévia dos autores ¢ na proximidade com a média dos valores
observados. Quando patdgenos principais foram isolados, a CCS permaneceu acima do limiar
por uma média de 91 e 95 dias, e a CCSD por 63 e 122 dias apds a infec¢do nos rebanhos 1 e
2, respectivamente. Para patogenos secundarios, a CCS manteve-se elevada por 63 dias em
ambos os rebanhos, enquanto a CCSD permaneceu acima do limiar por 59 dias no rebanho 1 e
91 dias no rebanho 2. No caso de outros patogenos, a CCS apresentou aumento abrupto seguido
de queda acentuada, com média de 47,5 dias no rebanho 1 e 63 dias no rebanho 2, e a CCSD
por 32 e 91 dias, respectivamente. Os resultados evidenciaram comportamento diferente entre
a CCS e a CCSD apods nova infeccdo intramamaria, indicando que a CCSD pode conter
informagdes Uteis como um indicador adicional para infec¢des intramamarias (Kirkeby et al.,
2021). Conforme Schwarz et al., (2020a) percentuais de CCSD sdo significativamente mais
elevados em amostras de vacas com infec¢des intramamadrias causadas por patdgenos
principais, em comparagdo aquelas sem infec¢do ou infectadas por patdgenos menores ou
outros.

Zecconi et al., (2023), propuseram uma nova variavel denominada contagem celular de
polimorfonucleares e linfocitos (CCPL/mL), calculada a partir da multiplica¢ao entre a CCS e
a CCSD. O estudo avaliou 3.084 vacas de 12 rebanhos, mensalmente durante trés anos, com o
objetivo de determinar a acurdcia da CCPL, CCSD e CCS na identificacdo de vacas em risco
de infec¢do intramamaria por patdgenos principais (Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Str. uberis e Str. dysgalactiae) e simular o impacto do diagndstico precoce no
numero de tratamentos, por meio de um modelo baseado em arvore de decisdo. A identificagdo
dos valores de corte 6timos para identificar vacas em risco de infec¢do intramamaria e a

acuracia do diagnostico foram obtidas pelo calculo de curvas ROC (Receiver Operating
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Characteristic). Na fase inicial da lactacdo (dias 5 a 16), a CCPL apresentou acuracia de 77,6%
com ponto de corte de 163.500 células/mL, enquanto a CCS apresentou acuracia de 75,5% com
ponto de corte de 198.000 células/mL e a CCSD de 73,6% com ponto de corte de 75,2%. No
periodo de 17 a 43 dias, a acurécia foi de 61,6% para a CCPL com ponto de corte de 53.000
células/mL, 43,8% para a CCS com 40.000 células/mL e 56,8% para a CCSD com 68,7%. Entre
os dias 44 e 300 de lactagcdo, a CCPL apresentou acuracia de 64,3% com ponto de corte de
84.000 células/mL, a CCS de 66,0% com 140.000 células/mL e a CCSD de 70,7% com ponto
de corte de 74,4%. Adicionalmente, a utilizagdo de um modelo baseado em arvore de decisao
indicou um potencial reducdo de aproximadamente 30% nos tratamentos intramamarios no

inicio da lactag@o, com diminuic¢do da taxa de tratamento de 3,4% para 2,5%.

2.3.2 Dinamica da Mastite Subclinica

A realizacdo da CCS individual mensalmente em todas as vacas com mais de 7 dias em
lactacdo, constitui uma pratica recomendada para o diagndstico e monitoramento eficaz da
mastite subclinica. A prevaléncia dessa condi¢do varia em fun¢do da incidéncia (nimero de
novos casos) e da duragdo das infecgdes, podendo aumentar em rebanhos com alta incidéncia
de novas infecg¢des ou quando ocorrem infec¢des de longa duragdo (Santos; Fonseca, 2019).

A DMSC representa o nivel de infec¢do em funcao da relagdo entre a CCS atual de cada
vaca, comparando-se ao més anterior em um determinado periodo (Schukken; Kremer, 1996).
O nivel de infec¢do do rebanho pode ser determinado pelo percentual de novas infecgdes,
percentual de cura da infeccdo e percentual de infecgdes cronicas ao longo do tempo. Estes
dados permitem uma melhor compreensdao da DMSC nos rebanhos, auxiliando para estratégias
de controle e prevengdo (Souza et al., 2011).

As vacas podem entrar no rebanho em lactacdo pela pari¢do ou por compras de outros
rebanhos no grupo de vacas sadias ou infectadas. Uma vaca sadia pode se tornar infectada, ou
seja, uma nova infec¢do, enquanto vacas infectadas podem se curar e retomar ao grupo das
sadias. A saida de vacas do rebanho pode ocorrer pela secagem ou descarte/morte (Santos;
Fonseca, 2019).

A dindmica da CCS pode diferir em relagdo as infecgdes intramamarias causadas por
diferentes patdgenos. A dinamica inclui principalmente 2 elementos do indicador: (1) a resposta
a presenga de um patdgeno e (2) comportamento e persisténcia ao longo do tempo apds a
infeccdo intramamaria (Kirkeby et al., 2021). Microrganismos classificados como patdégenos

secundarios incluem Corynebacterium bovis, Staphylococcus coagulase negativos e
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micrococos, enquanto os patdgenos classificados como principais incluem Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae e coliformes. Patogenos menores geralmente induzem uma
resposta de contagem de células somdticas menor do que organismos classificados como
principais (Dohoo; Leslie, 1991).

As metas estabelecidas para o rebanho em relagdo a mastite subclinica sdo de menos de
15% das vacas com valores de CCS superiores a 200.000 células/mL (prevaléncia), e menos de
8% das vacas desenvolvendo novas infec¢des de mastite subclinica por més (incidéncia). No
primeiro més de lactagdo, a meta para a prevaléncia ¢ inferior a 10% para vacas de primeira
lactacdo e inferior a 15% para vacas com duas ou mais lactagdes (Ruegg, 2011). A taxa de cura
esperada por més ¢é superior a 40%, correspondendo a uma duracio de infeccdo menor do que
2,5 meses, enquanto a taxa de vacas com mastite cronica, ou seja, apresentando CCS alta por
dois meses consecutivos com relagdo ao nimero de vacas com CCS alta no primeiro més, deve
ser inferior a 10% (De Vliegher; Ohnstad; Piepers, 2018).

Busanello et al., (2017) avaliaram a prevaléncia e a incidéncia de mastite subclinica em
uma ampla populacdo de rebanhos leiteiros no Brasil durante 2011 a 2015. Os autores
observaram uma prevaléncia média de 46,4% e uma incidéncia média de 0,17 novos casos por
vaca por més, o que equivale a aproximadamente 17% das vacas saudaveis desenvolvendo a
infeccdo a cada 30,4 dias. Além disso, foi observada uma tendéncia crescente ao longo periodo
estudado. Os resultados destacaram a necessidade de implementacao de programas de controle
da mastite em larga escala como estratégia prioritaria para a melhoria da qualidade do leite no
pais.

A mastite ¢ uma doenga de natureza multifatorial, cuja ocorréncia nao pode ser explicada
apenas por caracteristicas individuais das vacas, mas também por fatores relacionados ao
manejo e ao ambiente do rebanho. A variabilidade na suscetibilidade a infec¢do intramamaria
reflete essa complexa interacdo entre animal e sistema de produgdo. A melhoria da saude do
ubere ao nivel da exploragcdo baseia-se na redu¢dao da duracdo da infeccdo intramamaéria
existente, e na redugdo da incidéncia de novo caso de infeccdo intramamaria (De Vliegher;

Ohnstad; Piepers, 2018).

2.3.3 Grupos de Saude do ubere

A combinacao dos limites de CCS e CCSD ¢ uma abordagem nova e mais precisa para

rastrear mastite (embora a bacteriologia ainda seja o padrdo ouro para defini¢do de infeccao
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intramamadria), pois permite distinguir entre vacas saudadveis e mastiticas, identificar vacas
suscetiveis a doenca e detectar vacas afetadas por mastite cronica (Bobbo et al., 2020).

Um limiar para maximizar a probabilidade de diagnosticar com precisdo o estado de
saude da glandula mamaria através da relagao entre a CCS e CCSD foi definido por (Zecconi
et al., 2019). O estudo considerou 4386 registros de amostras leite de quatro rebanhos leiteiros
com diferencas no tamanho dos rebanhos, manejo geral e manejo de ordenha. Os dados da
CCSD foram analisados pelo método de célculo de curvas ROC, que permite identificar o limiar
que fornece a maior precisdo ¢ o maior valor combinado para sensibilidade e especificidade,
entre todos os limiares possiveis. Os limiares estabelecidos para o agrupamento de vacas foram
CCS de 200.000 células/mL e CCSD de 66,3%, 69,2% e 69,3% para vacas com dias em lactagao
de <100 (DEL), 101-200 (DEL) e >200 (DEL), respectivamente. Esses pontos de corte
estabelecidos apresentaram os seguintes resultados de sensibilidade, especificidade e acurécia,
respectivamente: DEL <100 (87,8%, 79,5% e 81%), DEL 101-200 (85%, 87,3%, 86,9%), DEL
>200 (67,5%, 83,7%, 79,1%). A partir destes pontos de corte foram desenvolvidas categorias
de classificacdo para grupos de satide do ubere. Foram consideradas como saudaveis as vacas
com CCS <200.000 células/mL e CCSD < ponto de corte. Vacas suscetiveis foram identificadas
com CCS < 200.000 células/mL e CCSD > ponto de corte. Aquelas com CCS > 200.000
células/mL e CCSD < ponto de corte foram categorizadas como cronicas, enquanto as vacas
com CCS >200.000 c¢lulas/mL e CCSD > ponto de corte foram classificadas como mastiticas
(Bobbo et al., 2020; Zecconi et al., 2019).

De forma semelhante, Schwarz et al., (2020b) definiram limiares para a classificagdo da
saude do ubere com base na CCS e na CCSD, estruturado em quatro grupos: Grupo A —
saudavel/normal (CCS < 200.000 células/mL e CCSD < 65%); Grupo B — suspeito (CCS <
200.000 células/mL e CCSD > 65%); Grupo C — mastite subclinica (CCS >200.000 células/mL
e CCSD > 65%); e Grupo D — mastite cronica/persistente (CCS > 200.000 células/mL e CCSD
< 65%). Os critérios para a definicdo destes pontos de corte foram baseados em estudos
anteriores. Schwarz et al., (2020a) demonstraram que a ado¢@o do ponto de corte combinado
de CCS > 200.000 células/mL com CCSD > 65% para identificacdo de vacas infectadas por
patdgenos principais aumentou a sensibilidade do diagndstico de 78% para 92%, embora tenha
ocorrido uma reducao na especificidade de 87% para 66%, em comparagdo ao uso isolado da
CCS com o limiar de 200.000 células/mL.

Considerando as mesmas categorias para os grupos de satide do ubere, Schwarz et al.,
(2023) destacaram que rebanhos com maior propor¢do de vacas sadias, sdo rebanhos que

aplicam a maioria das medidas de prevencao e controle da mastite. Esses rebanhos também
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apresentam melhor desempenho (+9% de producao de leite, +11% de longevidade, -35% de

tratamentos com antibioticos) do que os rebanhos das outras categorias.

2.3 FATORES DE RISCO PARA A MASTITE SUBCLINICA

Fatores de risco correspondem a condi¢des ou caracteristicas, tanto individuais quanto
coletivas, que aumentam a probabilidade de desenvolvimento de enfermidades. No contexto da
mastite, esses fatores podem ser agrupados em trés niveis distintos: rebanho, animal e quarto
mamario. No nivel do rebanho, os principais elementos de risco estdo relacionados ao tipo de
alojamento, as praticas de higiene, ao manejo da alimentacdo e da ordenha, bem como aos
patdgenos prevalentes. Para a vaca, destacam-se como fatores relevantes a producao leiteira, as
caracteristicas anatdomicas do ubere e dos tetos, o estagio da lactacdo, o namero de lactagdes, o

estado nutricional e a competéncia imunolodgica (Santos; Fonseca, 2019).

2.3.1 Ordem de parto e estagio de lactacao

O avanco da ordem de parto ¢ reconhecido como um fator de risco para o aumento da
incidéncia de mastite clinica e subclinica. Esse efeito estd associado, por um lado, a maior
exposicao a agentes patogénicos ao longo da vida produtiva da vaca e, por outro, a redugdo da
eficiéncia dos mecanismos imunoldgicos com o envelhecimento (Santos; Fonseca, 2019). Em
vacas mais velhas os neutrofilos apresentam menor viabilidade e produgdao de espécies
oxidativas reativas do que em vacas primiparas, tornando esses animais mais vulneraveis a
infeccao (Chase et al., 2022).

Cardozo et al., (2015) constataram que vacas com quatro lactagdes ou mais
apresentavam 1,71 vezes maior probabilidade de apresentarem um novo caso de mastite
subclinica do que vacas primiparas. Além disso, vacas com trés e quatro lactacdes apresentaram
risco aumentado para mastite cronica, sendo 2,04 e 1,81 vezes maior, respectivamente, em
relacdo as primiparas. Schunig et al., (2024) observaram que a probabilidade de ocorréncia de
mastite subclinica aumentou com a elevacao da ordem de parto. Em vacas da raca Holandesa,
as razoes de chance foram de 1,72, 2,77 e 3,90 para vacas com duas, trés e quatro ou mais
lactagdes, respectivamente, em comparacao com vacas primiparas. Para a raga Jersey, ndo
foram observadas diferencas significativas entre vacas primiparas e aquelas com duas lactagdes.

No entanto, o risco aumentou aproximadamente 1,54 vezes em vacas com trés lactacdes e 2,16
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vezes em vacas com quatro ou mais lactagdes, quando comparadas ao grupo com duas lactagdes
(p <0,0001).

A medida que a lactagio avanga, ha um incremento progressivo na CCS e na migragio
de neutrofilos para o leite. Essa resposta inflamatoria com o avango da lactagao € um indicativo
de exposicao e infecgdo intramaria, principalmente por patdogenos contagiosos (Ruegg; Pantoja,
2013; Santos; Fonseca, 2019). Schunig et al., (2024) descreveram que vacas da raca Holandesa
com mais de 305 dias em lactagdo apresentaram 1,99 vezes mais chance de desenvolver mastite
subclinica em comparagao aquelas com até 105 dias. Resultado semelhante foi encontrado para
vacas da raga Jersey, cujo risco foi 1,97 vezes maior nas mesmas condi¢des de dias em lactagdo.
Cardozo et al., (2015) também identificaram risco significativamente maior de mastite cronica
em vacas com 101 a 200, 201 a 300 ¢ mais de 300 dias em lactacao, com chances 2,6, 5,46 ¢

4,41 vezes superiores, respectivamente, em comparacao as vacas no inicio da lactagao.

2.3.2 Hiperqueratose na extremidade dos tetos

O canal do teto constitui um dos mecanismos de defesa da glandula mamaria. Esse canal
¢ revestido por epitélio escamoso estratificado, responsavel pela produgdo de queratina, que
forma um tampao protetor no limen do canal entre 30 minutos e duas horas apo6s a ordenha
(Cobirka; Tancin; Slama, 2020). Desta forma, a hiperqueratose representa uma hiperplasia do
extrato corneo (camada de queratina) que reveste o canal do teto e circunda o orificio externo
em uma resposta inespecifica a um estimulo cronico como um trauma superficial da maquina
de ordenha (Breen et al., 2006).

Dentre os fatores de risco associados a hiperqueratose, Cardozo, (2017) observou que
propriedades que realizavam manutengao periddica dos equipamentos de ordenha apresentaram
menor escore médio de hiperqueratose em vacas. A ordem de parto também influenciou esse
parametro, com vacas em segunda e terceira lactacdo apresentando escores médios superiores
aos observados em primiparas. Além disso, foi identificada associacdo com o estagio de
lactacdo, sendo que vacas com mais de 101 dias em lactacdo apresentaram maior grau de
hiperqueratose em comparagdo as que estavam nos estadgios iniciais.

Segundo Mein et al., (2001), a hiperqueratose da extremidade dos tetos resulta de efeitos
de longo prazo, com manifestagdo tipica entre 2 a 8 semanas. A avaliacao dos efeitos do manejo
de ordenha e do equipamento sobre o tecido coérneo pode ser realizada por inspecdo visual da
extremidade dos tetos, utilizando os seguintes escores:1 — sem anel, 2 — anel liso ou levemente

aspero, 3 — anel aspero e escore 4 — anel muito aspero.
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A hiperqueratose constitui um fator de risco para a mastite subclinica, € aumentou em
1,59 vezes o risco para novos casos de mastite subclinica em vacas com pontuagdo média acima
de 3, com relagao a categoria de referéncia, escore 1. Neste estudo, a falta de manutengao
regular dos equipamentos de ordenha aumentou o risco de casos cronicos de infecgao
intramamaria (Cardozo et al., 2015). De acordo com a revisdo sistematica conduzida por
(Pantoja et al., 2020) apenas a forma grave de hiperqueratose (escore 4) esta significativamente
associada a ocorréncia de mastite subclinica, sendo considerada fator de risco para infecg¢des

intramamarias causadas por patdogenos contagiosos, especialmente Staphylococcus aureus.

2.3.3 Sujidade da glandula mamaria

O ambiente ¢ uma das principais causas de infec¢ao intramamaria em rebanhos
mantidos em confinamento ou em sistemas de pastagem, sendo que os dois principais
determinantes para a ocorréncia da infecgdo intramamaria sdo o contato com o patdgeno ¢ a
competéncia imunoldgica dos animais.

As principais fontes de contaminacao da extremidade dos tetos sdo os materiais da cama,
esterco e lama, que favorecem a infec¢dao da glandula mamaria principalmente por coliformes
e estreptococos ambientais (Reinemann; Cook, 2007). Um modelo para avaliagdao da sujidade
da glandula mamaria foi descrito por Schreiner; Ruegg, (2002), atribuido a uma pontuagdo
baseada nas seguintes categorias: 1 (totalmente limpo); 2 (levemente sujo); 3 (a maior parte
suja); e 4 (totalmente coberto com sujidade).

A higiene das vacas estéd diretamente associada a ocorréncia de mastite subclinica, com
maior risco de infecgdes intramamarias por patdgenos principais em vacas com uberes
classificados como sujos, em comparagdo aquelas com uberes limpos (Ruegg, 2003). Cardozo
et al., (2015) relataram que vacas com uberes classificados como “muito sujos” apresentaram
1,53 vezes mais chances de desenvolver mastite subclinica em relagdo as vacas com boa higiene
do ubere. De forma semelhante, Chetri et al., (2024) avaliaram os escores de higiene do Ubere,
flanco e pernas em vacas leiteiras e identificaram associagdo significativa entre maior sujidade
e aumento da contagem de células somaticas. A prevaléncia de mastite subclinica foi de 46,2%,
sendo os maiores riscos observados em vacas classificadas com escore “sujo”. Além disso, a

carga bacteriana de patdgenos contagiosos € ambientais, aumentou conforme pioravam os
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escores de higiene, destacando a importancia do manejo higi€nico na prevencao da mastite e na

manuten¢do da qualidade do leite.

2.3.4 Profundidade de ubere

A profundidade do ubere constitui um fator de risco associado as caracteristicas
individuais da vaca, estando associada a uma maior suscetibilidade a mastite. Uberes
posicionados mais proximos ao solo favorecem o contato das extremidades dos tetos com
microrganismos ambientais, aumentando o risco de infec¢do intramamaria (Coentrdo et al.,
2008). Segundo Cordova, (2016) o aumento da profundidade de ubere apresentou influéncia
negativa sobre a efetividade de limpeza e higienizagdo dos tetos, bem como na saude de
glandula mamadria, quando avaliados em sistemas de ordenha robotica.

A profundidade do tubere profundidade do tbere pode ser estimada por meio da
avaliagdo da distancia do assoalho do ubere até a linha do jarrete, usando uma escalade 1 a 3
(1 - assoalho do tibere acima da linha do jarrete, 2 - assoalho do tbere na linha do jarrete, 3 -
assoalho do Ubere abaixo da linha do jarrete). Animais com a base do bere abaixo ou junto ao
jarrete apresentaram 1,73 vezes mais chances de terem a CCS acima de 200.000 células/ml que
os animais com a base do Ubere acima do jarrete. Essa maior suscetibilidade pode estar
relacionada ao aumento da exposicdo das extremidades dos tetos a microrganismos ambientais
(Coentrao et al., 2008). Cardozo et al., (2015) verificaram que o risco para novas infec¢oes
intramamarias aumentou 1,66 e 2,42 vezes para vacas com o Ubere no jarrete e abaixo da linha
do jarrete, respectivamente, em comparagdo com vacas com o ubere acima da linha do jarrete.
Além disso, o risco para infec¢cdes cronicas aumentou 1,4 vezes mais para vacas com ubere

abaixo do jarrete.

2.4 METODOLOGIAS DE ANALISE DA MASTITE SUBCLINICA

A avali¢ao da CCS e sua concentragao no dia do teste ¢ o indicador mais comum de
mastite subclinica e a abordagem de vigilancia primaria da mastite em todo o mundo (Ebrahimie
et al., 2018). A metodologia usada pela Rede Brasileira de Qualidade do Leite (RBQL) para a
contagem de células somaticas, ¢ a citometria de fluxo, segundo a International Organization

for Standardization 1SO 13366-2 (2006), ancorado por calibragdo ao método ISO 13366-1
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(2008) (método de referéncia). Outras metodologias também sdo empregadas para avaliar a

CCS e, consequentemente embasar o diagnostico de mastite subclinica, direta ou indiretamente.

2.4.1 Microscopia Otica

A microscopia 6tica ¢ considerada o método de referéncia para a contagem de células
somaticas no leite bovino, segundo estabelecido pela norma ISO 13366-1 (2008). Essa técnica
¢ utilizada para o preparo de amostras-padrdo e a determinacdo de valores de referéncia
necessarios a calibragdo de métodos mecanizados e automatizados. A metodologia para o
preparo de laminas foi padronizada por Prescott; Breed, (1910). O procedimento baseia-se na
distribuicdo de uma gota da amostra de leite sobre uma lamina de vidro. Apds a secagem e
fixacdo a coloracdo realizada com azul de metileno, que se adere ao DNA nuclear das células,
permitindo a diferenciacdo dos demais componentes do leite e a contagem em microscopia
optica. Ao longo dos anos diferentes corantes foram avaliados para avaliagao celular, como a

hematoxilina e eosina com a mesma eficiéncia das coloragdes a base de azul de metileno (Zuffo,

2021).

2.4.2 California Mastitis Test (CMT)

O CMT foi descrito por Schalm; Noorlander, (1957) como um método rapido para a
deteccdo de mastite, sendo baseado na reagdo entre o leite e um reagente contendo detergente
anionico neutro, em que o grau de precipitagdo resultante esta diretamente associado a
contagem de células somaticas, permitindo uma estimativa qualitativa da CCS (Ruegg;
Reinemann, 2002). O reagente promove o rompimento das membranas das células presentes no
leite, liberando o DNA que possui alta viscosidade. O resultado € expresso em escores de acordo
com a viscosidade da mistura de leite e reagente: negativo, tracos, uma, duas ou trés cruzes
(Santos; Fonseca, 2019). Conforme Constable et al., (2017) a relagdo entre o escore de CMT,
presenca de reagdao ou viscosidade e CCS (x1000 células/ml) ¢ descrita da seguinte forma:
escore zero (auséncia de reacdo ou viscosidade) — CCS de 0 a 200 (x1000 células/ml); escore
tragos (leve viscosidade) — CCS de 150 a 500 (x1000 células/ml); uma cruz (reagdo leve a
moderada) — CCS de 400 a 1.500 (x1000 células/ml); duas cruzes (viscosidade moderada) —
CCS de 800 a 5.000 (x1000 células/ml); trés cruzes (viscosidade intensa) — CCS acima de
5.000 (x1000 células/ml).
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Para o diagnéstico de mastite, Barnum; Newbould, (1960) desenvolveram uma pesquisa
na qual amostras de leite de quartos mamarios foram avaliadas utilizando 3 ml de leite ¢ 3 ml
de reagente, relacionando com presenga de infeccao por meio de cultura bacteriana. Mais de 97
% das amostras que foram negativas para o CMT eram oriundas de quartos mamarios nao
infectados. No entanto, o teste pode apresentar limitagdes com possiveis falsos positivos ou
negativos em vacas no pos parto ou imediatamente antes da secagem. Além disso, o teste estd
sujeito ao erro humano, devido a interpretagdao subjetiva dos resultados (Stanek; Zolkiewski,
Janus, 2024).

Diferentes estudos relatam valores variados para sensibilidade e especificidade ao
utilizar o CMT para diagnosticar mastite subclinica ou infec¢do intramamaria em quartos de
vacas leiteiras em distintos estagios de lactacdo (Kendeel et al., 2019). Uma pesquisa na qual
amostras de leite coletadas no terceiro dia apds o parto que apresentaram qualquer resultado
positivo no CMT foram submetidas a cultura microbioldgica para identificacdo do agente
etiolégico. Com base nesse protocolo, os valores de sensibilidade e especificidade para a
detec¢do de infec¢des intramamarias foram, respectivamente, de 56,7% e 56,2% para qualquer
patdgeno, 66,7% e 54,8% para patdgenos principais, € 49,5% e 56,2% para patdgenos menores
(Sargeant et al., 2001). Independentemente do ponto de corte usado, Middleton et al., (2004)
obtiveram valores para a sensibilidade e especificidade do escore CMT de < 0,50 e 0,73,

respectivamente.

2.4.3 Citometria de Fluxo

O principio da citometria de fluxo baseia-se na dispersdo da luz e na emissdo de
fluorescéncia geradas quando um feixe de excita¢do incide sobre particulas em movimento. A
dispersdo da luz esta diretamente relacionada as caracteristicas estruturais e morfoldgicas das
células, enquanto a fluorescéncia, emitida apds excitagao por laser, permite a identificacao de
componentes celulares especificos (Adan et al., 2017). Existem dois tipos principais de
citometros de fluxo: classificadores e ndo classificadores. Os ndo classificadores apenas
detectam os sinais de dispersdo e fluorescéncia, enquanto os classificadores, além da deteccao,
possuem a capacidade de isolar e separar células fluorescentes de populagdes celulares mistas
(Wilkerson, 2012).

Para avaliagdo da contagem de células somaticas e contagem bacteriana do leite, sdo
utilizados citdmetros classificadores. A citometria de fluxo oferece uma contagem rapida e

precisa da contagem de células somaticas do leite (Feng; Zheng, 2005). As amostras a serem
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analisadas quanto a CCS seguem protocolos que envolvem a adi¢cdo de corantes fluorescentes
como brometo de etidio, iodeto de propidio ou laranja de acridina. As células somaticas sao
contadas de acordo com a quantidade de DNA nuclear no citometro de fluxo e permite a
contagem de um grande niumero de células somaticas em um determinado periodo de tempo,
eliminando varia¢des nos resultados relacionadas a habilidade do operador (Pelvan; Unluturk,
2015).

Além da CCS por citometria de fluxo, uma técnica amplamente utilizada, o ¢ método
FOSS DC para a avaliagdo simultanea da CCSD (Damm et al., 2017). O método baseia-se na
dilui¢do de um corante especifico (Foss DC) na proporc¢ao de 1:10 com seu respectivo diluente
para formar o reagente de trabalho. A CCSD reflete a propor¢do de leucdcitos no leite,
principalmente neutréfilos PMN e linfocitos, expressa em porcentagem. Os macrdéfagos sao
calculados pela diferenca, subtraindo a CCSD (PMN e Linfocitos) de 100%. A combinagao de
coloracdo celular especifica, citometria de fluxo e a analise das propriedades individuais de
fluorescéncia das células permite a determinagdo simultanea de CCS e CCSD. Em uma
primeira etapa, sinais de emissdao de fluorescéncia de dois canais sdo utilizados para a
determinagdo da CCS total, separando as células somaticas de outros componentes do leite. Em
uma segunda etapa, apenas as c€lulas somaticas identificadas sdo investigadas em um grafico
de pontos com maior ampliagdo. Essa andlise aprofundada permite a diferenciacdo entre
macrofagos e o agrupamento de neutrofilos polimorfonucleares e linfocitos, que aparecem em

um grupo separado.

2.4.4 Espectroscopia de Bioimpedancia Elétrica

A impedancia elétrica ¢ definida como a oposi¢ao oferecida por um material a passagem
de corrente elétrica entre dois pontos, sendo expressa como a razao entre a tensao aplicada e a
corrente resultante. Na bioimpedancia, investigam-se as propriedades elétricas passivas dos
tecidos bioldgicos, que atuam em oposicdo ao fluxo de corrente elétrica. As medigdes sao
realizadas por meio de eletrodos metalicos e sdo dependentes da frequéncia da corrente aplicada
(Grimnes; Martinsen, 2015).

Um organismo vivo € composto por fluidos intra e extracelulares que atuam como
condutores elétricos, e as membranas celulares que agem como condensadores elétricos. Em
frequéncias baixas, cerca de 100 kHz, a corrente elétrica flui predominantemente através dos
fluidos extracelulares, enquanto em frequéncias mais elevadas, entre 500 e 800 kHz, a corrente

circula tanto nos fluidos extracelulares quanto nos intracelulares (Lukaski et al, 1985). As
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membranas celulares determinam como a corrente flui dentro da célula. Estas membranas sao
compostas principalmente por proteinas e lipideos insoliiveis em 4gua, o que caracteriza as
membranas como altamente resistivas (Bertemes-Filho, 2018). Segundo Veiga, (2013) com a
variacdo da frequéncia, a corrente segue caminhos diferentes, possibilitando identificar os
diferentes elementos que compde o material em estudo.

A bioimpedancia elétrica caracteriza-se como uma tecnologia promissora por oferecer
medicoes rapidas, minimamente invasivas e de baixo custo, sendo aplicada na caracterizagao e
predi¢ao da composicao corporal de animais domésticos, bem como na avaliagdo da qualidade
do leite cru bovino (Schumacher et al., 2021). Na industria de alimentos, a EBE tem sido
utilizada para estimar a composi¢ao tecidual de carcacas (Moro et al., 2019). No contexto da
qualidade do leite, a EBE tem demonstrado potencial na deteccdo de adulteragdes com
diferentes substancias, evidenciando sua aplicabilidade industrial (Veiga ef al., 2017).

Estudos realizados por Veiga; Bertemes-Filho, (2012), desenvolveram um sistema para
a analise dos espectros de impedancia e condutividade do leite, estabelecendo uma relagio entre
as amostras e o teor de gordura. Os resultados demonstraram uma diferenca de
aproximadamente 7,9% na condutividade entre o leite integral e o semi-desnatado, e 15,9%
entre o desnatado e o semi-desnatado, evidenciando que a mudanga no teor de gordura do leite
pode ser significativamente detectada por medicdes de espectros de impedancia e
condutividade. Scandurra ef al., (2022) submeteram amostras de leite comercial pasteurizado
em temperatura ultra-alta (UHT) a analise de bioimpedancia para a classificacdo dos diferentes
tipos de leite, incluindo integral, parcialmente desnatado, sem gordura e sem lactose. O método
se mostrou eficaz na identificagdo de leite sem lactose e na discriminagdo dos diferentes tipos
de leite dentro da mesma marca.

Veiga, (2013) utilizou a técnica de espectroscopia de impedancia elétrica baseado em
Field-Programmable Gate Array (FPGA), que possibilita andlise em tempo real, para gerar
sinais senoidais na faixa de frequéncia de 0,1 a 500 kHz. Foram analisadas amostras de leite
com diferentes valores de CCS e adulterado com peréxido de hidrogénio, com o objetivo de
identificar alteragdes no comportamento do espectro de impedancia. O método demonstrou que
o espectro de fase ¢ sensivel a CCS em baixas frequéncias, comprovando que a medi¢do em
tempo real com arquitetura baseada em FPGA pode ser utilizada para projetar sistemas de EBE.

Breitenbach, (2021) correlacionou a EBE com a espectroscopia de infravermelho médio
com transformada de Fourier (IF-TF) para analise da composicdo do leite, incluindo gordura,
proteina, lactose, extrato seco total (EST), extrato seco desengordurado (ESD) e nitrogénio

ureico do leite (NUL). A CCS foi obtida por citometria de fluxo. Para avaliar a evolucao da
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tecnologia de EBE, foram testadas cinco versdes de modelos de calibragdo baseados em
inteligéncia artificial (IA), considerando até 28 frequéncias entre 0,8 ¢ 1000 kHz. Quando os
dados nao foram estratificados por DEL e OP, a CCS apresentou coeficientes de correlagao de
Pearson variando entre 0,12 e 0,34 nas diferentes versoes testadas. Por outro lado, lactose e
EST demonstraram correlagdes mais elevados, com valores entre 0,50 ¢ 0,60 em todas as
versdes avaliadas, indicando potencial para o uso da técnica.

Zuffo, (2021) correlacionou metodologias para estimar células somadticas e a
composi¢ao do leite bovino. A composi¢ao foi avaliada utilizando metodologias de referéncia
descritas pelas normas ISO: gordura pelo método de Gerber, proteina pelo método de micro-
Kjedahl e EST pelo método gravimétrico. O ESD foi calculado pela diferenca entre gordura e
EST. A CCS foi analisada por microscopia optica (método de referéncia), citometria de fluxo
em dois laboratérios da RBQL ¢ EBE com um espectrometro comercial, sendo testadas cinco
diferentes versdes de calibragdo. O coeficiente de correlagdo linear de Pearson foi estimado
entre CCS por métodos de referéncia, citometria de fluxo (LAB 1 ¢ LAB 2) e diferentes versoes
de EBE, para amostras de tanque e individual. Os laboratérios da RBQL (LAB 1 ¢ LAB 2)
apresentaram os maiores coeficientes de correlacdo e determinacdo, em relagdo ao método de
referéncia para ambos os tipos de amostras. Todas as versdes avaliadas para a EBE se
correlacionaram positivamente e foram significativas, em relagdo ao método de referéncia, com
melhores resultados para a versdo EBEO (P=0,0004) para amostras oriundas de animais
individuais.

Schumacher et al., (2019) utilizaram a bioimpedancia como método alternativo para
avaliar a CCS, contagem bacteriana total (CBT), gordura, proteina, lactose, solidos totais (ST)
e solidos ndo gordurosos (SNG). Foram estimadas correlacdes positivas entre a impedancia da
amostra ¢ ST e SNG, com valores de 0,45 e 0,53 (P<0,01), respectivamente. J& a CCS
apresentou correlagao negativa de -0,26 (P<0,05) com a impedéancia da amostra. Os resultados
indicaram que a bioimpedancia elétrica pode contribuir para promover um avango no

diagnostico imediato da qualidade do leite cru bovino.

2.5 OBJETIVO GERAL

Avaliar diferentes abordagens diagnosticas para a deteccdo da mastite subclinica em

rebanhos leiteiros, sob condi¢des de campo.
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2.6 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a concordancia entre as categorias da dindmica da mastite subclinica por
citometria de fluxo com grupos de satde do ubere e resultados de CMT, bem como a

concordancia destas categorias com a dindmica da mastite subclinica avaliada por EBE;

e Avaliar os fatores de risco associados a ocorréncia de resultados positivos no CMT;

e Avaliar fatores os fatores de risco associados as categorias da dindmica da mastite

subclinica: novas infecgdes e infecgdes cronicas;

e Avaliar fatores de risco associados a classificacdo nos grupos de saude do ubere

susceptivel/suspeita e mastitica.

3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Vale do Braco do Norte, Santa Catarina, Brasil em duas
propriedades: uma localizada no municipio de Brago do Norte (Latitude 28°13'56.9"S longitude
49°07'20.9"W) — Propriedade 1 e outra no municipio de Orleans (Latitude 28°19'36.2"S
49°14'05.5"W longitude 49°14'05.5"W) — Propriedade 2. Previamente ao inicio do periodo
experimental, foi realizado um estudo piloto com duracdo de cinco meses com objetivo de testar
as metodologias experimentais, as rotinas de coleta de dados e envio de amostras aos
laboratorios, assim como realizar analises para calibracdo prévia do equipamento de
espectroscopia de bioimpedancia elétrica. O periodo experimental teve duragdao de oito meses,
entre maio ¢ dezembro de 2024, no qual foram coletadas amostras de 103 vacas em lactagdo,

perfazendo 494 amostras.

3.1 DESCRICAO DAS FAZENDAS

Em ambeas as propriedades, o sistema de produg¢ado era baseado no uso de pastagem com
suplementagdo que consiste em silagem de milho e concentrado comercial. A pastagem
consistia em gramineas perenes do género (Cynodon spp.), cultivares Tifton 85 e Estrela

Africana durante a primavera-verdao e pastagens anuais de Aveia (4vena sativa L.) e Azevém
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(Lolium multiflorum Lam.) durante outono — inverno. Na propriedade 1, os animais
permaneciam soltos nas areas de pastagem com acesso a sombreamento natural. J4 na
propriedade 2, os animais eram mantidos em sistema de semi-confinamento, alojados em
instalacao do tipo Compost barn.

O rebanho leiteiro em ambas as propriedades era constituido por animais das ragas
Jersey, Holandé€s e mestigcas Holandés x Jersey. Ambas as propriedades realizavam escrituragao
individual de dados zootécnicos e recebiam assisténcia técnica para realizacdo de manejo
reprodutivo e nutricional dos rebanhos.

O sistema de ordenha adotado nas duas propriedades era do tipo espinha de peixe, linha
média e sem extracao automatica. As rotinas de manejo de ordenha incluiam: descarte dos trés
primeiros jatos de leite, desinfec¢do de tetos pré-dipping, secagem dos tetos com papel toalha,
ordenha e desinfec¢do de tetos pds-dipping. O periodo seco adotado era de 60 dias, com
aplicacdo de terapia de vaca seca, consistindo no uso de antimicrobianos e selante de tetos.
Antes do inicio do experimento, o diagnostico de mastite subclinica era realizado

esporadicamente por meio do California Mastitis Test.

3.2 PROCEDIMENTOS DE AMOSTRAGEM

Todas as vacas em lactacao dos dois rebanhos foram amostradas mensalmente, com
intervalos médios de 32 dias entre as coletas. Animais que apresentaram sinais clinicos de
mastite foram excluidos das amostragens. Ao término da ordenha, a producao (kg/leite) de cada
vaca foi registrada utilizando medidores de leite (Milk Meter ®). O leite foi homogeneizado por
30 segundos, e posteriormente coletada uma amostra de aproximadamente 60 ml da ordenha da
tarde, a qual foi mantida sob refrigeracdo a 4 °C. Na ordenha da manha seguinte, 0 mesmo
procedimento foi realizado, com a coleta de aproximadamente 90 ml de leite. As duas fragdes
foram homogeneizadas, formando uma amostra composta, a qual foi fracionada em duas
aliquotas (A e B) para realizagao das analises laboratoriais.

A aliquota A foi transferida para um frasco de 40 ml contendo conservante bactericida
bronopol (2-bromo-2-nitropropane-1,3-diol) e encaminhadas sob refrigeracdo a um laboratorio
participante da Rede Brasileira de Laboratorios de Qualidade do Leite (Laboratorio de
Qualidade do Leite — LQL/CPA/EVZ/UFG). A composic¢ao do leite (teores de gordura, proteina,
lactose, so6lidos totais, nitrogénio ureico do leite e caseina) foi analisada através do método de
infravermelho médio, através do equipamento MilkoScan™ 7 RM, calibrado conforme ISO

9622/IDF 141:2013. O teor de solidos nao gordurosos foi calculado pela diferenga entre gordura
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e solidos totais. As andlises de CCS e CCSD, foram realizadas por citometria de fluxo, através
do equipamento CombiFoss 7 DC (FOSS, Hilleroed, Dinamarca), calibrado segundo ISO
13366-2/IDF 148-2:2006, conforme a metodologia descrita por Damm et al., (2017).

A aliquota B foi transferida para um frasco de 40 ml, sem adi¢do de conservantes, ¢
mantida sob refrigeragdo entre 3 e 8 °C para posterior analise, realizada em até 24 horas apds a
coleta. Foram determinados os teores de gordura, proteina, lactose, solidos totais e nitrogénio
ureico do leite, além da contagem de células somaticas, pelo método de EBE, utilizando um
espectrometro comercial (Milkspec®) composto por sonda tetrapolar e conectado a um software
especifico. Os modelos de regressao utilizados pelo software do espectrometro para estimar os
constituintes do leite foram avaliados pelo fabricante do equipamento nos sofiwares
Unscrambler (CAMO Analytics, Japao) e Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA),
explorando-se um total de 29 frequéncias de 0,1 a 1000 kHz, sendo duas em baixa frequéncia,

22 em média frequéncia e 5 em alta frequéncia, conforme descrito por Zuffo (2021).

3.3 CALIFORNIA MASTITIS TEST (CMT)

Durante o procedimento de amostragem, foi realizado o diagndstico de mastite
subclinica por meio do CMT, imediatamente apds a desinfec¢do dos tetos e descarte dos trés
primeiros jatos de leite. Para a realizacdo do CMT, foram adicionados 2 ml de reagente
(Tadabras®) e 2 ml de leite na raquete especifica para o teste. Apds a homogeneizagio da
mistura, a reacdo em cada teto foi avaliada e classificada conforme os critérios descritos na

Tabela 1.

Tabela 1 - Relagdo entre resultados do teste CMT, contagem de células somaticas (CCS) e

escore de células somaticas (ECS)

Escore Reagdo/viscosidade CCS (x1000 ECS
células/mL)
0 Ausente 0-200 0-4
Tracos Leve 150 -500 5
+ Leve/moderada 400 — 1.500 6
++ Moderada 800 —5.000 7-8
+++ Intensa >5.000 >9

Fonte: adaptado de Constable et al., (2017).
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3.4 AVALIACAO DOS FATORES DE RISCO

Foram coletados dados para hiperqueratose na extremidade dos tetos, profundidade e
sujidade do ubere. As avaliagdes foram realizadas em duas visitas, com intervalo médio de trés
meses, abrangendo todas as vacas em lactagdo no momento das coletas. Ao final do periodo
experimental, foram obtidas 139 observacdes, considerando a repeticdo de animais nas visitas.
A observacao das condigdes da extremidade dos tetos foi realizada apds a ordenha, antes da
aplicacdo do desinfetante de tetos. A gravidade da hiperqueratose foi classificada visualmente
através da pontuagdo em escores 1 (sem anel), 2 (anel liso ou levemente aspero), 3 (anel aspero)
ou 4 (anel muito aspero) através de uma avaliagdo em escores, conforme indicado por Mein et
al., (2001). A partir do escore de hiperqueratose na extremidade dos tetos, foram obtidos escores
médios da hiperqueratose dos quatro tetos de cada vaca. A avalia¢dao da profundidade do Ubere
foi realizada previamente a realizagdo da ordenha. Antes da ordenha, foi determinada a
profundidade do ubere a partir da distancia do piso do ubere até a articulagdo tibiotarsica
(jarrete), mensurada com o auxilio de uma fita métrica, sendo a metodologia adaptada a partir
do trabalho de Valloto; Ribas Neto (2012) . A determina¢do da sujidade do ubere foi avaliada
em 4 escores, de 1 a 4, onde 1 indicava um ubere limpo, 2 ubere ligeiramente sujo, 3 Ubere
moderadamente sujo e 4 tbere extremamente sujo, de acordo com os critérios estabelecidos por
Ruegg (2003).

Foi elaborada uma base de dados contendo as seguintes informacdes: identificagcdo da
propriedade, identifica¢do dos animais, raca, ordem de parto (OP), data do ultimo parto, DEL e
producao de leite (kg/dia) obtida na data da coleta da amostra. Também foram registrados os
teores de gordura, proteina, lactose, solidos totais, sélidos ndo gordurosos, caseina, NUL, CCS

e CCSD e as avaliagoes dos fatores de risco.

3.5 DINAMICA DA MASTITE SUBCLINICA E GRUPOS DE SAUDE DO UBERE

As vacas foram consideradas positivas para mastite subclinica quando apresentaram
CCS acima de 200.000 células/mL, (IDF 2013). A dinamica da mastite subclinica para cada
vaca foi avaliada por meio de uma comparacao entre dois meses consecutivos, avaliando a CCS
no més anterior (MA) em relacao ao més em curso (MC). Essa classificagdo foi feita da seguinte
forma: MA<200.000 e MC<200.000 (sadia); MA<200.000 ¢ MC>200.000 (nova infecgao);
MA>200.000 e MC>200.000 (infec¢ao cronica); e MA>200.000 e MC<200.000 (cura)
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(Schukken; Kremer, 1996). Esta metodologia foi aplicada tanto para a CCS avaliada por
citometria de fluxo, quanto por espectroscopia de bioimpedancia elétrica.

Os animais também foram classificados para grupos de saude do ubere conforme ponto
de corte para CCSD de acordo com modelos definidos por Bobbo et al., (2020) e Schwarz et
al., (2020b) descritos na Tabela 2. O objetivo da aplicagao dos dois modelos foi avaliar a
aplicabilidade na caracterizagdo do status inflamatorio da glandula mamaria. Para fins
descritivos, a varidvel contagem celular de polimorfonucleares e linfocitos (CCPL), que
representa o naumero de PMN + linfocitos/mL foi calculada pela multiplicagao de CCS x CCDS,

conforme descrito por Zecconi et al., (2023).

Tabela 2 - Grupos de satide do tbere conforme pontos de corte definidos por Bobbo et al.,

(2020) e Schwarz et al., (2020b)

GSU CCS (x1000 CCSD (%) DEL Referéncia
células/mL)
Sadia <200 <66,3 <100
<69,2 101 —200
<69.3 >200
Susceptivel <200 >66,3 <100
>69,2 101 —200 Bobbo et al.,
>69,3 >200 (2020)
Mastitica >200 >66,3 <100
>69,2 101 —200
>69,3 >200
Cronica >200 <66,3 <100
<69,2 101 —200
<69.3 >200
Sadia <200 <65 --
Suspeita <200 >65 -- Schwarz
Mastitica >200 >65 -- etal., (2020)
Cronica/persistente >200 <65 --

GSU: Grupos de saude do ubere. CCS: contagem de células somaticas. CCSD: contagem diferencial de células
somaticas. DEL: dias em lactagdo.
Fonte: elaborada pelos autores (2025).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A concordancia entre as diferentes abordagens para o diagnostico de mastite subclinica
foi analisada por meio do coeficiente Kappa ponderado e pelo teste de Qui-quadrado, utilizando
o procedimento FREQ do pacote estatistico SAS®. O coeficiente Kappa ponderado, foi
utilizado para estimar a concordancia entre as relagdes da DMSC estimada por CF com os
GSU, de acordo com os modelos propostos por Bobbo et al., (2020) e por Schwarz et al.,
(2020b). Também foram avaliadas as relagdes da DMSC estimada por CF com a DMSC

estimada por EBE, bem como dos GSU de acordo com a metodologia descrita por Bobbo ef al.,
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(2020) e por Schwarz et al., (2020b) entre si. Para a determinag¢ao dos GSU foram considerados
os dados com CCS entre 50.000 a 1.500.000 cél./mL, intervalo correspondente a faixa de
desempenho do método FOSS CCSD (Damm et al., 2017).

O coeficiente Kappa de Cohen (k) varia entre -1 e +1, em que valores préximos de 0
indicam concordancia equivalente ao acaso e Kk = 1 representa concordancia perfeita (Cohen,
1960). A interpretacdo das medidas de concordancia foi realizada conforme McHugh (2012),
sendo classificada como: auséncia de concordancia (k = 0-0,20), minima (x = 0,21-0,39), fraca
(x=0,40-0,59), moderada (x = 0,60-0,79), forte (x = 0,80-0,90) e quase perfeita (x > 0,90).

Por meio do teste de Qui-quadrado, foram avaliadas as relagdes do status de CMT com
a DMSC estimada por CF, assim como pelos grupos de saude propostos por Bobbo et al., (2020)
e por Schwarz et al., (2020b). Para a analise do CMT, foram consideradas positivas as vacas
que apresentaram, no minimo, uma cruz em um ou mais quartos mamarios, sendo as demais
classificadas como negativas.

Visando verificar a adequacdo das diferentes estratégias de diagndstico de mastite
subclinica com variaveis relacionadas a prevaléncia da mastite, também foram avaliados fatores
de risco para uma vaca apresentar uma nova infec¢do intramamadria ou infec¢do cronica de
acordo com a dindmica da mastite estimada por citometria de fluxo, dos grupos de saude do
ubere mastitica e susceptivel conforme metodologia descrita por Bobbo et al., (2020) e por
Schwarz et al., (2020b), assim como o risco de uma vaca apresentar diagndstico positivo para
CMT. Para esta andlise foi realizada uma regressdo logistica utilizando o procedimento
GLMMIX do pacote estatistico SAS®. Para cada abordagem de diagndstico da mastite
subclinica foi realizada uma analise inicial com todo o conjunto de dados disponiveis para as
variaveis dias em lactacao, agrupados em até 100 dias, de 101 a 200, de 201 a 300 e maior que
300 dias, e da ordem de parto agrupada com sendo 1%, 2* e 3* ou mais lactagdes. Em um
subconjunto menor de informagdes foram avaliadas, além destas varidveis as varidveis
relacionadas aos tetos e Ubere, as quais foram analisadas na forma de variaveis binarias, sendo
hiperqueratose positiva quando pelo menos um dos tetos apresentava escore de ponta de teto
maior ou igual a 3 e negativas as demais. A profundidade de bere, considerados rasos quando
o piso do ubere estava acima da linha do jarrete e profundos quando abaixo desta linha. Sujidade
do ubere, sendo considerado sujo quando tinha escore maior ou igual a 1 e negativo quando
zero. As varidveis de ubere e tetos ndo foram incluidas nos modelos para as analises de risco de
grupos de saude do ubere, devido ao reduzido nimero de observagdes. Para o risco de uma vaca
apresentar diagnostico positivo para CMT, adicionalmente foi avaliado um modelo incluindo

além das variaveis DEL e ordem de parto, o escore de células somaticas (ECS) estimado por
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citometria de fluxo ou por EBE, visando avaliar a concordancia destes com o diagndstico por
CMT. Os dados de CCS foram transformados para ECS pela equacao ECS = log2(CCS/100) +
3 (Shook, 1982). Para os grupos de saude nao foi realizada analise do risco de uma vaca ter
mastite cronica/persistente, devido ao pequeno numero de observagdes. Foram consideradas
significativas as variaveis com P < 0,05 e tendéncia para P < 0,10, sendo seus odds ratio
considerados significativos quando o intervalo de confianga com 95% de probabilidade nao

incluia o valor 1,0.

4 RESULTADOS

Ao nosso saber, esta ¢ a primeira pesquisa envolvendo grupos de saude baseados em
CCS diferencial no Brasil. Ao final do periodo experimental foram obtidas 494 observagdes
referentes a 103 vacas, distribuidas entre as duas propriedades sendo 43,52% (215/494)
provenientes da propriedade 1 e 56,48% (279/494) da propriedade 2. Quanto a composi¢ao
racial, 62,88% das andlises foram de vacas da raga Jersey, 33,47% da raca Holandesa e 3,65%
de animais cruzados entre Holandesa e Jersey.

Os valores médios de producdo de leite, composi¢do quimica dos principais
constituintes determinados por espectroscopia no infravermelho, CCS e CCSD por CF, assim
como a composi¢cdo quimica e a CCS obtidas por EBE, permaneceram dentro dos limites
estabelecidos pela IN 76 (Brasil, 2018). Os valores médios de CCS estimados por CF e por
EBE foram de 307.940 e 373.850 células/ml, respectivamente. A CCSD apresentou média de
70,06%, variando de 25,10% a 90,60%, da CCS (Tabela 3).
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Tabela 3 - Estatistica descritiva das variaveis analisadas das amostras individuais de leite por

infravermelho médio (IV), citometria de fluxo (CF) e espectroscopia de bioimpedancia

elétrica (EBE)

Variavel N! Média Desvio Padrao Minimo Maximo
Leite, kg/vaca/dia 484 23,55 6,77 10 43,5
Gordura IV, % 490 4,17 0,79 2,39 6,49
Proteina IV, % 493 3,51 0,42 2,63 5,02
Lactose 1V, % 493 4,48 0,24 3,40 5,29
EST? 1V, % 491 13,12 1,11 10,38 16,85
ESD’ 1V, % 491 8,95 0,45 7,72 10,79
CCS* (x 1000) CF 494 307,94 532,54 5 4059
ECS’ CF 494 3,29 1,95 -1,32 8,34
CCSD®, % 287 70,06 13,39 25,10 90,60
Gordura EBE, % 416 3,98 0,33 3,28 6,28
Proteina EBE, % 419 3,42 0,13 2,69 491
Lactose EBE, % 419 4,63 0,12 3,87 4,94
EST? EBE, % 417 12,88 0,41 11,74 14,54
ESD’ EBE, % 418 8,90 0,47 6,38 10,38
CCS* (x 1000) EBE 420 373,85 380,11 47 6886
ECS’ EBE 420 4,42 1,20 1,91 9,10

'N: Numero de observagdes 2EST: Extrato seco total. SESD: Extrato seco desengordurado. *CCS: contagem de
células somaticas. >ECS: escore de células somaticas, ECS=log2((CCS+1)/100)+3. SCCSD: contagem de células
somaticas diferencial.

Fonte: elaborada pelos autores (2025)

Apds a exclusdo de registros sem informacgdes suficientes para classificacdo nas
categorias da DMSC, permaneceram 416 amostras com dados vélidos para esta classificagao.
A prevaléncia média geral da mastite subclinica (maior que 200.000 células/ml estimadas por
citometria de fluxo), incluindo todos os testes realizados durante o periodo do estudo foi de

35,26%.

4.1 RELACAO ENTRE A DINAMICA DA MASTITE SUBCLINICA E GRUPOS DE
SAUDE DO UBERE

Considerando o conjunto completo de dados (n = 416), a prevaléncia média das
categorias da DMSC, estimadas por CF, foi de 11,8% de novas infec¢des, 23,42% de infecgdes
cronicas, além de 56,97% de sadias e 7,45% de curadas. Para os GSU, a classificagdo foi gerada
a partir de dados dentro da faixa de desempenho do método FOSS CCSD, com CCS entre
50.000 a 1.500.000 células/mL (Damm et al., 2017), considerando os animais com dados
disponiveis para ambos os modelos (n = 287). A prevaléncia observada segundo os critérios de
Bobbo et al., (2020) foi de 28,57% de vacas sadias, 20,56% suscetiveis, 42,16% mastiticas e
8,71% cronicas. Ja segundo o modelo proposto por Schwarz et al., (2020b), as prevaléncias

foram de 22,65% de vacas sadias, 26,48% suspeitas, 45,64% mastiticas e 5,25% cronicas.
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As categorias da DMSC foram relacionadas com os GSU avaliadas pelos dois modelos

e entre os dois modelos entre si.

4.1.1 Relagao entre a dinamica da mastite subclinica e grupos de satide do ubere conforme

Bobbo et al., (2020).

A relagdo entre as categorias da DMSC, sendo vacas sadias, com novas infecgdes, com
infec¢des cronicas ou curadas, conforme Schukken; Kremer (1996) foi avaliada em comparagao
aos grupos de saude do ubere (GSU BOBBO) definidos como vacas sadias, susceptiveis,
mastiticas e cronicas conforme critérios descritos por Bobbo et al., (2020). A medida de
concordancia indicou que os modelos apresentaram concordancia significativamente superior
a esperada ao acaso. No entanto, o coeficiente o Kappa ponderado revelou concordancia fraca
(k= 0,59; IC 95%: 0,5333-0,6481) (Tabela 4).

Dentre os 106 casos classificados como vacas sadias pela DMSC, 60,38% apresentaram
concordancia com a classificacdo pelo modelo GSU BOBBO ¢ 39,62% das observagdes foram
classificadas como suscetiveis, mostrando que as duas metodologias abordam de modo diverso
o diagnostico de animais com MSC. Porém, no grupo das vacas classificadas como curadas
pela DMSC, um percentual maior (53,85%) das vacas foi classificado como susceptiveis pelo
modelo GSU BOBBO e em menor propor¢ao como sadias (Tabela 4), podendo indicar que o
perfil celular de vacas sadias e aquelas que tinham CCS maior que 200.000 (cél./mL) no més
anterior ndo ¢ o mesmo, tanto em termos de CCS, como de CCSD e consequentemente da
CCPL.

As novas infecgdes pela DMSC foram predominantemente (80,85%) classificadas como
mastiticas pelo modelo GSU BOBBO (Tabela 4), demonstrando que ambos os modelos
apresentam bastante similaridade, mesmo que a DMSC analisa o comportamento da CCS
durante o periodo avaliado, enquanto os grupos de satide consideram somente a CCS e a CCSD
no tempo presente.

Apenas 16,67% dos casos cronicos classificados pela DMSC mantiveram a mesma
classifica¢dao pelo GSU_BOBBO, enquanto um percentual maior (83,33%) foi enquadrado no
grupo de vacas mastiticas (Tabela 4) indicando que os modelos adotam critérios distintos para

caracterizar os estdgios da infec¢do intramamaria.
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Tabela 4 - Relagdo entre a dindmica da mastite subclinica (DMSC) e grupos de saude do

ubere (GSU_BOBBO) conforme Bobbo et al., (2020)

DMSC GSU_BOBBO
Sadia Susceptivel Mastitica Croénica Total
Sadia N! (%) 64 (60,38) 42 (39,62) 0(0) 0(0) 106
(38,55)
CCS? (x1000) 97 116 - -
CCSD? (%) 55,33 76,10 - -
CCpL* 54,70 89,13 - -
Curada N! (%) 12 (46,15) 14 (53,85) 0(0) 0(0) 26 (9,45)
CCS? (x1000) 116 145 - -
CCSD? (%) 60,11 77,38 - -
CCPL* 71,45 112,05 - -
Nova N! (%) 0(0) 0(0) 38 (80,85) 9 (19,15) 47 (17,09)
CCS? (x1000) - - 667 258
CCSD? (%) - - 79,49 54,83
CCPL* - - 545,89 143,31
Cronica N! (%) 0(0) 0(0) 80 (83,33) 16 (16,67) 96 (34,91)
CCS? (x1000) - - 863,96 367
CCSD? (%) - - 79,16 59,41
CCPL* - - 699,28 225,40
Total 76 (27,64) 56 (20,36) 118 (42,91) 25(9,09) 275 (100)

'N (%): Frequéncia absoluta (frequéncia relativa) das ocorréncias. 2CCS (x1000 células/mL): média da
contagem de células somaticas. 3CCSD (%): média da contagem de células somaticas diferencial. “*CCPL

Fonte: elaborada pelos autores (2025)

(células/mL): média da contagem celular de neutrofilos polimorfonucleares e linfocitos.

4.1.2 Rela¢do entre Dindmica da mastite subclinica e grupos de satide do ubere conforme

Schwarz et al., (2020Db)

A relagdo entre as categorias da DMSC conforme Schukken; Kremer (1996), foi

avaliada em comparagdo aos GSU conforme Schwarz et al., (2020b) classificados como sadia,

suspeita, mastitica ou cronica/persistente. Observou-se associagdo significativa entre a DMSC

e os GSU, de acordo com o modelo GSU_SCHWARZ (y* = 280,87; p <0,0001). O coeficiente

Kappa ponderado (kx = 0,60; IC 95%: 0,5469 — 0,6598) revelou uma concordancia moderada,

sugerindo que, embora ndo haja coincidéncia completa, os modelos apresentam similaridade

nas categorias avaliadas.
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Verificou-se que 49,06% das vacas classificadas como sadias e 30,77% das curadas,
conforme a DMSC, foram classificadas sadias pelo modelo GSU SCHWARZ. No entanto,
nesse mesmo modelo, a maioria dessas vacas foi considerada suspeita, incluindo 50,94% das
sadias e 69,23% das curadas (Tabela 5). Esses resultados indicam que os critérios utilizados
para o diagnostico de mastite subclinica diferem entre os métodos. Além disso, sugerem que o
perfil das células de defesa presentes no leite pode variar mesmo entre vacas com CCS inferior
a200.000 células/mL por dois meses consecutivos, ou naquelas que apresentaram CCS elevada
no més anterior, refletindo diferentes estagios ou intensidades da resposta inflamatoria.

Dos casos de novas infec¢des intramamarias identificados pela DMSC, 89,36% foram
também classificados como mastiticas pelo modelo GSU SCHWARZ (Tabela 5). Essa
porcentagem indica uma alta concordincia entre os métodos. Enquanto o modelo
GSU _SCHWARZ realiza a classificagdo com base na CCS e CCSD medidas no momento da
coleta, a dinamica da MSC avalia a evolugao da CCS ao longo do periodo analisado, refletindo
diferentes abordagens para a deteccao da mastite subclinica.

Apenas 10,42% dos casos de mastite cronica pela DMSC, foram também classificadas
como infec¢des cronicas/persistentes pelo GSU _SCHWARZ, enquanto a maioria (89,58%)
foram enquadradas no grupo de vacas mastiticas (Tabela 5). Ainda que a dinamica adote o
critério de avaliagdo ao longo do periodo avaliado, o GSU SCHWARZ indica um
comportamento diverso das células de defesa presentes na glandula mamaria, evidenciado pela

CCSD abaixo do ponto de corte neste grupo.



48

Tabela 5 - Relagdo entre a dindmica da mastite subclinica (DMSC) e grupos de saude do

ubere (GSU_SCHWARZ), conforme Schwarz et al., (2020b)

DMSC GSU_SCHWARZ
Sadia Suspeita Mastitica Croénica Total
Sadia N (%) 52 (49,06) 54 (50,94) 0 (0) 0 (0) 106 (38,55)
CCS? (x1000) 97 112 - -
CCSD? (%) 52,63 74,07 - -
CCPL* 52,01 84,07 - -
Curada N! (%) 8 (30,77) 18 (69,23) 0(0) 0(0) 26 (9,45)
CCS? (x1000) 100 145 - -
CCSD? (%) 55,97 75,38 - -
CCPL* 56,71 109,78 - -
Nova N! (%) 0(0) 0(0) 42 (89,36) 5(10,64) 47 (17,09)
CCS? (x1000) - - 628 254
CCSD? (%) - - 78,24 45,54
CCPL* - - 510,57 117,90
Cronica N! (%) 0(0) 0 (0) 86 (89,58) 10 (10,42) 96 (34,91)
CCS? (x1000) - - 837 300,80
CCSD? (%) - - 78,34 54,58
CCPL* - - 673,05 166,67
Total 60 (21,82) 72 (26,18) 128 (46,55) 15 (5,45) 275 (100)

N (%): Frequéncia absoluta (frequéncia relativa) das ocorréncias. 2CCS (x1000 células/mL): média da
contagem de células somaticas. 3CCSD (%): média da contagem de células somaticas diferencial. “*CCPL
(células/mL): média da contagem celular de neutrofilos polimorfonucleares e linfocitos.

Fonte: elaborada pelos autores (2025).

4.1.3 Relac¢do entre grupos de saude do tbere conforme Bobbo et al., (2020) e Schwarz et al.,

(2020b)

Foi avaliada a relacdo entre os GSU, categorizados conforme modelos descritos por
Bobbo et al., (2020) e Schwarz et al., (2020b). Observou-se associagdo significativa entre os
grupos de saude do ubere conforme modelos descritos (%> = 622,66; p < 0,0001). O coeficiente
Kappa ponderado evidenciou concordancia quase perfeita entre os dois modelos para a
classificagdao dos GSU (k = 0,94; IC 95%: 0,9238 — 0,9639) (Tabela 6).

Foi identificada elevada similaridade entre os modelos GSU BOBBO e
GSU_SCHWARZ na categorizagdo do estado de satde do Ubere, evidenciada pelos valores de

CCS, CCSD e, consequentemente, de CCPL. Houve concordancia em 100% dos casos
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diagnosticados como susceptiveis (GSU_BOBO) e suspeitos (GSU_SCHWARZ), bem como
nos casos diagnosticados como mastiticos por ambos os modelos. A concordancia foi de 79,29%
para vacas classificadas como sadias e de 60% para aquelas consideradas cronicas. As
divergéncias observadas entre os grupos de vacas sadias e mastiticas refletem os diferentes

critérios de classificacdo adotados por cada modelo (Tabela 6).

Tabela 6 - Relacao entre grupos de saude do ubere (GSU BOBBO) conforme Bobbo et al.,
(2020) e grupos de saude do ubere (GSU SCHWARZ) conforme Schwarz et al., (2020b)

GSU _ GSU_SCHWARZ
BOBBO
Sadia Suspeita Mastitica Cronica Total
Sadia N! (%) 65 (79,27) 17 (20,73) 0(0) 0(0) 82 (28,57)
CCS? (x1000) 99,95 115,58 - -
CCSD? (%) 52,75 67,28 - -
CCPL* 53,29 78,07 - -
Susceptivel N! (%) 0(0) 59 (100) 0(0) 0(0) 59 (20,56)
CCS? (x1000) - 124,18 - -
CCSD? (%) - 76,23 - -
CCPL* - 95,03 - -
Mastitica N! (%) 0(0) 0(0) 121 (100) 0) 121 (42,16)
CCS? (x1000) - - 795,04 -
CCSD? (%) - - 79,24 -
CccpL* - - 644,79 -
Cronica N! (%) 0(0) 0(0) 10 (40) 15 (60) 25 (8,71)
CCS? (x1000) - - 392,8 285
CCSD? (%) - - 67,06 51,56
CCPL* 264,01 150,41
Total 65 (22,65) 76 (26,48) 131 (45,64) 15(5,23) 287 (100)

'N (%): Frequéncia absoluta (frequéncia relativa) das ocorréncias. 2CCS (x1000 células/mL): média da
contagem de células somaticas. *CCSD (%): média da contagem de células somaticas diferencial. “CCPL
(células/mL): média da contagem celular de neutrofilos polimorfonucleares e linfocitos.
Fonte: elaborada pelos autores (2025).
4.1.4 Relacdo entre a dinamica da mastite subclinica por citometria de fluxo e por

espectroscopia de bioimpedancia elétrica

Para a andlise da relacdo entre as classificacdes das categorias da DMSC avaliadas por

CF e por EBE foram excluidos os dados referentes ao primeiro més de coleta, devido a auséncia
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de informagdes necessarias para a determinacdo da dindmica. Com isso, foram analisadas 347
observagdes que continham, simultaneamente, a categorizagdo da dindmica da mastite por
ambos os métodos. O objetivo desta analise foi avaliar a concordancia entre as classificagdes
fornecidas por CF e EBE. O coeficiente Kappa ponderado indicou nenhuma concordancia entre
os dois modelos (k = 0,20; IC 95%: 0,1048 — 0,3018) (Tabela 7).

Entre os 194 casos identificados como vacas sadias pela DMSC avaliada por CF, apenas
30,93% mantiveram essa condi¢do na avaliacdo por EBE. As demais observagoes (69,19%)
foram distribuidas entre as categorias de curadas, novas infeccdes e infecgdes cronicas,
indicando que os métodos avaliam de modo diverso a CCS. No grupo de vacas classificadas
como curadas pela dindmica avaliada por CF, a correspondéncia com a EBE foi observada em
39,28% dos 28 casos, enquanto que os demais foram classificados entre as demais categorias.
O comportamento foi semelhante no grupo de novos casos de mastite subclinica pela CF, em
que 42,86% tiveram a mesma classificacdo por EBE. Dos casos de mastite cronica pela CF,
37,34% tiveram a mesma classificacdo pela EBE, enquanto os demais foram classificados nas

demais categorias (Tabela 7).

Tabela 7 - Relacdo entre as categorias da dindmica da mastite subclinica (DMSC) estimada

por citometria de fluxo (CF) e por espectroscopia de bioimpedancia elétrica (EBE)

DMSC EBE
DMSC CF
Sadia Curada Nova Cronica Total
Sadia N! (%) 60 (30,93) 24 (12,37) 75 (38,66) 35 (18,04) 194 (55,90)
Curada N! (%) 5(17,85) 11 (39,28) 6(21,42) 6(21,42) 28 (8,00)
Nova N! (%) 8 (19,04) 5(11,90) 18 (42,86) 11 (26,19) 42 (12,10)
Cronica N' (%) 13 (15,66) 11 (13,25) 28 (33,73) 31(37,34) 83 (23,91)
Total 86 (24,78) 51 (14,69) 127 (36,59) 83 (23,91) 347 (100)

N (%): Frequéncia absoluta (frequéncia relativa) das ocorréncias.
Fonte: elaborada pelos autores (2025)

4.1.5 Relagao entre CMT, dinamica da mastite subclinica e grupos de saude do tibere

A relacao entre CMT, DMSC e GSU foram analisadas com uma subamostra na qual
foram excluidos, além dos dados do primeiro més de coleta pela auséncia de informagdes da

dindmica da mastite subclinica, aqueles com valores de CCS fora da faixa de deteccdo do
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equipamento de CCSD (entre 50.000 e 1.500.000 células/mL), assim como de vacas sem
avaliag¢do pelo CMT.

A relagdo entre os resultados de CMT negativo, indicado pela auséncia de
reacao/viscosidade, ou positivo quando pelo menos um quarto mamario apresentou reacgao leve
a moderada (uma cruz), conforme Constable et al., (2017) foi avaliada em comparacdo as
categorias da DMSC, conforme Schukken; Kremer (1996). Os percentuais de CCSD
apresentados tem a finalidade de melhorar a descricdo dos resultados. A distribuicdo das
frequéncias entre o CMT e a DMSC por CF ¢ apresentada na (Tabela 8). O teste de Qui-
quadrado indicou associagao significativa entre as variaveis (y*> = 102,02; p < 0,0001) (Tabela
8).

Das vacas com CMT negativo, 81,5% foram classificadas pela DMSC como vacas
sadias ou curadas. No entanto, a dindmica também indicou a presenca de mastite em 18,48%
das observagdes, correspondendo aos casos de novas infecgdes e infecgdes cronicas. Em relagao
aos resultados positivos ao CMT, 69,56% foram classificadas pela DMSC como novas
infeccdes ou infecgdes cronicas. A CCSD destes grupos também apresentou percentuais
elevados, confirmando uma resposta inflamatdria ativa. No entanto, em 30,43% dos casos com
resultado positivo ao CMT, ndo houve confirmacdo de mastite pela DMSC, sendo essas

observacgoes classificadas como vacas sadias ou curadas.

Tabela 8 - Relagado entre o California Mastits Test (CMT) e a dindmica da mastite

subclinica (DMSC) por citometria de fluxo (CF)

CMT DMSC
Sadia Nova Cronica Curada Total
Negativa N! (%) 160 (75,83) 18 (8,53) 21 (9,95) 12 (5,69) 211 (64,72)
CCS? (x1000) 63 353 591 108
CCSD? (%) 63,00 68,71 72,95 64,26
Positiva N! (%) 23 (20,00) 20 (17,39) 60 (52,17) 12 (10,43)  115(35,28)
CCS? (x1000) 102 717 821 140
CCSD? (%) 66,19 77,29 77,67 73,56
Total 183 (56,13) 38 (11,66) 81 (24,85) 24 (7,36) 326 (100)

N (%): Frequéncia absoluta (frequéncia relativa) das ocorréncias. 2CCS (x1000 células/mL): média da
contagem de células somaticas. 3CCSD (%): média da contagem de células somaticas diferencial.
Fonte: elaborada pelos autores (2025)

4.1.6 Relagao entre CMT e grupo de satde do tbere, conforme Bobbo et al., (2020)
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A relagdo entre os resultados de CMT negativo, indicados pela auséncia de
reacdo/viscosidade, ou positivo quando pelo menos um quarto mamario apresentou reacao leve
a moderada (uma cruz), conforme Constable et al., (2017) foi avaliada em comparacao aos
grupos de saude do ubere (GSU BOBBO) definidos conforme critérios descritos por Bobbo et
al., (2020). A distribuicdo das frequéncias entre o CMT e GSU _BOBBO, ¢ apresentada na
Tabela 9. O teste de Qui-quadrado indicou associacdo significativa entre as varidveis (y*> =
40,4048; p < 0,0001) (Tabela 9).

Dentre as observagdes com resultado negativo ao CMT, 41,53% foram classificadas
como sadias pelo modelo GSU BOBBO. No entanto, a classificagdo de amostras como
susceptiveis, mastiticas e cronicas pelo GSU BOBBO evidencia que os métodos adotam
critérios distintos para o diagnostico da mastite subclinica, o que pode ser evidenciado pelas
médias elevadas de CCS nos grupos de vacas mastiticas e cronicas, (acima de 200.000
células/mL), bem como pelo percentual elevado da CCSD no grupo de vacas mastiticas (Tabela
9).

Das observacdes com resultado positivo ao CMT, 87,27% apresentaram indicativos de
inflamacao, segundo critérios do modelo GSU BOBBO, para vacas susceptiveis, mastiticas e
cronicas. A maior concordancia foi observada com o grupo de vacas mastiticas, o qual
apresentou os valores mais elevados de CCS, CCSD e CCPL, caracterizando uma resposta
inflamatoria ativa. Apenas 14,73% das amostras positivas ao CMT foram classificadas como
sadias pelo GSU BOBBO, com valores de CCS e CCSD abaixo dos limiares estabelecidos
(Tabela 9).
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Tabela 9 - Relagdo entre o California Mastits Test (CMT) e grupos de saude do ubere
(GSU_BOBBO) conforme Bobbo ef al., (2020)

GSU _BOBBO
CMT
Sadia Susceptivel Mastitica Croénica Total
N! (%) 49 (41,53) 31 (26,27) 27 (22,88) 11 (9,32) 118 (51,75)
Negativa CCS? (x1000) 99 117 574 257
CCSD? (%) 54,68 76,56 77,10 55,90
CCPL* 54,99 90,06 443,67 145
N! (%) 14 (14,73) 18 (16,36) 68 (61,82) 10 (9,09) 110 (48,25)
Positiva
CCS? (x1000) 110 127 863 410
CCSD? (%) 59,54 76,27 79,98 61,25
ccreL? 66,54 97,79 706,79 258,88
Total 63 (27,63) 49 (21,49) 95 (41,67) 21(9,21) 228 (100)

'N (%): Frequéncia absoluta (frequéncia relativa) das ocorréncias. 2CCS (x1000 células/mL): média da
contagem de células somaticas. 3CCSD (%): média da contagem de células somaticas diferencial. “*CCPL
(células/mL): média da contagem celular de neutroéfilos polimorfonucleares e linfocitos.

Fonte: elaborada pelos autores (2025)

4.1.7 Relagao entre CMT e grupo de saude do Ubere, conforme Schwarz ef al., (2020b)

A relagdo entre os resultados de CMT negativo, indicado pela auséncia de
reacao/viscosidade, ou positivo quando pelo menos um quarto mamario apresentou reagao leve
a moderada (uma cruz), conforme Constable et al., (2017) foi avaliada em comparacao aos
grupos de saude do ubere (GSU_SCHWARZ), conforme critérios descritos por Schwarz et al.,
(2020Db).

A distribuicao das frequéncias entre o CMT e GSU _SCHWARZ ¢ apresentada na Tabela
10. O teste de Qui-quadrado indicou associagdo significativa entre as variaveis (x> = 40,7805;
p <0,0001) (Tabela 10).

Entre as 118 observacdes com resultado negativo ao CMT, apenas 32,20% foram
classificadas como sadias pelo modelo GSU SCHWARZ. No entanto, 35,59% dos casos
negativos, ainda que com CCS inferior a 200.000 células/mL, o modelo identificou aumento no
percentual de neutro6filos e linfocitos acima dos pontos de corte estabelecidos, classificando
esses animais como suspeitos. As demais (32,2%) observacdes foram classificadas como
mastiticas ou cronicas. Esses resultados indicam que o modelo GSU SCHWARZ identificou

resposta inflamatoria, mesmo na auséncia de detec¢ao pelo CMT (Tabela 10).
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Das observagdes com resultado positivo ao CMT, 90,91% apresentaram indicios de
reacdo inflamatoéria quando avaliadas pelo modelo GSU _SCHWARZ, sendo classificadas como
suscetiveis, mastiticas ou como cronicas. Apenas 9,09% das amostras positivas no CMT foram
classificadas como sadias pelo GSU SCHWARZ, com CCS e CCSD abaixo dos pontos de
corte (Tabela 10). Com base nos valores de CCS, CCSD e, consequentemente, CCPL, observa-
se que o CMT apresenta limitacdes, ao classificar como negativas diversas vacas com indicios
de mastite subclinica. Por outro lado, os resultados positivos detectados pelo teste mostraram
boa concordancia com os parametros celulares analisados, indicando que o CMT pode

apresentar sensibilidade moderada na identificagdo de processos inflamatdrios intramamarios.

Tabela 10 - Relacdo entre o California Mastits Test (CMT) e grupos de satide do tbere
(GSU_SCHWARZ) conforme Schwarz et al., (2020b)

GSU_SCHWARZ

CMT
Sadia Suspeita Mastitica Croénica Total
Negativa N! (%) 38(32,20) 42 (35,59) 31(26,27) 7 (5,93) 118 (51,75)
CCS? (x1000) 99 117 574 257
CCSD? (%) 54,68 76,56 77,10 55,90
CCPL* 49,88 85,50 411,63 128,36
Positiva N! (%) 10 (9,09) 22 (20) 74 (67,27) 4 (3,64) 110 (48,25)
CCS? (x1000) 110 127 863 410
CCSD? (%) 59,54 76,27 79,98 61,25
CCPL* 60,21 94,97 675,69 162,24
Total 48 (21,05) 64 (28,07) 105 (46,05) 11 (4,82) 228 (100)

N (%): Frequéncia absoluta (frequéncia relativa) das ocorréncias. 2CCS (x1000 células/mL): média da
contagem de células somaticas. *CCSD (%): média da contagem de células somaticas diferencial. “CCPL
(células/mL): média da contagem celular de neutréfilos polimorfonucleares e linfocitos.

Fonte: elaborada pelos autores (2025).

5 FATORES DE RISCO PARA AS METODOLOGIAS DE IDENTIFICACAO DE
MASTITE SUBCLINICA

5.1 Fatores de risco para novas infecgdes intramamarias

A partir da DMSC foi avaliado o risco de uma vaca apresentar um novo caso de mastite.
Foram analisados dois modelos de regressdo logistica: um incluindo as variaveis binarias

hiperqueratose, profundidade e sujidade de ubere (FR_NOVA UT), e outro sem essas variaveis
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(FR_NOVA), uma vez que esses dados foram coletados apenas em alguns meses, o que reduziu
o numero de observagdes. Para a interpretagdo das estimativas ao risco relacionas as variaveis
DEL e OP, consideramos o modelo com o conjunto total de dados.

No modelo FR_ NOVA, composto pelo conjunto total de dados, apenas DEL apresentou
uma tendéncia para novas infecgdes (P =0,0653) (Tabelall), indicando que vacas acima de 300
DEL, apresentaram risco maior para novas infecgdes subclinicas (OR=2,56) em comparagao as
de inicio de lactagdo (Tabela 11). Porém, a OP nao aumentou o risco para novas infecc¢des

intramamarias (Tabela 11).

Tabela 11 — Valores de P e estimativas dos fatores de risco das variaveis com risco
significativo para novas infec¢des intramamarias de acordo com os modelos de regressao

logistica aplicados

Variavel FR_NOVA_UT FR NOVA Categoria FR NOVA _UT FR_NOVA
p-valor p-valor OR (IC 95%) OR (IC 95%)
<100°

DEL! 0,0529 0,0653 100 a 200 - 1,34 (0,569 a 3,172)
200 a 300 - 0,74 (0,265 a 2,086)
>300 - 2,56 (1,027 a 6,415)

Oop? 0,0470 0,1775 - - -

HQ3 0,7462 - - - -

pPU* 0,5130 - - - -

SU3 0,3616 - - - -

Estacao 0,1864 0,6772 - - -

N 139 414

'DEL: dias em lactagio; 0OP: ordem de parto; *HQ: hiperqueratose; “PU: profundidade de tibere; >SU: sujidade
de tibere; °Categoria de referéncia; FR_NOVA UT: Fatores de risco para novas infec¢des intramamarias com
avaliagdes de teto e ubere; FR_NOVA: Fatores de risco para novas infec¢des intramamarias sem observagdes

de teto e ubere; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confianca; N: nimero de observagoes
Fonte: elaborada pelos autores (2025).

5.2 Fatores de Risco para Infec¢des Cronicas

A partir da dindmica da mastite subclinica, foram avaliados os fatores de risco para uma
vaca desenvolver infe¢do cronica. Foram analisados dois modelos de regressao logistica: um
incluindo as variaveis binarias hiperqueratose, profundidade e sujidade de tibere FR_ CR_UT,

e outro sem essas variaveis FR_CR.
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Os valores de P das varidveis associadas ao risco de infec¢des cronicas indicam que no
modelo FR_CR_UT, apenas profundidade de ubere apresentou uma tendéncia para infecgdes
cronicas (P =0,0615) (Tabela 12).

No modelo FR_CR, DEL e OP foram associados ao risco de infec¢des cronicas (Tabela
12). Vacas entre 100 a 200 DEL apresentaram maior risco (OR=4,58) de desenvolver infec¢des
intramamarias cronicas em comparacdo ao grupo de referéncia (< 100 DEL). O risco aumentou
progressivamente para vacas entre 200 e 300 DEL (OR = 7,74) e foi ainda mais elevado para
aquelas com mais de 300 DEL (OR = 15,33) em relagao ao grupo de referéncia. Vacas na
segunda lactagdo apresentaram risco maior (OR= 3,27) de desenvolver infec¢des cronicas em
relagdo as primiparas, enquanto que as para vacas com trés lactagdes ou mais, apresentaram

(OR=3,67) (Tabela 12).

Tabela 12 - Valores de P e estimativa dos fatores de risco das variaveis com risco significativo

para infecgdes cronicas de acordo com os modelos de regressao logistica aplicados

Variavel FR_CR_UT FR_CR Categoria FR_CR_UT FR_CR
p-valor p-valor OR (IC 95%) OR (IC 95%)
<1006
DEL! 0,0963 < 0,001 100 a 200 - 4,58 (1,895 a 11,085)
200 a 300 - 7,74 (3,112 a 19,269)
>300 - 15,33 (6,005 a 39,181)
OP? 0,0828 0,0003 1°
2 - 3,27 (1,606 a 6,684)
>3 - 3,67 (1,927 a 7,062)
HQ? 0,8169 - - - -
PU* 0,0615 - Alto®
Baixo 2,81 (0,951 a 8,321) -
Su’s 0,2485 - - - -
Estacdo 0,0793 0,2647 - - -
N 139 414

'DEL: dias em lactagdo; 20P: ordem de parto; *HQ: hiperqueratose; “PU: profundidade de ubere; >SU: sujidade
de ubere; *Categoria de referéncia; FR_CR_UT: Fatores de risco para infec¢es cronicas com avaliagdes de teto
e ubere; FR_CR: Fatores de risco para infecgdes cronicas sem observagoes de teto e tibere; OR: Odds Ratio; 1C:
Intervalo de confianca; N: nimero de observacdes
Fonte: elaborada pelos autores (2025).

5.3 Fatores de Risco para grupos de satde do ubere susceptivel e mastitica conforme Bobbo et

al., (2020)

Foram avaliados os fatores de risco para a classificagdo de vacas nos GSU susceptivel
(FR_Suscept) e mastitica (FR_Mast), conforme o modelo proposto por Bobbo et al., (2020).

Para o grupo susceptivel (FR_ Suscept), as varidveis DEL, OP e Estagcdo apresentaram
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associagdo significativa (Tabela 13). Para a variavel DEL, verificou-se que a partir de 200 dias
apods o parto as vacas apresentaram redugdo no risco de serem classificadas como susceptiveis
(FR_Suscept) pelo modelo GSU BOBBO. Tomando-se como referéncia os animais com até
100 DEL, vacas entre 200 ¢ 300 DEL apresentaram risco menor (OR=0,37) de serem
classificadas como suscetiveis, enquanto para vacas com mais de 300 DEL a redugdo ao risco
foi ainda mais acentuada (OR= 0,14) (Tabela 13).

O risco para as vacas serem classificadas como susceptiveis (FR_Suscept) também foi
reduzido com o aumento da OP. Vacas na segunda lactagdo apresentaram risco menor
(OR=0,34) quando comparadas as primiparas, enquanto vacas a partir da terceira OP este risco
foi (OR=0,44) (Tabela 13). A estacdo do ano também se mostrou um fator associado ao grupo
susceptivel, sendo observado risco menor no verdo (OR=0,46) em relacdo ao inverno (Tabela
13).

Para o grupo classificado como mastitica (FR_Mast), DEL e OP apresentaram risco
significativo (Tabela 13). Considerando as vacas com até 100 DEL como a categoria de
referéncia, observou-se que o risco de ser classificada como mastitica aumentou
consideravelmente com o avango da lactagdo. Vacas entre 100 e 200 DEL apresentaram risco
maior (OR=3,70), enquanto que para vacas entre 200 e 300 DEL, o risco foi de (OR=2,76)
maior. Esse valor foi ainda mais elevado para vacas com mais de 300 DEL, com risco superior
(OR=9,408), indicando que estagios mais avangados da lactagdo configuram importante fator
de risco para a vaca ser classificada como mastitica (Tabela 13).

Em relagdo a OP, e tendo primiparas como categoria de referéncia, o risco de uma vaca
ser classificada como mastitica também aumentou com o nimero de partos. Vacas na segunda
ordem de parto apresentaram risco superior (OR=2,10), enquanto vacas na terceira OP ou mais

apresentaram este risco mais expressivo de (OR= 4,04) (Tabela 13).
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Tabela 13 - Valores de P e estimativa dos fatores de risco das varidveis com risco significativo

para grupos de satde do ubere susceptivel e mastitica conforme Bobbo et al., (2020)

Variavel FR_Suscept FR_Mast Categoria FR_Suscept FR_Mast
p-valor p-valor OR (IC 95%) OR (IC 95%)
<100°
DEL! 0,0061 <0,0001 100 a 200 0,44 (0,196 a 1,028) 3,70 (1,629 a 8,410)
200 a 300 0,37 (0,161 a 0,888) 2,76 (1,185 a 6,451)
>300 0,14 (0,048 2 0,428) 9,40 (3,822 a 23,157)
Op? 0,0271 0,0002 13
2 0,34 (0,148 20,783) 2,10 (1,037 2 4,279)
>3 0,44 (0,213 20,940) 4,04 (2,092 a 7,824)
Estacio 0,0377 0,2185 Inverno®
Primavera 0,62 (0,334 a1,178) -
Verao 0,42 (0,221 2 0,996) -
N 284 284

'DEL: dias em lactagdo; 20OP: ordem de parto; *Categoria de referéncia; FR_Suscept: Fator de risco para GSU
susceptivel; FR_Mast: Fator de risco para GSU mastitica; OR: Odds Ratio, 1C: Intervalo de confianga; N:
numero de observagdes
Fonte: elaborada pelos autores (2025).

5.4 Fatores de risco para grupos de satide do ubere suspeita e mastitica, conforme modelo de

Schwarz, et al., (2020b)

Foram investigados os fatores de risco associados a classificacdo das vacas nos grupos
de saude do ubere suspeita (FR_Susp) e mastitica (FR_Mast), conforme os critérios propostos
por Schwarz et al., (2020b).

No grupo classificado como suspeitas (FR_Susp), tanto DEL, quanto a OP foram
identificados como fatores de risco estatisticamente significativos, enquanto que a variavel
Estacdo ndo apresentou significancia estatistica (Tabela 14). Ao considerar vacas com até¢ 100
DEL como categoria de referéncia, observou-se que o risco de ser classificada como suspeita
diminuiu com o aumento do DEL. Vacas entre 100 a 200 DEL apresentaram menor risco
(OR=0,55) de serem classificadas como suspeitas, o qual foi ainda mais reduzido para vacas
entre 200 e 300 DEL (OR =0,44) e para aquelas com mais de 300 DEL (OR = 0,23). Em relagdo
a ordem de parto, vacas em segunda lactagdo apresentaram risco menor (OR= 0,23) de serem
classificadas como suspeitas, enquanto que vacas com trés ou mais lactagdes o risco reduziu
em (OR=0,37) em relagdo as primiparas (Tabela 14).

No modelo FR_Mast as variaveis DEL e OP apresentaram associagdo ao risco para as
vacas serem classificadas como mastiticas (Tabela 14). Considerando como referéncia as vacas
com <100 DEL, observou-se um aumento no risco de classificagdo como mastitica com o

avango da lactacdo. Vacas entre 100 e 200 DEL apresentaram risco maior (OR=4,57) de serem
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classificadas como mastiticas, enquanto para vacas entre 200 ¢ 300 DEL, com risco aumentou
(OR=3,93). O aumento do risco foi ainda mais acentuado para vacas com mais de 300 DEL
(OR=10,73) comparado ao grupo de referéncia. Quanto a OP, vacas na segunda lactacao
apresentaram risco (OR=2,55) superior as primiparas, enquanto aquelas com 3 lactagdes ou

mais o risco foi superior (OR=4,47) que aquelas na primeira OP (Tabela 14).

Tabela 14 - Valores de P e estimativa dos fatores de risco para grupos de satide do ubere

suspeita e mastitica, conforme modelo de Schwarz, et al., (2020b)

Variavel FR_Suscept FR_Mast Categoria FR_Suscept FR_Mast
p-valor p-valor OR (IC 95%) OR (IC 95%)
<100°
DEL! 0,0240 <0,0001 100 a 200 0,55 (0,251 a1,317) 4,57 (2,005 a 10,422)
200 a 300 0,44 (0,195 a 0,998) 3,93 (1,695 a 9,138)
>300 0,23 (0,090 a 0,595) 10,73 (4,328 a 26,62)
OP? 0,0006 <0,0001 13
2 0,23 (0,107 a2 0,503) 2,24 (1,123 a 4,494)
>3 0,37 (0,191 a 0,726) 4,47 (2,326 a 8,597)
Estagdo 0,1132 0,2877 - - -
N 284 284

'DEL: dias em lactagdo em classes. 20P: ordem de parto; *Categoria de referéncia; OR: Odds Ratio. IC: intervalo
de confianca. FR_Susp: Fatores de risco para grupo de saude do ubere suspeita. FR_Mast: Fatores de risco para
grupo de saude do ubere mastitica.

Fonte: elaborada pelos autores (2025).

5.5 Fatores de Risco para a vaca ser classificada como positiva ao CMT

Para a avaliagdo dos fatores de risco associados a positividade ao teste de CMT, foram
utilizadas 267 observacdes. Consideraram-se positivas as vacas que apresentaram, em pelo
menos um quarto mamario, uma cruz ou mais no teste, conforme os critérios descritos por
Constable et al., (2017). Foram avaliados modelos com (CMT_UT) e sem (CMT_Geral) as
varidveis bindrias hiperqueratose, profundidade e sujidade de Uibere, visto que estas informagdes
foram coletadas somente em alguns meses, resultando em menor nimero de observagdes. Para
o conjunto completo também foram realizadas analises incluindo a varidvel continua escore de
células somaticas, analisadas por citometria de fluxo (ECS_Citom) ou por bioimpedancia
(ECS_EBE), visando avaliar a aderéncia destas estimativas de CCS aos resultados do CMT.

Pelos valores de P para as varidveis associadas ao risco de um animal ser classificado
como positivo no CMT para os diferentes modelos de regressao logistica analisados, observa-
se que na analise com todos os dados, sem as varidveis relacionadas aos tetos e ubere

(CMT _Geral), além de DEL, a ordem de parto também afetou o risco de CMT positivo (Tabela
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15). Vacas entre 200 a 300 DEL apresentaram risco maior de positividade (OR=3,54), em
comparagdo do grupo de referéncia (<100 DEL), enquanto vacas acima de 300 DEL
apresentaram risco ainda mais elevado (OR=7,66) em comparacao ao grupo de referéncia
(Tabela 15). Vacas em segunda lactagdo e aquelas com mais de trés partos apresentaram riscos
mais elevados de (OR=2,55 e OR=2,49), respectivamente, comparadas as primiparas (Tabela
15).

No modelo que incluiu as variaveis relacionadas ao teto e ubere, apenas DEL e
profundidade do tbere apresentaram associacao significativa com CMT positivo (p < 0,05).
Uberes profundos (abaixo do jarrete) aumentaram o risco de uma vaca ser positiva para CMT

(OR=4,63) em relacao aquelas com piso do ubere acima do jarrete (Tabela 15).

Tabela 15 - Valores de p das variaveis categéricas dos modelos para determinagdo dos fatores

de risco associados ao resultado positivo no California Mastits Test (CMT)

Variaveis CMT UT  CMT Geral CMT_ECS_Citom CMT _ECS_EBE

DEL! 0,0428 <0,0001 0,1311 <0,0001

OP? 0,6907 0,0215 0,3189 0,0273
HQ? 0,9349 - - ]
PU* 0,0038 - - -
su* 0,7175 - - -

Estagdo 0,5451 0,6106 0,7636 0,6340
ECS_Citom - - <0,0001 -

ECS_EBE - - - 0,5925

N 141 267 267 267

'DEL: dias em lactagdo; ?0OP: ordem de parto; *HQ: hiperqueratose; “PU: profundidade de ubere; 3SU: sujidade
de tibere; *Categoria de referéncia; CMT _UT: Fatores de risco para CMT positivo com avaliagdes de teto e
ubere; CMT_Geral: Fatores de risco para CMT positivo sem avaliagdes de teto e ibere; CMT _ECS_Citom:
Fatores de risco para CMT positivo, sem avaliagdo de teto e ibere, incluindo ECS por citometria de fluxo.

CMT _ECS _EBE: Fatores de risco para CMT positivo, sem avaliagdo de teto e ubere, incluindo ECS
espectroscopia de bioimpedancia elétrica
Fonte: elaborada pelos autores (2025).

No modelo que incorporou a classificagdo da ECS obtida por citometria de fluxo como
variavel continua, apenas a variavel ECS apresentou risco significativo de aumento de CMT
positivas (Tabela 16), sendo que o risco de CMT aumentou em 2,397 vezes para cada aumento
de uma unidade na ECS. Esta relacdo intensa entre as varidveis CMT e ECS estimada por
citometria de fluxo, eliminando o efeito das demais variaveis causais, demonstra a intima
relagdo entre estas duas variaveis. Entretanto, quando a ECS foi estimada por EBE, a mesma

nao influenciou o risco de CMT (Tabela 16), sendo que os efeitos das demais varidveis sobre o
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risco de CMT se manteve praticamente inalterado em relacdo ao modelo que ndo incluia a ECS

(Tabela 16).

Tabela 16 - Estimativa dos fatores de risco para as variaveis com risco significativo para CMT

positivo de acordo com os modelos de regressao logistica aplicados

CMT UT
Variavel Categoria OR IC 95%
DEL! <100*
100 a 200 0,97 0,335 a 2,885
200 a 300 1,56 0,504 a 4,845
>300 4,63 1,325 a 16,226
PU? Alto*
Baixo 4,63 1,654 a 12,986
CMT GERAL
Variavel Categoria OR 1IC 95%
DEL! <1004
100 a 200 1,57 0,751 a 3,298
200 a 300 3,54 1,592 a 7,876
>300 7,66 3,188 a 18,442
Oop? 1#
2 2,55 1,194 a 5,448
>3 2,49 1,243 a 4,996
CMT ECS Citometria
Variavel Categoria OR IC 95%
ECS_Citom 2,397 1,889 a 3,041
CMT ECS EBE
Variavel Categoria OR IC 95%
DEL! <1004
100 a 200 1,560 0,743 23,272
200 a 300 3,535 1,588 a 7,866
>300 7,667 3,189 a 18,429
op? 14
2 2,519 1,177 a 5,391
>3 2,417 1,195 a 4,889

'DEL.: dias em lactagio; >PU: profundidade de tbere; 3OP: ordem de parto; “Categoria de referéncia; OR: Odds
Ratio. IC: intervalo de confianga CMT_UT: Fatores de risco para CMT positivo com avaliagdes de teto e tibere;
CMT _Geral: Fatores de risco para CMT positivo sem avaliagdes de teto e ibere; CMT_ECS _Citometria: Fatores

de risco para CMT positivo, sem avaliacao de teto e ubere, incluindo ECS por citometria de fluxo.
CMT_ECS_EBE: Fatores de risco para CMT positivo, sem avaliacdo de teto e ubere, incluindo ECS por
espectroscopia de bioimpedancia elétrica
Fonte: elaborada pelos autores (2025).

6 DISCUSSAO

Programas de monitoramento da saude da glandula mamaria com base na CCS sdo
amplamente utilizados, sendo o ponto de corte de 200.000 células/mL comumente adotado para
indicar infec¢do intramamaria. A DMSC, obtida por meio de coletas mensais de CCS, permite
acompanhar a evolu¢do da infec¢do no rebanho, identificando novas infecgdes, infecgdes

cronicas e curadas Schukken; Kremer (1996). No entanto, essa abordagem ndo fornece
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informacdes sobre a composi¢ao celular do leite. Nesse contexto, novas estratégias, baseadas
na CCSD ampliaram o potencial de deteccdo da mastite subclinica. Assim, este estudo teve
como objetivo avaliar diferentes abordagens para a detec¢ao da mastite subclinica em condigdes
de campo, com foco na relagdo entre a DMSC e os GSU.

Ao relacionar as categorias da DMSC com os GSU, conforme os modelos descritos por
Bobbo et al., (2020) (Tabela 4) e Schwarz et al., (2020b) (Tabela 5), verificou-se concordancia
fraca e moderada, respectivamente. Essa variagdo reflete das abordagens distintas entre as
metodologias de DMSC e GSU para o diagndstico da mastite. A dindmica baseia-se na evolugao
temporal da CCS, permitindo classificar as vacas como sadias, curadas, com novas infecgoes
ou infec¢des cronicas, a partir de dois meses consecutivos de monitoramento. Por outro lado,
os modelos de GSU realizam uma andlise pontual, considerando a CCS do momento da coleta
e sua CCSD para classificar as vacas em sadias, susceptiveis ou suspeitas, mastiticas ou
cronicas. Embora ambos os modelos de GSU utilizem o mesmo ponto de corte para a CCS
(200.000 células/mL), a principal diferenca entre eles situa-se nos critérios adotados para a
CCSD. Enquanto o modelo de Bobbo ef al., (2020) utiliza limiares ajustados de CCSD
conforme o estdgio da lactacdo, sendo 66,3% para vacas com até 100 DEL, 69,2% entre 101 e
200 DEL e 69,3% para mais de 200 DEL, os quais foram descritos por Zecconi et al., (2019) o
modelo de Schwarz et al. (2020b) adota um ponto de corte fixo de 65%, independentemente do
DEL.

A proporcao de vacas classificadas como sadias pela DMSC, mas identificadas como
suscetiveis (GSU_BOBBO) (Tabela 4) ou suspeitas (GSU_SCHWARZ) (Tabela 5), evidencia
que o comportamento das cé€lulas difere. A CCS inferior a 200.000 células/mL e CCSD abaixo
dos pontos de corte estabelecidos por cada modelo indicam predominio de macréfagos, o que
caracteriza uma glandula mamaria saudavel. Por outro lado, a elevacdo da CCSD indica
aumento na propor¢ao de neutréfilos PMN e linfécitos, refletindo uma resposta inflamatéria
inicial (Damm et al., 2017). Essa condicao observada em parte das vacas identificadas como
sadias ou curadas pela DMSC pode indicar, no caso das sadias, o inicio de uma resposta
inflamatoria ainda ndo refletida na CCS total. Ou pode sugerir diferentes padrdes de
recuperacdo imunoldgica ap6s um quadro inflamatorio, no caso de vacas consideradas curadas
pela DMSC, mas que ainda exibem um perfil de células de defesa compativeis com um quadro
inflamatério em andamento, mesmo que a CCS ja tenha diminuido para valores abaixo de
200.000 células/mL.

Apos a invasdo tecidual por patdgenos, a resposta imune inata é rapidamente ativada,

promovendo a migragao de neutréfilos para a glandula mamaria e elevando sua concentragao
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no leite (Paape et al., 2002). Esse processo inicia-se entre duas e quatro horas apos a infeccao,
com pico por volta de dez horas, sendo acompanhado pela liberagdo de citocinas inflamatorias
(Alhussien; Dang, 2018). Varia¢cdes amplas na proporcao de neutrofilos (de 4% a 74,4%) foram
observadas por Schwarz et al., (2011) mesmo em quartos mamarios com CCS < 100.000
células/mL, com os maiores valores registrados em quartos com CCS entre 9.000 e 46.000
células/mL. Mesmo na auséncia de confirmagdo bacteriologica, ¢ possivel que os neutréfilos
consigam eliminar os patdégenos antes de ocorrer um aumento expressivo da CCS, ou ainda que
haja liberagdo intermitente de microrganismos, o que dificulta sua detec¢do na cultura
microbioldgica (Pilla ef al., 2012; Schwarz et al., 2011). Esse padrao foi também relatado por
Schwarz et al., (2020a) que identificaram infec¢des intramamarias causadas por patdgenos
principais sem aumento na CCS, mas com elevagao significativa na CCSD. Segundo os autores,
a avaliagdo conjunta da CCS com a CCSD aumenta a sensibilidade diagnostica para esses
patdgenos de 78% para 92%.

A identificag¢do de vacas suscetiveis ou suspeitas pelos modelos GSU pode representar
um aprimoramento diagnostico em relagdo a classificagdo de vacas sadias ou curadas obtida
pela DMSC. Em ambos os casos, alteragcdes na composicao celular do leite indicam a presenca
de um processo infeccioso incipiente. Esse resultado ¢ particularmente relevante, uma vez que
vacas classificadas como suspeitas apresentaram 2,77 vezes mais chances de exceder 200.000
células/mL na analise subsequente de CCS (Schwarz et al., 2021), refor¢ando o valor preditivo
dessa categoria para o diagnostico precoce da mastite subclinica. Além disso, o comportamento
da CCS e CCSD observado nos GSU pode variar em fun¢do do rebanho e em funcao do grupo
de patogenos presentes na infec¢do. Kirkeby et al., (2021) avaliaram a dindmica desses
parametros em dois rebanhos durante e apos a infec¢ao por diferentes grupos de patogenos. No
rebanho 1, a CCS manteve-se acima do ponto de corte de 200.000 células/mL por uma média
de 91 dias para patdgenos principais, 63 dias para secundarios e 47,5 dias para outros patdgenos.
No rebanho 2, esses valores foram de 95, 63 e 63 dias, respectivamente. Para a CCSD,
considerando um ponto de corte de 62%, os periodos foram de 63, 59 e 32 dias no rebanho 1, e
de 122, 91 e 91 dias no rebanho 2. Esses resultados indicam que, no rebanho 1, a CCS
permaneceu elevada por mais tempo que a CCSD, enquanto no rebanho 2 ocorreu o oposto,
independentemente do grupo de patogenos. Tal comportamento € relevante, uma vez que nossos
dados indicam que vacas classificadas como curadas pela DMSC e simultaneamente como
susceptiveis (GSU _BOBBO, Tabela 4), ou suspeitas (GSU SCHWARZ, Tabela 5),

apresentaram um comportamento celular diferente (refletido pelas médias de CCS, CCSD e
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CCPL mais elevadas) em comparagdo com vacas sadias pela DMSC e também classificadas
como suscetiveis pelo GSU.

A classificacdo predominante no GSU mastitica, tanto no modelo GSU BOBBO
(Tabela 4) quanto no GSU SCHWARZ (Tabela 5), entre as vacas identificadas como novas
infeccdes ou infecgdes cronicas pela DMSC, também pode refletir, as diferengas metodologicas
entre os modelos avaliados. Enquanto a DMSC se baseia em critérios temporais, considerando
a evolucao da CCS ao longo de dois meses consecutivos, os modelos de GSU utilizam uma
analise pontual, centrada na composicao celular do leite no momento da coleta.

Do ponto de vista da composi¢ao celular, a presenca de CCS superior a 200.000
células/mL associada a CCSD acima dos pontos de corte estabelecidos por cada modelo indica
uma resposta inflamatdria aguda na glandula mamaria, com predominio de neutréfilos PMN,
células que podem representar até 92% da CCS total durante o estadgio agudo da infec¢do (Kerli
e Harp, 2001; Oviedo-Boyso et al., 2007; Paape et al., 2002). Essa condi¢do ¢ corroborada
pelos valores elevados da média de CCPL observados nos grupos classificados como mastiticas,
frequentemente acima dos limiares propostos por Zecconi et al., (2023) como um marcador
diagnostico de infecgdes intramamarias causadas por patdgenos principais, considerando os
diferentes estagios da lactacdo. Os pontos de corte sugeridos para a CCPL sao: 163.000
células/mL para vacas entre 5 e 16 dias em lactacao (DEL), 53.000 células/mL entre 17 e 43
DEL, e 84.000 células/mL entre 44 ¢ 300 DEL. Assim, os modelos de GSU classificam como
mastiticas vacas que, mesmo sendo consideradas cronicas pela DMSC, ainda apresentam uma
resposta inflamatoria ativa no momento da amostragem. A deteccdo destes animais pode ser
utilizada como indicador para direcionar para diagndstico microbiologico ou decisdes
terapéuticas precocemente.

Quando a eliminagdo bacteriana nao ¢ completa, um estagio agudo pode ser seguido por
um estagio cronico, representado pelo aumento na propor¢ao de macréfagos (Mondini et al.,
2025). Assim, o menor percentual de vacas cronicas nos modelos GSU BOBBO (Tabela 4) e
GSU_SCHWARZ (Tabela 5) apesar da CCS elevada, a CCSD abaixo do ponto de corte indica
cronicidade na resposta inflamatoria, caracterizada pela reducao de neutr6filos PMN e aumento
relativo nos macrofagos (Damm et al. 2017). A identificagdo desses animais representa um
aperfeicoamento diagnodstico relevante em relagdo a classificacdo baseada na DMSC, pois
permite a deteccdo de casos cronicos com base em uma Unica analise, sem a necessidade de
monitoramento em dois meses consecutivos. Esta informagdo pode constituir uma ferramenta
de manejo, util tanto para direcionar o diagnostico microbioldgico, quanto para subsidiar a

selecdo de vacas para o descarte. De acordo com Martins et al., (2020), vacas com mastite
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subclinica cronica com diagnodstico positivo na cultura microbioldgica apresentam reducao de
até 24,5% na producdo de leite e 22,4% na producdo total de sélidos, quando comparadas a
vacas saudaveis (CCS < 200.000 cél./mL em trés analises consecutivas com cultura negativa).

Conforme Schwarz et al., (2021) tanto vacas mastiticas quanto aquelas com infecgoes
cronicas/persistentes apresentaram maior probabilidade de descarte em comparacdo com vacas
sadias ou susceptiveis. No entanto, o risco foi significativamente mais elevado em vacas
cronicas, sendo 3,91 vezes maior, enquanto nas vacas mastiticas o risco foi de 2,13. Os autores
sugerem que a identificagdo de vacas cronicas, com base em um Unico teste que inclua a
avaliagdo da CCSD, pode ser mais eficaz para subsidiar decisdes de descarte do que abordagens
baseadas exclusivamente na CCS, bem como para a adogdo imediata de medidas como
diagndstico microbioldgico, segregacdao, monitoramento direcionado e intervengdo terapéutica.
De acordo com Cardozo et al., (2015) as estratégias de controle da mastite subclinica devem
priorizar a prevencdo de novas infecgdes, a eliminacdo de casos existentes e a reducdo da
duracdo das infec¢des por meio de manejo e terapias adequadas.

Os dois modelos de avaliagdo dos grupos de saude do ubere (GSU BOBBO e
GSU_Schwaz), indicaram elevada similaridade nas interpreta¢des, evidenciada pelo coeficiente
Kappa (k=0,94) (Tabela 6). As divergéncias observadas nos grupos de sadias e crdonicas se
devem aos pontos de corte estabelecidos por cada modelo. Especificamente, o modelo
GSU_BOBBO incorpora limiares de CCSD que variam conforme o DEL, sendo esses pontos
de corte mais baixos para vacas com até 100 DEL e mais elevados para aquelas que ultrapassam
esse periodo. Em contrapartida, o modelo de GSU_SCHWARZ adota pontos de corte fixos,
independentes do estagio da lactagdo.

No modelo descrito por Bobbo et al. (2020), os pontos de corte ajustados por DEL foram
considerados por apresentarem sensibilidade de 80,1% e especificidade de 83,5%, com acuracia
de 82,3%, conforme Zecconi et al., (2019). Essa abordagem buscou minimizar a interferéncia
de variagdes fisiologicas relacionadas ao estagio da lactagdo. Os primeiros 100 DEL sado
marcados por alteragdes fisiologicas e hormonais, envolvendo o periodo de transicdo, em que
ocorre uma alteracdo na funcdo imune (Nigussie, 2018). Nas primeiras semanas pds-parto
observa-se reducdo da atividade funcional dos neutr6filos PMN, com aumento na propor¢ao de
células apoptoticas no sangue e de células necroticas no leite (Oostveldt et al., 2001). Além
disso, até aproximadamente 70 dias apds o parto, as vacas permanecem em balango energético
negativo (BEN), consequéncia da elevada demanda metabdlica para a producdo de leite
combinada com a ingestdo insuficiente de matéria seca Nigussie, (2018), o que também pode

comprometer a eficiéncia da resposta imune. Assim, essas alteragdes fisioldgicas podem
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justificar a relevancia do uso de categorias especificas por DEL na interpretagdo dos parametros
imunoldgicos do leite.

Por outro lado, Schwarz ef al., (2020a) relataram que a combinacdo de CCSD > 65%
com CCS > 200.000 células/mL, utilizada para a identificagdo de infecgdes causadas por
patdgenos principais, resultou em sensibilidade de 92% e especificidade de 66%. Segundo os
autores, a prioriza¢do da sensibilidade ¢ estratégica para maximizar a deteccdo de casos de
mastite subclinica causados por patogenos relevantes, contribuindo para a prevencao da
disseminag¢ao no rebanho.

Desta forma, sugere-se que o modelo descrito por Bobbo et al., (2020), ao incorporar o
DEL como critério, visa aumentar a especificidade e a acuracia diagnostica, minimizando a
ocorréncia de falsos positivos, ao considerar as variagdes fisiologicas esperadas ao longo da
lactacdo. Em contrapartida, o modelo proposto por Schwarz et al, (2020b) prioriza a
sensibilidade diagndstica, aumentando a chance de identificar vacas infectadas precocemente,
mesmo que com maior risco de diagndstico falso positivo. Essa abordagem pode ser
especialmente vantajosa em contextos nos quais a detec¢do precoce ¢ fundamental para a
implementagado agil de medidas de controle e prevencdo da mastite subclinica. As afirmagdes
destes autores corroboram com os resultados do presente estudo, no qual, das vacas
consideradas como sadias pelo modelo proposto por Bobbo et al., (2020), 20,73% foram
consideradas como suspeitas pelo modelo proposto por Schwarz et al., (2020b) sendo que este
grupo apresenta valores médios de CCS, CCSD e CCPL levemente superiores em relacao as
79,27% de vacas consideradas como sadias em ambas as metodologias (Tabela 6).

As divergéncias observadas entre as classificagdes da DMSC obtidas pela CF e pela
EBE indicam que essas metodologias avaliam de formas distintas a resposta inflamatoria da
glandula mamaria (Tabela 7). Quando incluimos na anélise de fatores de risco associados a
positividade ao teste CMT o escore de células somaticas (ECS) como variavel continua (Tabela
15), observamos que a ECS avaliada por CF (ECS_Citom), apresentou um risco significativo
para CMT positivo sendo 2,39 de vezes maior para cada aumento na unidade de ECS_Citom.
Por outro lado, quando o ECS foi estimado por bioimpedancia (ECS_EBE), esta varidvel nao
demonstrou influéncia significativa sobre o risco de CMT positivo. Além disso, no modelo
ECS_EBE, DEL e OP aumentaram o risco para CMT positivo nas mesmas propor¢des que o
modelo CMT _Geral. Essa persisténcia dos efeitos de DEL e OP, em contraste com a ndo
significancia do ECS_EBE, indica que a contribuicao preditiva da bioimpedancia para o risco
de CMT positivo foi limitada, e que ela ndo reflete a mesma informagao bioldgica ou poder

diagnostico que o CMT ou a citometria de fluxo em relagdao aos demais fatores (Tabela 16).
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Na andlise da CCS por CF, as amostras sdo processadas conforme protocolos que
incluem a adi¢do de corantes fluorescentes, como brometo de etidio, iodeto de propidio ou
laranja de acridina que promovem marcacao do DNA celular. A quantificagdo das células ¢ feita
com base na deteccdo do DNA por meio do citdmetro de fluxo (Pelvan; Unluturk, 2015). Essa
técnica ¢ reconhecida pelo Ministério da Agricultura e Pecudria e adotada pela RBQL para a
contagem de células soméaticas (BRASIL, 2018), conforme estabelecido pela norma ISO 13366-
2 (2008), sendo calibrada com base no método-padrao descrito na ISO 13366-1 (2006).

Por outro lado, a andlise pela EBE ¢ baseada no principio aplicar uma corrente elétrica
de diferentes frequéncias a um material bioldgico e mensurar a impedancia resultante
(Bertemes-Filho, 2018). Um organismo vivo ¢ composto por fluidos intra e extracelulares que
atuam como condutores elétricos, e por membranas celulares que atuam como elementos
capacitivos, limitando a passagem da corrente. Em frequéncias mais baixas, usualmente
inferiores a 100 kHz, a corrente elétrica flui predominantemente através dos fluidos
extracelulares, enquanto em frequéncias mais elevadas, entre 500 e 800 kHz, a corrente circula
tanto nos fluidos extracelulares quanto nos intracelulares (Lukaski et al., 1985). Em nosso
estudo, as frequéncias variaram de 0,1 a 1000 kHz. Segundo Bertemes Filho, (2018) o fluxo de
corrente elétrica no interior da célula estd provavelmente relacionado aos constituintes da
membrana celular, formada predominantemente por proteinas e lipideos hidrofobicos
insoluveis em agua. Assim, conforme relatado por Zuffo (2021), esses constituintes de
membrana, componentes do leite, bem como as proprias células que compdem as células
somaticas podem interferir na metodologia baseada em EBE.

Zuffo (2021) avaliou a correlagdo entre a CCS analisada por EBE e por microscopia
optica, considerada método de referéncia. Amostras de leite de tanque de expansao e de animais
individuais foram analisadas em triplicata e comparadas com os resultados de cinco versdes de
calibracdo de um equipamento comercial (EBEO, EBE1, EBE2, EBE3 e EBE4) para amostras
individuais, e trés versoes (EBEO, EBE1 e EBE2) para amostras de tanque. Além disso, também
foram avaliadas as correlagdes entre a metodologia de referéncia e os resultados obtidos por
citometria de fluxo em dois laboratérios distintos (LAB 1 e LAB 2), ambos vinculados a RBQL.
As amostras individuais apresentaram correlagdes positivas com todas as versdes de calibragdo
avaliadas, com coeficientes de 0,48 (EBEO), 0,46 (EBEI), 0,45 (EBE2), 0,40 (EBE3) e 0,46
(EBE4), sendo a calibragdo EBEO a que apresentou melhor desempenho. Para as amostras de
tanque, os coeficientes de correlacdo foram menores, com valores de 0,31 (EBEO) e 0,27
(EBE1), enquanto a versdao (EBE2) ndo apresentou correlagdo significativa. Ja os resultados

obtidos por citometria de fluxo para amostras individuais apresentaram correlagdes superiores
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com a metodologia de referéncia, de 0,92 para o LAB 1 ¢ 0,94 para o LAB 2, enquanto que
amostras de tanque apresentaram correlagoes de 0,84 (LAB 1) e 0,82 (LAB 2). Os autores
concluiram que a técnica apresenta potencial de uso para analise em leite, considerando as
correlagdes encontradas com o método de referéncia.

Embora em nosso estudo os resultados nao tenham sido comparados diretamente a
metodologia de referéncia baseada em microscopia Optica, a elevada correlagdo entre a
citometria de fluxo e o método de referéncia identificado em estudos anteriores (Zuffo 2021),
respalda a confiabilidade da CF. Nesse contexto, as discordancias observadas em nosso estudo
(Tabela 7) entre as categorias da DMSC obtidas por meio da EBE e pela CF, bem como a
auséncia de um comportamento consistente superior em qualquer categoria da DMSC obtidas
por meio da EBE indicam que o método em seu estagio atual de desenvolvimento ainda ndo se
mostrou uma tecnologia viavel para o diagnostico de mastite subclinica em condi¢des de
campo.

Quando relacionados aos resultados negativos do CMT (Tabela 8), observou-se que as
vacas classificadas como novas infec¢des e infec¢des cronicas, segundo a DMSC apresentavam
média da CCS acima do limiar de 200.000 células/mL, reconhecido para diferenciar glandula
mamaria infectada de nao infectada (IDF, 2013). Além disso, essas vacas também apresentaram
elevados percentuais de CCSD, mesmo quando negativas para CMT, indicando uma resposta
inflamatoéria ativa. Esses achados sugerem que o CMT nao foi eficaz para detectar 18,48% de
casos potencialmente positivos.

Por outro lado, vacas com resultado positivo ao CMT, mas classificadas como sadias ou
curadas pela DMSC, apresentaram CCS abaixo de 200.000 células/mL (Tabela 8), porém com
média de CCSD mais elevada para curadas (73,56%) em relagdo as sadias (66,19%), indicando
aumento de neutrofilos e linfocitos, compativel com estagio inicial de inflamagao (Schwarz et
al.,2020). Assim, os resultados positivos ao CMT nesses grupos mostram maior concordancia
com o perfil celular inflamatério do que com a classificagdo baseada apenas na CCS temporal,
sugerindo que o teste pode refletir alteracdes imunoldgicas mesmo antes da elevagao da CCS
total.

As divergéncias observadas entre os métodos podem ser parcialmente atribuidas as
diferencas metodologicas. A DMSC baseia-se na variagdo da CCS ao longo de dois meses
consecutivos e utiliza amostras compostas da ordenha completa. Quando amostras compostas
de leite sdo usadas, algumas infec¢des subclinicas ndo sdo detectadas porque a CCS da amostra
sera reduzida pela dilui¢do com leite de quartos sauddveis com menor proporc¢ao de células

somaticas (Ruegg; Reinemann, 2002). Em contraste, o CMT avalia apenas o leite cisternal,
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fracdo que representa cerca de 35% da CCS total em quartos mamarios com CCS acima de
100.000 células/mL (Sarikaya; Bruckmaier, 2006). Além disso, neste estudo, considerou-se
positivo qualquer quarto com pelo menos uma cruz no CMT, o que pode superestimar a
deteccao ao nao refletir a condi¢ao da glandula como um todo.

A associagdo significativa entre o CMT e os modelos de GSU BOBBO e
GSU SCHWARZ (Tabelas 9 e Tabela 10) também evidencia a utilidade do CMT como
ferramenta auxiliar no diagnéstico da mastite subclinica. No entanto, diversos animais com
CMT negativo foram classificados como suscetiveis, mastiticos ou cronicos pelos modelos
GSU, cujos critérios incluem a CCSD. Esses modelos, cuja sensibilidade e especificidade foram
de 80,1% e 83,5% (Zecconi et al., 2019; Bobbo et al., 2020) e 92% e 66% (Schwarz et al.
2020b), respectivamente, demonstrando maior assertividade na identificagdo de alteracdes na
composicao celular do leite, mesmo na auséncia de aumento na CCS ou positividade ao CMT.
Além disso, a relagdo entre os valores de CCS e CMT podem nao ser precisos devido ao alto
grau de variabilidade de CCS em cada pontuacdo de CMT (Ruegg; Reinemann, 2002).

Vacas com CMT positivo e classificadas como mastiticas apresentaram os maiores
valores médios de CCS, CCSD e CCPL, demonstrando alta concordancia entre os métodos e
sugerindo que composicao celular presente contribui para a reatividade ao teste. Embora
Huang; Kusaba (2022) tenham relatado que elevadas propor¢des de macrofagos também podem
elevar a pontuagao do CMT, mesmo com CCS reduzida, esse padrao ndo foi predominante em
nossos estudos, o que reforca a hipotese de que a reatividade ao CMT neste estudo esteve mais
associada a presenga de neutrofilos e ao perfil inflamatorio agudo.

Para o estudo dos fatores de risco para as metodologias de identificagao de mastitite
subclinica, foram analisados os efeitos de fatores de risco de mastite ja consagrados na literatura
e anteriormente estudados em um grande conjunto de dados pelo nosso grupo de pesquisa para
o risco de novas infec¢des e infecgdes cronicas na dinamica da DMSC (Cardozo et al., 2015).
O objetivo foi avaliar a aderéncia destes fatores de risco com os diferentes métodos de deteccao
de mastite estudados.

O estagio de lactagdo influenciou significativamente o risco de resultados positivos ao
CMT, a ocorréncia de infec¢des cronicas pela DMSC, bem como a classificagdo das vacas nos
GSU suscetivel e mastitica, conforme os modelos de Bobbo et al., (2020), e suspeito e mastitico,
segundo Schwarz et al. (2020b). Observou-se ainda uma tendéncia do DEL para novas
infec¢des intramamarias pela DMSC.

Os resultados indicam que vacas em estadgios mais avancados da lactagdo apresentam

maior probabilidade de mastite subclinica, evidenciada pelo maior risco de serem positivas ao



70

CMT a partir de 200 DEL (Tabela 16). O risco para novas infec¢des intramamarias apresentou
tendéncia a partir dos 300 DEL (Tabela 11), enquanto o risco de infecgdes cronicas aumentou
progressivamente desde 100 até mais de 300 DEL (Tabela 12).

O estagio de lactagao aumentou substancialmente o risco de vacas serem diagnosticadas
como mastiticas pelos grupos de satde do ubere (GSU BOBBO ¢ GSU SCHWARZ), com
aumento progressivo em todas as classes de DEL avaliadas. Os valores de OR foram superiores
no modelo proposto por Schwarz et al., (2020b) (Tabela 14), quando comparados aos de Bobbo
et al., (2020) (Tabela 13). Por outro lado, o risco de novas infecgdes intramamarias pela DMSC
aumentou somente apés 300 DEL (OR = 2,56) (Tabela 11), quando as médias de CCS e CCSD
foram 723.125 (células/mL) e 74,11%, respectivamente (dados ndo apresentados). Esses
resultados corroboram com estudos anteriores sobre o impacto do DEL no aumento da CCS.
Conforme Schunig et al., (2024), vacas da raca Holadesa e Jersey com mais de 305 DEL
apresentaram risco maior do que aquelas com até 105 DEL (OR = 1,99 e 1,9), respectivamente.
No entanto, ao utilizar GSU para diagnosticar mastite subclinica, detecta-se um risco
aumentado em estdgios mais precoces da lactacao.

Nossos resultados referentes as infec¢des cronicas pela DMSC (Tabela 12), estdo de
acordo com estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, reportados por Cardozo et al., (2015),
no qual foi observado risco aumentado de mastite subclinica cronica com o avanco da lactacao.
Vacas com 101 a 200, 201 a 300 e mais de 300 dias em lactacdo apresentaram razdes de chance
2,6, 5,46 e 4,41 vezes maiores, respectivamente, em comparagdo aquelas com menos de 100
dias em lactagdo. A medida que a lactagdo avanca, ha um incremento progressivo na CCS e na
migracao de neutrofilos para o leite. Essa resposta inflamatoria com o avanco da lactagdao € um
indicativo de exposicdo a patdogenos e infeccdo intramamaria, principalmente por patdgenos
contagiosos a partir de vacas infectadas subclinicamente (Ruegg; Pantoja, 2013).

Schwarz et al., (2020b) relataram elevagdo progressiva na CCS e CCSD ao longo da
lactagdo, com valores mais baixos entre 28—40 DEL e aumentos constantes até o final da
lactagdo. O estudo também mostrou incremento na propor¢ao de vacas classificadas como
mastiticas, de 18% para animais com menos de 100 DEL, para 21,7% em vacas com mais de
400 DEL, evidenciando a influéncia do estdgio da lactagdo sobre o status inflamatério da
glandula mamadria. Mondini et al., (2025) avaliaram fatores de risco para a CCS acima de
100.000 células/mL, definido como ponto de corte. Estagio de lactacdo foi um fator de risco,
sendo que o periodo que determinou o aumento da CCS (acima do limiar estabelecido), foi

entre 121 e 180 DEL. Os autores também detectaram que maiores percentuais de neutréfilos
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(>63%) e linfocitos (>14%), e baixos percentuais de macréfagos aumentaram a possibilidade
de observar aumento de CCS no leite.

No entanto, DEL apresentou influéncia oposta para o risco de vacas serem classificadas
como susceptiveis (GSU BOBBO) e suspeitas (GSU _SCHWARZ), com risco sendo reduzido
a medida que a lactacdo aumentou. Na classe de até 100 DEL, a média da CCS e da CCSD foi
de 251.000 células/mL e 66,23%, respectivamente (dados ndo apresentados), valores inferiores
aos estagios mais adiantados de lactacdo, sendo que uma parcela maior das vacas, apesar de
nao apresentar CCS elevada ultrapassou os pontos de corte para CCSD, sendo classificadas nos
GSU susceptiveis ou suspeitas. O aumento no percentual de neutréfilos PMN e linfécitos,
indica uma resposta inflamatdéria em estagios iniciais (Damm, et al., 2017), que pode ter
ocorrido em resposta a exposi¢do a patégenos, mas sem a deteccdo pela CCS, o que pode levar
a deteccdo nos estagios subsequentes da lactacdo, caso a infeccdo nao tenha sido eliminada.

Complementarmente, Schwarz et al., (2020b) verificaram que a maioria das vacas
classificadas como saudadveis ou suspeitas se concentrava nos estagios iniciais da lactagdo, com
61% e 19,3% dos animais com menos de 100 DEL, respectivamente. A frequéncia nessas
categorias diminuiu de forma continua com o avanco da lactacdo, atingindo 54,3% e 15%
quando o DEL era superior a 400 dias, sugerindo que o estagio da lactacdo influencia
diretamente o perfil celular imune e, consequentemente, a classificacdo nos modelos GSU.

O risco aumentado para vacas serem classificadas como suspeitas nos GSU nas fases
iniciais da lactagdo, pode estar relacionado as alteragdes na fung¢do imune que ocorre durante
esses periodos. Os primeiros 100 dias de lactacdo coincide com algumas alteragdes fisiologicas
especialmente até os primeiros 70 dias pos-parto e caracteriza-se por um desequilibrio entre a
alta demanda energética para sintese de leite e a ingestdo insuficiente de matéria seca,
resultando em BEN (Nigussie, 2018). Nessa fase, os niveis plasmaticos de glicose tendem a
diminuir, o que pode comprometer a funcionalidade das células imunes, uma vez que a glicose
¢ a principal fonte de energia para macrofagos e neutréfilos. Esse déficit energético pode levar
a redugdo da quimiotaxia, da atividade fagocitaria e da capacidade de resposta inflamatéria
(Chase, 2022).

A ordem de parto também afetou o risco de resultados positivos ao CMT (Tabela 15),
para infec¢des cronicas na DMSC (Tabela 12), bem como para os grupos de saude do ubere,
susceptivel e mastitica conforme Bobbo et al, (2020) (Tabela 13) e suspeita e mastitica
(Schwarz et al., 2020b) (Tabela 14).

No presente estudo, a OP ndo apresentou associacdo com o risco de novas infecc¢des

intramamarias segundo a DMSC, possivelmente devido ao nimero reduzido de observagoes,
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visto que esta varidvel ja foi descrita anteriormente em um estudo com grande conjunto de
dados realizado pelo nosso grupo de pesquisa, com risco aumentado a partir da quarta OP (OR=
1,71), em relagdo as primiparas (Cardozo et al., 2015). No entanto, verificou-se que o risco de
classificagdo como mastitica pelos modelos GSU BOBBO e GSU SCHWARZ aumentou
progressivamente com a OP, tanto para vacas em segunda lactacdo quanto para aquelas com
trés lactagdes ou mais.

O efeito da ordem de parto sobre a CCS e CCSD também foi descrita por (Schwarz et
al., 2020b), que verificaram que o GSU mastitica aumentou da proporcao de 12,8% para 31,3%
quando a ordem de parto passou de 1 para > a 4. Isto pode ser explicado pelo fato de que vacas
mais velhas e com maior ordem de parto podem apresentar um declinio na resisténcia
imunoldgica, facilitando a entrada e multiplicacdo de patdgenos no canal da extremidade do
teto (Ruegg; Pantoja, 2013).

No entanto, o efeito da OP nos grupos de satide do ubere susceptivel (GSU_BOBBO)
(Tabela 13) e suspeita (GSU_SCHWARZ) (Tabela 14), apresentou redugao a partir da segunda
lactacdo com relagdo as primiparas. Este efeito foi contrario ao observado nos grupos de satde
do uibere mastitica pelos dois modelos referidos, em que houve um aumento progressivo a partir
da segunda lactagdo. Estes resultados indicam que embora as primiparas possam enfrentar
desafios inerentes ao inicio da lactacdo e as mudancas fisiologicas, possuem capacidade
imunologica diferente das multiparas, ndo aumentando substancialmente a CCS. Segundo
Chase et al., (2022), os neutrofilos do leite de vacas primiparas apresentam maior viabilidade e
producdo de espécies oxidativas reativas do que vacas mais velhas, o que torna estes animais
menos vulneraveis a infecgao.

Segundo Schwarz et al, (2021), vacas suspeitas podem apresentar infec¢ao
intramamaria, mesmo por patdgenos principais, sem aumento na CCS total. Em alguns casos o
sistema imune ¢ capaz de combater a infec¢do, enquanto em outros, esses animais podem
apresentar aumento na CCS na proxima analise de CCS individual, resultando na posterior
classificagdo como mastiticas. Considerando que, segundo os resultados da pesquisa de
Schwarz et al., (2021) vacas classificadas como suspeitas apresentaram 2,77 vezes mais
chances de exceder 200.000 células/mL na analise subsequente de CCS, nossos resultados
reforcam a importancia da identificacdo precoce de vacas suscetiveis ou suspeitas,
especialmente entre primiparas, com o objetivo de direciona-las a confirmagao por diagnostico
microbioldgico e a adogdo de medidas eficazes de prevencao e controle da mastite.

No presente estudo, a ordem de parto também esteve associada ao aumento do risco de

mastite cronica, com OR de 3,27 e 3,67 para vacas na segunda e terceira lactacdo,
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respectivamente, em comparagao as primiparas (Tabela 12). De forma semelhante, Cardozo et
al., (2015) relataram um aumento no risco de infec¢des cronicas a partir da terceira lactagao,
com valores de OR de 2,04 ¢ 1,81 para vacas com terceira ¢ quarta ordem de parto ou mais,
respectivamente, com relacao as primiparas.

Nos modelos que incluiram variaveis relacionadas as caracteristicas do ubere e dos tetos
para avaliar o risco de novas infec¢des intramamadrias (Tabela 11), infec¢des cronicas (Tabela
12) e de positividade ao CMT (Tabela 16), apenas a profundidade do tbere apresentou
associacao significativa com a positividade ao CMT (P = 0,0038), conforme apresentado na
Tabela 16. As demais variaveis analisadas, sendo hiperqueratose e sujidade do ubere nao
apresentaram associac¢ao significativa com as condig¢des de saude do ubere investigadas (P >
0,05).

Observamos que vacas com o piso do ubere (profundidade) abaixo da linha do jarrete,
apresentaram risco 4,63 vezes maior de serem classificadas como positivas ao CMT (Tabela
16). Essa maior suscetibilidade a mastite subclinica pode estar relacionada ao aumento da
exposicao das extremidades dos tetos a microrganismos ambientais, sendo relatado aumento de
1,73 vezes com relagdo a animais com ubere acima do jarrete (Coentrao et al., 2008). Cardozzo
et al., (2015) verificaram que o risco para novas infec¢des intramamarias aumentou 1,66 e 2,42
vezes para vacas com o ubere no jarrete € abaixo da linha do jarrete, respectivamente, em
comparag¢ao com vacas com o ubere acima da linha do jarrete. Além disso, o risco para infec¢des
cronicas aumentou 1,4 vezes mais para vacas com ubere abaixo do jarrete.

Nossos resultados contrastam com estudos anteriores, nos quais a hiperqueratose e a
sujidade do Ubere foram associadas ao aumento do risco de mastite subclinica. Cardozo et al.,
(2015) relataram que vacas com escore médio de hiperqueratose superior a 3 apresentaram risco
1,59 vezes maior para novos casos de mastite subclinica, e que aquelas com uberes classificados
como “muito sujos” apresentaram 1,53 vezes mais chances de desenvolver infec¢do cronica. A
auséncia de associagdo significativa dessas variaveis em nosso estudo pode estar relacionada
ao numero reduzido de observagdes nos modelos aplicados, limitando a detec¢do de associagdes

estatisticamente significativas.

7 CONCLUSAO

A utilizagdo conjunta da CCS e CCSD permite diferenciar o diagnostico da mastite
subclinica, classificando as vacas em grupos de satide do tbere (GSU) em uma unica analise

individual do leite. Enquanto a avaliagao temporal em dois meses consecutivos classifica como
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sadias ou curadas todas as vacas com menos de 200.000 células/mL no més atual, os GSU
conseguem identificar, dentro desses mesmos grupos, animais suscetiveis ou suspeitos. Além
disso, os GSU permitem reconhecer casos de mastite subclinica cronica com base em apenas
uma analise, representando um avango no diagnéstico da doenca. As categorias da DMSC
apresentam concordancia fraca com o GSU Bobbo e moderada com o GSU Schwarz,
evidenciando que cada abordagem avalia a mastite subclinica (MSC) de maneira distinta.

A CCS estimada por EBE, em seu estagio atual de desenvolvimento metodologico,
ainda ndo demonstra ser uma ferramenta viavel para o diagnodstico de mastite subclinica em
condi¢des de campo, ndo havendo concordancia entre os modelos.

O CMT ¢ um método rapido de diagndstico de mastite subclinica, porem quando
utilizado como método Unico de diagnostico apresenta algumas discordancias em relacdo a
DMSC e aos GSU.

Uberes profundos, estagio avangado da lactagdo e maior ordem de parto apresentam
maior risco para resultados positivos no CMT.

Lactagdo avangada e maior ordem de parto aumenta o risco de infec¢des cronicas na
DMSC e de GSU mastitica, enquanto vacas em estadgios mais avangados da lactacdo e maior
ordem de parto apresentam menor risco para o GSU susceptivel / suspeita.

Os GSU definidos por Bobbo et al., (2020) e por Schwarz et al., (2020b), apresentam
elevada concordancia. Porém, o GSU_Bobbo, ao considerar o DEL na defini¢do dos pontos de
corte, adota uma abordagem mais conservadora, ajustada as variagdes fisiologicas da lactagao.
Em contraste, o GSU_Schwarz, com ponto de corte fixo, favorece a deteccdo precoce da
mastite, especialmente ao identificar animais suscetiveis. Essa abordagem pode ser mais eficaz
em rebanhos com alta prevaléncia de patdgenos principais ou no diagnodstico pds-parto, além

de ser de facil aplicagdo em condi¢des de campo por ndo depender do registro do DEL.
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