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RESUMO 

BOTARO, B. G. Detecção e contagem de Staphylococcus aureus causador da mastite 

bovina em amostras de leite pelo método de quantificação da reação em cadeia da 

polimerase em tempo real. [Detection and counting of bovine mastitis causative 

Staphylococcus aureus in milk samples by real-time polymerase chain reaction method]. 

2012. 96 f.  Tese (Doutorado em Ciências) - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2012 

 

 

Os objetivos do presente estudo foram os de verificar a validade do método de reação em 

cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) para detectar e quantificar o Staphylococcus 

aureus em amostras de leite conservadas com bronopol oriundas de quartos mamários 

bovinos subclinicamente infectados, e de avaliar os efeitos da presença e da quantidade de 

células da bactéria sobre a contagem de células somáticas (CCS), a composição do leite 

(lactose, gordura, proteína bruta, proteína verdadeira e caseína), e a produção de leite de 

quartos mamários bovinos subclinicamente infectados pelo patógeno. Para a quantificação do 

S. aureus e das células somáticas bovinas por meio do qPCR, foi utilizado leite cru bovino 

para o preparo dos padrões como meio de diluição da inoculação seriada de células somáticas 

e do S. aureus ATCC 29213, e construídas as equações log10UFC = 37,86 – 23,54 log10CtSAU 

e log10CCS = 49,3 - 34,0 log10CtBMCB, com base nos resultados obtidos pelas metodologias de 

referência para cada procedimento. Para testar a equivalência dessas equações aos respectivos 

métodos de referência, determinar a sensibilidade e especificidade analíticas e a repetibilidade 

do método proposto, foram coletadas amostras de leite dos quartos mamários de 60 animais 

de 2 rebanhos leiteiros da região de Pirassununga dos quais se determinou previamente a 

ocorrência de casos subclínicos de mastite por S. aureus. Dos quartos mamários também 

foram mensuradas as produções e coletadas amostras de leite para análise de composição, 

diagnóstico da mastite, e determinação da sensibilidade e especificidade diagnósticas do 

procedimento de qPCR estabelecido no estudo. Cada amostra foi submetida à análise de 

composição, CCS, cultura microbiológica, contagem  em placas do S. aureus, processadas 

para a extração do DNA genômico bovino e do S. aureus, e submetida à reação de qPCR. 

Para análise da concordância entre os resultados obtidos pelos métodos de referência para o 

diagnóstico da mastite por S. aureus e o de qPCR foi utilizado o teste Kappa. Para avaliação 

da equivalência das contagens obtidas pelos métodos de referência do S. aureus e de células 

somáticas bovinas, foi utilizado o teste das diferenças de Bland-Altman. Para a identificação 

do efeito da infecção subclínica pelo S. aureus sobre a composição e produção de leite do 

quarto mamário afetado foi utilizada a análise da variância num delineamento em parcelas 



 

subdivididas em faixas. Para estimar o grau de relação entre as contagens de S. aureus, a 

CCS, produção e composição do leite produzido pelo quarto mamário afetado foi utilizado o 

coeficiente de correlação de Pearson. A correlação entre os resultados de contagem de células 

somáticas bovinas determinados pelos métodos de rotina e de qPCR para a quantificação de 

células somáticas apresentou coeficiente r = - 0,978 (P < 0,001). A correlação entre os 

resultados da contagem do S. aureus ATCC 29213 determinados pelos métodos de rotina e de 

qPCR para a quantificação do patógeno apresentou coeficiente r = - 0,989 (P < 0,001). A 

especificidade analítica do qPCR para a detecção do S. aureus em amostras de leite frente a 

Escherichia coli, Enterococcus sp., Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus agalactiae, 

Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, os estafilococos coagulase-negativa, e as 

espécies coagulase-positiva  Staphylococcus hyicus e Staphylococcus intermedius foi de 

100%. O método de qPCR aplicado à detecção de Staphylococcus aureus ATCC 29213 em 

amostras de leite é replicável e apresentou sensibilidade analítica com limite de detecção para 

a faixa de 10 UFC/mL à 4,2 x 10
6
 UFC/mL. Em amostras de leite conservadas com bronopol 

provenientes de quartos mamários subclinicamente infectados, o S. aureus pôde ser detectado, 

mas não pôde ser quantificado pelo método de qPCR. Nessas amostras, a CCS pôde ser 

determinada de forma equivalente ao método de rotina.  A CCS independe da contagem de S. 

aureus viáveis, mas foi observada correlação linear e negativa entre o número total de células 

do patógeno e a CCS. A mastite subclínica pelo S. aureus aumentou a CCS nos quartos 

mamários, mas não alterou a composição do leite.  A doença diminuiu a produção de leite e 

de gordura dos quartos mamários anteriores acometidos pela infeção,  mas não se observou 

efeito da interação entre o posicionamento da glândula e a infecção sobre a produção de leite. 

Houve correlação entre as concentrações de lactose (r = 0,42; P = 0,0051), de gordura (r = 

0,46; P = 0,0016), de produção de gordura (r = 0,49; P = 0,001), e de leite com produção 

ajustada para o teor de 3,5% de gordura (r = 0,41; P = 0,006),  e o número de S. aureus 

presentes na amostra de leite. 

 

Palavras-chave: Mastite subclínica contagiosa. PCR quantitativo. Composição do leite. 

Produção de leite. Amostra do quarto mamário. 



 

ABSTRACT 

BOTARO, B. G. Detection and counting of bovine mastitis causative Staphylococcus 

aureus in milk samples by real-time polymerase chain reaction method. [Detecção e 

contagem de Staphylococcus aureus causador da mastite bovina em amostras de leite pelo 

método de quantificação da reação em cadeia da polimerase em tempo real]. 2012. 96 f.  Tese 

(Doutorado em Ciências) - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de 

São Paulo, São Paulo, 2012 

 

The objectives of this study were to verify the validity of the real-time polymerase chain 

reaction (qPCR) to detect and quantify Staphylococcus aureus in bronopol-preserved milk 

samples from subclinically infected mammary quarters, and to assess the effects of the 

presence and amount of the pathogen on the somatic cell count (SCC), the composition of 

milk and milk yield of bovine mammary quarters subclinically infected by the pathogen. In 

order to quantify S. aureus and bovine somatic cells through qPCR, raw bovine milk was used 

as a means of serial inoculation media of somatic cells and S. aureus ATCC 29213. From that, 

equations based on the reference methods for each procedure were built, log10UFC = 37,86 – 

23,54 log10CtSAU and log10CCS = 49,3 - 34,0 log10CtBMCB, respectively. To test their 

equivalence with the reference methods, determine the analytical sensitivity and specificity, 

and repeatability of the proposed method, milk was sampled from quarters of 60 animals from 

two dairy herds in Pirassununga, where subclinical S. aureus mastitis cases had been 

previously diagnosed. Also, quarter milk yield had been measured and samples collected for 

milk composition analysis, diagnosis of mastitis, sensitivity and specificity of the procedure 

established in the study had been determined. Each sample was subjected to composition 

analysis, SCC, microbiological culture, plate counting of S. aureus, DNA extraction, and 

subjected to qPCR reaction. Agreement between results from reference methods and qPCR 

for the diagnosis of mastitis by S. aureus was assessed by Kappa test. Equivalence between S. 

aureus, SCC scores obtained by reference and qPCR was assessed with Bland-Altman 

procedures. The effect of S. aureus subclinical infection on milk composition and milk yield 

of affected quarters was measured using a strip plot design. To estimate the degree of 

relationship between the counts of S. aureus, SCC, yield and composition of the milk from 

affected quarters was assessed by the Pearson Correlation. Correlation between SCC 

determined by routine methods and qPCR was r = - 0.978 (P <0.001). Correlation between S. 

aureus ATCC 29213 determined by routine methods and qPCR was r = - 0.989 (P <0.001). 

Analytical specificity of qPCR to detect S. aureus in milk samples against Escherichia coli, 

Enterococcus sp., Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus agalactiae, Streptococcus 



 

dysgalactiae, Streptococcus uberis, coagulase-negative staphylococci and coagulase-positive 

species, Staphylococcus hyicus and Staphylococcus intermedius was 100%. The use of the 

qPCR to detect S. aureus ATCC 29213 in milk samples is replicable. Analytical sensitivity 

detection limit of the method ranged from 10 CFU/mL to 4.2 x 10
6
 CFU/mL. S. aureus could 

be detected, but not quantified by qPCR in bronopol-conserved milk samples from 

subclinically infected quarters. In these samples, SCC could be determined by qPCR as it had 

been done by routine method. SCC was not dependent on S. aureus viable cells, but a 

negative linear correlation between the total number of cells of the pathogen and SCC was 

observed. S. aureus subclinical mastitis increased quarters SCC, but did not change milk 

composition. The disease decreased quarter milk and fat yield, but no interaction effect was 

observed between the gland positioning and S. aureus subclinical infection on milk 

production. Correlations between lactose (r = 0.42, P = 0.0051), fat (r = 0.46, P = 0.0016), fat 

yield (r = 0.49, P = 0.001), and 3.5% fat adjusted milk yield (r = 0.41, P = 0.006), and the 

number of S. aureus present in the milk sample were observed.  

 

Keywords: Contagious subclinical mastitis. Quantitative PCR. Milk composition. Milk yield. 

Quarter milk sample. 
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1 INTRODUÇÃO 

   

 

A mastite é considerada a enfermidade endêmica mais onerosa da produção leiteira 

bovina mundial (HALASA et al., 2007), e as perdas em sua consequência não impactam 

apenas o produtor de leite, mas também a indústria laticinista, pois afeta direta e 

negativamente propriedades físico-químicas e de composição do leite, necessárias para o 

processamento industrial da matéria-prima e dos produtos dela advindos (AULDIST; 

HUBBLE, 1998). Assim, uma vez que a intensidade da resposta imune na glândula mamária 

frente à infecção depende do agente causador (LE ROUX; LAURENT; MOUSSAOUI, 2003) 

e do grau em que este coloniza a glândula (COSTA; BENITES; MELVILLE, 1995), parece 

evidente que a produção e a composição do leite do quarto mamário com mastite clínica 

estejam alterados (COULON et al., 2002). Entretanto, aproximadamente 50% dos animais dos 

rebanhos leiteiros modernos no mundo são acometidos pela forma subclínica da doença 

(JÁNOSI; BALTAY, 2004; PITKÄLÄ et al., 2004), e poucos estudos (LEITNER et al., 2006; 

TESFAYE; REGASSA; KELAY, 2010) se detiveram a determinar a relação entre o agente 

causador da infecção subclínica e o seus efeitos sobre a produção e a composição do leite. 

O Staphylococcus aureus (S. aureus) é a bactéria mais comumente isolada de casos de 

mastite em rebanhos bovinos leiteiros de todo mundo, e no Brasil, não diferente, relata-se 

prevalência do patógeno em 32% das amostras de leite analisadas (CRUPPE et al., 2008). De 

elevada contagiosidade, as mastites causadas pelo patógeno são pouco responsivas aos 

protocolos terapêuticos usualmente adotados, e determinam perdas consideráveis ao produtor, 

que incluem decréscimo da produção de leite e redução de sua qualidade, aumento de custos 

veterinários, descarte prematuro de vacas e diminuição da expressão do potencial genético dos 

animais acometidos. Geralmente, o S. aureus determina infecções de longa duração, com altas 

contagens de células somáticas, e a manifestação da forma subclínica da doença, requerendo o 

isolamento do patógeno nas amostras de leite como diagnóstico definitivo da doença 

(TAPONEN et al., 2009). Para tanto, o método convencionado para sua detecção baseia-se na 

coleta asséptica de amostra de leite do quarto acometido, envio para laboratório especializado, 

e isolamento microbiano por meio de cultura microbiológica (OLIVER et al., 2004). 

Entretanto, o tempo para a análise e as dificuldades de processamento de grande número de 

amostras, principalmente quando se faz acompanhamento de rebanhos e se necessita avaliar 

amostras repetidas vezes, dificultam a eficiência do diagnóstico. Outrossim,  resultados 
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negativos (que podem ocorrer devido a inibição do crescimento do microrganismo, seja pela 

presença de resíduos de antimicrobianos na amostra, número reduzido do patógeno na 

amostra ou a presença de leucócitos nos casos clínicos) , sugerem que o método possa não ser 

suficientemente sensível para detectar quartos mamários com ciclos intermitentes de 

eliminação do S. aureus durante a lactação (PHUEKTES; MANSELL; BROWNING, 2001), 

e glândulas subclinicamente infectadas com baixa carga microbiana (SEARS; MCCARTHY, 

2003b; TAPONEN et al., 2009). 

Em função dessas limitações, protocolos para a detecção de patógenos causadores de 

mastite por meio de metodologias baseadas na reação em cadeia da polimerase (PCR) foram 

desenvolvidos e apresentaram capacidade para determinação da etiologia da doença 

(JAYARAO et al., 1991; HIROSE et al., 2001; KIM et al., 2001; PHUEKTES; MANSELL; 

BROWNING, 2001; MEIRI-BENDEK et al., 2002; HUYGENS et al., 2006; KOSKINEN et 

al., 2009; TAPONEN et al., 2009). 

Uma vez que o uso da contagem de células somáticas (CCS) individual tem se tornado 

cada vez mais frequente entre os produtores de leite, a justificativa para a realização deste 

estudo baseou-se na demanda por um método rápido para a detecção e contagem do S. aureus 

em nível individual a partir dessas amostras, o qual permitiria o adequado monitoramento da 

doença em rebanhos leiteiros. Neste último caso, tal procedimento proveria o produtor de 

informações para decisão entre o uso ou não de tratamento, ou a adoção de outras medidas de 

controle (segregação, descarte e secagem antecipada de animais acometidos), a fim de 

prevenir a contaminação dos animais sadios do rebanho. Ainda, em razão da elevada 

prevalência do patógeno nos rebanhos brasileiros, mensurar os efeitos da infecção subclínica 

pelo S. aureus sobre a produção e a composição do leite auxiliaria a indústria à estabelecer 

medidas de controle junto a seus fornecedores, evitando as perdas tanto de produção de leite, 

quanto da qualidade dos produtos advindos de uma matéria-prima alterada pelos efeitos da 

mastite. 

Assim, a hipótese testada neste estudo é a de que é possível a detecção e a 

quantificação do S. aureus em amostras de leite por meio do método de quantificação da 

reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR); e de que não apenas a presença, mas 

também a quantidade de células de S. aureus alteram a composição do leite e a produção de 

leite pelos quartos mamários bovinos subclinicamente infectados pelo patógeno. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 MASTITE CONTAGIOSA BOVINA E STAPHYLOCOCCUS AUREUS 

 

 

São definidas como contagiosas as mastites cujos agentes etiológicos são transmitidos 

entre vacas (SANTOS; FONSECA, 2006). Sob tal definição, portanto, muitos patógenos 

podem ser considerados contagiosos, mas poucos possuem contagiosidade à semelhança do 

Staphylococcus aureus (KEEFE, 1997; ZECCONI, 2006), e que de fato, continuam 

representando entraves à pecuária leiteira mundial (HALASA et al., 2007; HUIJPS; LAM; 

HOGEVEEN, 2008). Historicamente, a mastite, e especificamente a contagiosa, tinha 

etiologia atribuída exclusivamente ao Streptococcus mastitidis, que mais tarde teve sua 

classificação revista para S. agalactiae (FOX; GAY, 1993). De fato, o S. agalactiae foi o 

patógeno mais prevalente nos rebanhos leiteiros mundiais até meados de 1980 (KEEFE, 

1997), mas a adoção de programas para o seu controle, baseado em antibioticoterapia 

intramamária durante a lactação, permitiu sua erradicação, e aumentou a prevalência do S. 

aureus (SOMMERHAUSER et al., 2003). 

As infecções causadas pelo S. aureus foram caracterizadas pela primeira vez por 

Alexander Ogston, em 1883. Em 1884, a bactéria foi taxonomizada por Rosenbauch e, em 

1890, isolada de glândulas bovinas inflamadas (DIVERS; PEEK, 2008). 

As características de patogenicidade do S. aureus facilitam sua disseminação entre os 

animais do rebanho (FROST; WANASINGHE; WOOLCOCK, 1977), mas não aumentam 

expressivamente a contagem celular do leite de tanque quando comparadas às mastites de 

etiologia ambiental (JAYARAO et al., 2004). Dessa forma, manifestam-se nos animais 

predominantemente sob a forma subclínica, e com prevalência superior à observada dos casos 

clínicos, induzindo ao pensamento errôneo de que as infecções causadas por este patógeno 

tenham impactos administráveis sobre a produção dos animais e a qualidade do leite 

(PYÖRÄLÄ, 2002).  

 



 

 

14 

2.1.1 Epidemiologia da mastite por Staphylococcus aureus 

 

Prevalência e importância da doença 

  

Mundialmente, o Staphylococcus aureus é o patógeno mais comumente relacionado 

aos casos de mastite contagiosa bovina (BLOWEY; EDMONDSON, 2010). Diversos estudos 

relataram grande número de planteis em que o microrganismo estava presente (WILSON; 

RICHARDS, 1980; OLIVER; MITCHELL, 1984; GONZALEZ et al., 1990; DAVID; 

RUBEN; HELENA, 1997; PITKÄLÄ et al., 2004); e a elevada prevalência de infecções 

intramamárias devidas a ele dentro dos rebanhos (SMITH; HOGAN, 2000). No Brasil, 

estudos apontaram grande prevalência do agente nos rebanhos leiteiros: Ferreiro et al. (1985) 

relataram a presença do S. aureus em 17% dos rebanhos estudados no Estado do Rio Grande 

do Sul; Langoni, Pinto e Domingues (1991) isolaram o S. aureus em 35,53% das 702 

amostras de leite procedentes de vacas com mastite subclínica no Estado de São Paulo; e Brito 

et al. (1999) encontraram o patógeno em 98% dos rebanhos estudados no Estado de Minas 

Gerais. 

Estudos de impacto econômico da mastite sobre a cadeia leiteira sugerem que as 

perdas verificadas em rebanhos acometidos pelo S. aureus podem superar as perda médias de 

rebanhos em que o patógeno não é isolado (GRÖHN et al., 2004; SWINKELS; HOGEVEEN; 

ZADOKS, 2005; REKSEN et al., 2006; HALASA et al., 2007; MCDOUGALL et al., 2007; 

HUIJPS; LAM; HOGEVEEN, 2008; NIELSEN, 2009). Apesar da maior susceptibilidade das 

vacas multíparas ao S. aureus (GRÖHN et al., 2004; MCDOUGALL et al., 2007), a doença 

ocasionada pelo patógeno é mais prevalente entre os animais mais jovens (PANKEY; 

DRECHSLER; WILDMAN, 1991; NICKERSON; OWENS; BODDIE, 1995; WAAGE et al., 

1999; FOX, 2009), e determina as maiores perdas de produção entre as primíparas infectadas 

(PIEPERS et al., 2009). 

Do ponto de vista de saúde pública, a bactéria está associada à intoxicações 

alimentares pelo consumo de leite pasteurizado, uma vez que as enterotoxinas produzidas por 

determinadas cepas de S. aureus não são inativadas pelo processamento térmico 

(FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004; JØRGENSEN et al., 2005). E o primeiro caso de 

transmissão direta, sem direção definida, de S. aureus resistente à meticilina, entre vacas com 

mastite subclínica e o ser humano, foi recentemente documentado (JUHÁSZ-

KASZANYITZKY et al., 2007), evidenciando o potencial zoonótico deste patógeno. 
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Reservatório e transmissão do patógeno 

 

O S. aureus está viavelmente presente em locais comuns ao ambiente da vaca leiteira, 

como na cama, no solo e na poeira, e em seu alimento (BLOWEY; EDMONDSON, 2000). 

Entretanto, devido à pequena diversidade de cepas capazes de causar infecção intramamária o 

S. aureus causador da mastite bovina é classificado como microrganismo contagioso 

(BYSTROŃ et al., 2009), o que reforça a sugestão de que a glândula mamária da vaca 

infectada seja o reservatório primário da bactéria (ZECCONI,  2006).  

Middleton et al. (2002) observaram aumento da prevalência da infecção por S. aureus 

e maior variabilidade de cepas do patógeno em rebanhos que adquiriram novilhas para 

reposição em relação aos outros que mantiveram o rebanho fechado, e apontaram que tal 

categoria animal também representa um importante reservatório do microrganismo, o que se 

contrapõe ao conceito de que a glândula mamária ainda em desenvolvimento seja menos 

susceptível à infecção pelo patógeno (ROBERSON et al., 1998). 

Como o leite contaminado é considerado a fonte primária do patógeno, o equipamento 

de ordenha e demais fômites utilizados no manejo de ordenha que contatem os tetos do animal 

infectado são os principais vetores inanimados para a sua transmissão (SANTOS; FONSECA, 

2006); e dentre os animados de maior relevância epidemiológica, as moscas-do-chifre 

(Hematobia irritans) também foram apontadas como importante transmissor de S. aureus 

(OWENS et al., 1998). 

Muito embora o microrganismo seja geralmente isolado do canal do teto, interior da 

glândula ou pele do teto (ROBERSON et al., 1994), o patógeno também é encontrado em 

outros sítios extramamários, como lesões de tetos, de membros anteriores e de porções do 

abdome próximas aos tetos e ao úbere (MATOS et al., 1991). Estudos biomoleculares 

evidenciaram maior homologia entre os S. aureus isolados de equipamentos de ordenha e as 

cepas encontradas no leite de animais dos animais, com diferenças expressivas entre as cepas 

presentes no leite mastítico e aquelas obtidas da pele dos tetos (ZADOKS et al., 2002), e 

homologias ocasionais (JØRGENSEN et al., 2005) entre as cepas isoladas das mãos dos 

ordenhadores e do leite de animais com infecção. 

 

Manifestação da doença 

 

Na glândula, o patógeno causa infecções que podem se apresentar desde a forma 

subclínica à peraguda gangrenosa, que leva eventualmente o animal à morte (RADOSTITIS et 
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al., 2000), mas é, de fato, a apresentação subclínica, a de maior impacto das manifestações da 

doença, pois a única alteração prontamente detectável é o aumento da contagem de células 

somáticas (CCS) do leite (BLOWEY; EDMONDSON, 2010). A manifestação ocasiona 

substituição lenta e gradativa do tecido secretório afetado por tecido fibroso, com consequente 

aumento da duração da infecção e dificuldade de penetração de antibiótico nos sítios de 

infecção (BARKEMA; SCHUKKEN; ZADOKS, 2006). 

 A CCS de amostras compostas do leite de animais infectados pode se manter por certo 

tempo abaixo do limiar de contagens para a infecção subclínica (200.000 células/mL), 

dificultando a identificação dos quartos mamários doentes, transmissores do patógeno para os 

quartos mamários sadios do rebanho (SEARS et al., 1990; SEARS; MCCARTHY, 2003a). A 

elevada CCS de animais com infecção por S. aureus torna, por sua vez, reservado, o 

prognóstico da doença (ZADOKS et al., 2001). 

 A virulência do S. aureus (SUTRA; POUTREL, 1994) e fatores ligados ao hospedeiro, 

como a eficiência de montagem da resposta imune frente à infecção (BURTON; ERSKINE, 

2003), idade da vaca e estágio de lactação (ZADOCKS et al., 2001) são aspectos que 

determinam a forma e a cronicidade da infecção (BARKEMA; SCHUKKEN; ZADOKS, 

2006). 

 

Controle 

  

O Programa dos 5 pontos, desenvolvido pelo National Institute of Research in 

Dairying, na década de 1960, contempla o controle da disseminação de patógenos contagiosos 

(SANTOS; FONSECA, 2006). O programa se baseia na implantação adequada e execução 

sistemática das seguintes medidas: adequado funcionamento do equipamento de ordenha; 

correto manejo de ordenha (com a desinfecção de tetos pós-ordenha); tratamento imediato de 

todos os casos clínicos; e tratamento da vaca seca, com a segregação ou descarte de animais 

com mastite crônica (SANTOS; FONSECA, 2006). Entretanto, estudos sobre o efeito da 

adoção isolada do Programa dos 5 pontos para controlar a disseminação do S. aureus 

demonstram resultados pouco promissores, uma vez que algumas medidas apregoadas pelo 

programa apresentam efeito limitado sobre o patógeno quando comparado ao controle do 

Streptotoccus agalactiae (ZADOKS; FITZPATRICK, 2009). A segregação das vacas 

infectadas pelo S. aureus (FOX et al., 1991), e o descarte dos animais cronicamente 

infectados são ainda as medidas de maior efetividade para o controle da disseminação do 

patógeno entre os animais do rebanho, e que, no entanto, são as menos frequentemente 
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adotadas pelos produtores de leite que possuem grande prevalência do microrganismo em 

seus rebanhos (ZECCONI, 2006), uma vez que a reposição de animais é ainda relatada como 

o fator determinante dos maiores custos na produção leiteira mundial (SANTOS; FONSECA, 

2006).  

 Atualmente, a expansão do Programa dos 5 pontos para conter a disseminação e 

aumentar as probabilidades de erradicação do S. aureus tem se baseado em medidas 

adicionais que aumentam a resistência intrínseca do hospedeiro por meio da nutrição 

(SALMAN et al., 2009), vacinação (SHKRETA et al., 2004; DENIS et al., 2009), 

melhoramento genético dos animais (DETILLEUX, 2009), implementação de produtos e 

procedimentos no pós-ordenha (BLOWEY; EDMONDSON, 2010), e a desinfecção de 

teteiras entre ordenhas (ZECCONI, 2006). Entretanto, tais medidas ainda não garantem a 

prevenção da disseminação do S. aureus, e, portanto, a disponibilidade de procedimentos 

diagnósticos rápidos e sensíveis podem auxiliar na implementação dos programas de controle 

e erradicação do patógeno nos rebanhos (ZECCONI, 2006). 

  

 

2.1.2 Mastite por S. aureus e CCS 

  

 

A despeito da diversidade de fatores que concorrem para o aumento da contagem de 

células somáticas no leite bovino, creditam-se às mastites causadas pelos patógenos maiores, 

que incluem o S. aureus e o S. agalactiae, os aumentos mais significativos da CCS 

(HARMON, 1994).  

 Assim, em função da forte correlação entre inflamação e a presença de infecção no 

quarto afetado (DJABRI et al., 2002), a contagem de células somáticas é a medida mais usada 

para mensurar a saúde da glândula mamária nos dias atuais (SCHUKKEN et al., 2003). E 

ainda que nem todas as vacas com mastite por estafilococos coagulase-positiva apresentem 

aumentos evidentes da CCS (HOBLET; BAILEY; PRITCHARD, 1988), se aceita o fato que, 

de forma geral, qualquer aumento na contagem de células somáticas está associado à 

infecções intramamárias (FOX; GAY, 1993).  

Em infecções experimentais de glândulas sadias por S. aureus, há relatos de aumentos 

da CCS logo às 3 primeiras horas pós inoculação do agente, atingindo contagens na ordem de 

10
6
 células/mL, logo às primeiras 48 horas (SUTRA; POUTREL, 1994) sem, entretanto, a 

observação de um padrão na variação da CCS em função da presença do patógeno 

(SHOSHANI et al., 2000). Tais flutuações na CCS observadas durante a infecção subclínica 
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pelo S. aureus podem ser o reflexo de um equilíbrio que se estabelece entre a taxa de 

multiplicação do patógeno na glândula e o recrutamento de mecanismos celulares de defesa 

do animal, possivelmente em função da baixa eficiência fagocítica dos polimorfonucleados 

sobre o microrganismo, diante de moléculas complexas, como a caseína e as gorduras do leite 

(RUSSELL; BROOKER; REITER, 1977); a baixa eficiência na opsonização do S. aureus 

(GUIDRY et al., 1991);  a alteração do mecanismo de apoptose dos leucócitos modulada por 

fatores de virulência do S. aureus (SLADEK et al., 2005); ou mesmo a presença de fatores 

antifagocíticos desenvolvidas pelo patógeno (ZECCONI et al., 2005).   

Assim, como resultado da diversidade de fatores que contribuem para a patogenia da 

doença, poucos são os relatos que observaram correlação bem definida entre CCS e a 

presença da infecção. 

 

 

2.1.3 Mastite por S. aureus e alterações da composição do leite 

 

 

A inflamação intramamária per se determina alterações da composição do leite, seja 

pela redução da síntese dos componentes lácteos do tecido secretor mamário, ou pelo influxo 

de componentes sanguíneos decorrente do aumento da permeabilidade vascular, resultantes da 

inflamação da glândula (SANTOS; FONSECA, 2006). Contudo, o agente bacteriano causador 

da mastite pode afetar as características de composição do leite, seja pela ação extracelular de 

suas enzimas, já que diferentes espécies bacterianas causam diferentes danos físico-químicos 

ao leite (ANDERSON, 1982; LEIGH; LINCOLN, 1997); ou, pelos mecanismos enzimáticos 

desencadeados pela resposta imune inata do animal frente ao patógeno em questão 

(AZZARA; DIMICK, 1985; COULON et al., 2002; LE ROUX; LAURENT; MOUSSAOUI, 

2003), mesmo que com CCS similares. 

Os efeitos atribuídos especificamente ao patógeno causador da mastite sobre a 

composição do leite foram documentados (WHEELOCK et al., 1966; MILLER et al., 1984; 

HOLDAWAY; HOLMES; STEFFERT, 1996), mas somente pesquisas mais recentes 

enumeraram alterações na composição proteica (URECH; PUHAN; SCHÄLLIBAUM, 1999; 

COULON et al., 2002; LEITNER et al., 2006; ZAFALON et al., 2008) do leite ocasionadas 

pela infecção pelo S. aureus, e apenas uma (LEITNER et al., 2006) se propôs a estudar seu 

efeito sobre a gordura, sem, no entanto, relatar diferença entre o leite de glândulas sadias e 

infectadas pelo patógeno. 
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2.1.4 Contagem de S. aureus durante a infecção intramamária 

 

 

Até o momento, os estudos que buscaram conhecer o padrão de eliminação do S. 

aureus de quartos mamários infectados avaliaram o número mais adequado de amostras de 

leite necessárias para a obtenção da maior sensibilidade diagnóstica da metodologia 

laboratorial apregoada pelo National Mastitis Council para a detecção do patógeno (SEARS; 

MCCARTHY, 2003a), mas não buscaram estabelecer uma relação entre as contagens da 

bactéria e as variações quantitativas de células somáticas, de produção de leite ou dos 

componentes lácteos, tal qual se propõe o presente estudo. 

 

 

2.1.5 Mastite por S. aureus e o impacto sobre a produção de leite pelo quarto mamário 

afetado 

 

 

Resultados obtidos em estudos que buscaram mensurar a diminuição de produtividade 

de leite associada às infecções intramamárias pelo S. aureus variam por considerarem 

diferentes fatores em seus modelos. Por exemplo, Bartlett et al. (1991) observaram redução de 

83 kg de leite entre os animais afetados clinicamente por estafilococos coagulase positivo 

durante o período de 60 dias em lactação. Esta perda associada ao patógeno foi, entretanto, 

menor que aquelas observadas entre os animais acometidos por estreptococos não-agalactiae 

(146 kg), coliformes (95 kg) e estafilococos coagulase-negativo (88 kg) durante o mesmo 

período. Igualmente, Coulon et al. (2002) não observaram perdas significativas da produção 

diária de leite ocasionada pela infecção clínica por S. aureus (1,6 kg/dia, durante 5 dias de 

infecção).  

 

 

2.1.6 Diagnóstico da mastite por S. aureus por meio de microbiologia convencional 

 

 

O S. aureus é uma bactéria pertencente à família Micrococcacea, do gênero 

Staphylococcus. Catalase-positivo, podendo ser oxidase-negativo, o organismo é anaeróbio 

facultativo, e pode ser diferenciado das outras espécies de estafilococos por produzir colônias 
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de pigmentação dourada, enzima coagulase, e utilizar os açúcares manitol e trealose, com 

produção de ácido após a fermentação. Em meios de culturas não seletivos, como o caldo 

simples ou ágar simples, cresce satisfatoriamente sob pH 7 e temperatura de 37
o
C. Em ágar 

contendo 5% de sangue ovino desfibrinado, após 24 horas à 37
o
C, a bactéria se prolifera 

produzindo colônias de cerca de 1-3mm de diâmetro, convexas, com superfície lisa e bordos 

circulares, opacas ou brilhantes, e hemólises [incompleta (β), completa e incompleta (αβ), ou 

zonas hemolisadas difusas (α) ou delimitadas (δ)].  À microscopia, as células apresentam 

coloração Gram-positiva e formato esférico com diâmetro próximo à 1 µm, que o designam 

cocos, e que, geralmente estão agrupadas em cachos (staphyle, do grego, significa uva) 

(QUINN et al., 2011). 

De acordo com o National Mastitis Council, o isolamento do S. aureus na amostra de 

leite é considerado definitivo para o diagnóstico da infecção intramamária pelo patógeno 

(HOGAN et al., 1999). Entretanto,  a intermitência na eliminação do patógeno pela glândula 

subclinicamente infectada (SEARS et al., 1990), e a presença de substâncias antimicrobianas 

na amostra de leite podem diminuir a viabilidade da célula bacteriana (TAPONEN et al., 

2009), justificando a ausência de crescimento do S. aureus no meio de cultura convencional e 

produzindo resultados falso-negativos. Pelo método, o isolamento do patógeno em uma única 

amostra da glândula doente apresenta sensibilidade diagnóstica da ordem de 75% (SEARS et 

al., 1990), e aumenta para 94% e 98%, respectivamente, quando a segunda e a terceira 

amostras são consecutivamente coletadas da glândula afetada e independentemente analisadas 

(OLIVER et al., 2004). Ou seja, 25% das infecções por S. aureus apresentarão resultado 

negativo (falso-negativo) quando somente uma amostra do quarto infectado for tomada para 

realização do exame microbiológico direto (SEARS; MCCARTHY, 2003a). 

Uma vez que a tripla amostragem é onerosa e laboriosa, na maioria das rotinas para 

triagem da doença o diagnóstico é realizado tendo como referência o resultado obtido a partir 

de uma única amostra assepticamente coletada do caso suspeito (SEARS; MCCARTHY, 

2003a). Este fato acaba por limitar a capacidade em reconhecer vacas infectadas, e de 

estabelecer medidas efetivas para o monitoramento e controle da transmissão do patógeno 

entre os animais do rebanho (DINSMORE, 2002). 
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2.1.7 Diagnóstico da mastite por S. aureus por meio de metodologias baseadas na reação 

em cadeia da polimerase 

  

 

Nos últimos anos, diversas metodologias moleculares para uso na Medicina 

Veterinária foram desenvolvidos (BELÁK; THORÉN, 2001), e com evidente destaque, 

aquelas que utilizam a reação em cadeia da polimerase com aplicação diagnóstica 

(MAXWELL; GILLESPIE; OLIVER, 2008; STUDER et al., 2008; KOSKINEN et al., 2009; 

TAPONEN et al., 2009), epidemiológica (FERREIRA et al., 2006; HUYGENS et al., 2006; 

ZADOKS; SCHUKKEN, 2006; FONSECA, 2008; REINOSO et al., 2008), e no 

monitoramento da mastite por S. aureus (HAVERI et al., 2005; LUTHJE; SCHWARZ, 2006). 

A aplicação diagnóstica da metodologia fundamenta-se na detecção da presença do 

organismo por meio da replicação in vitro de parte do seu DNA, que é a amplificação 

propriamente dita e, a subsequente visualização do resultado (LOEFFELHOLZ; DENG, 

2006). Dessa forma, as diversas variações da metodologia de PCR são potencialmente 

aplicáveis quando o diagnóstico do S. aureus pela metodologia convencional é limitado por 

culturas sem o crescimento do patógeno (TAPONEN et al., 2009), uma vez que o método 

independe da viabilidade da célula bacteriana. 

A primeira aplicação da técnica de PCR com função diagnóstica da mastite inaugurou 

a possibilidade de detecção de patógenos causadores da infecção diretamente da amostra de 

leite da vaca (TILSALA-TIMISJÄRVI; ALATOSSAVA, 1997). O método, entretanto, 

utilizava-se da sequência gênica codificadora da subunidade do RNA ribossômico bacteriano 

16S-23S (FORSMAN; TILSALA-TIMISJÄRVI; ALATOSSAVA, 1997) como alvo da 

amplificação, o que o dotava de elevada sensibilidade diagnóstica, mas reduzida 

especificidade, pois amplificava indistintamente Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

chromogenes, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus simulans, 

Staphylococcus xylosus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e o 

Streptococcus uberis.  

Em seguida, o desenvolvimento de técnicas resultantes de modificações da PCR em 

diversos campos da ciência permitiu o aumento da sensibilidade e especificidade da 

metodologia com aplicação diagnóstica para a mastite estafilocócica. Resultante dessas 

modificações cita-se a técnica qualitativa de PCR multiplex, que se baseia numa reação de 

amplificação desenhada para detectar múltiplas sequências alvo numa mesma amostra, a 

partir de primers randômicos que amplificam regiões repetitivas do DNA genômico 
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(LOEFFELHOLZ; DENG, 2006). Utilizando esta variação da técnica, Phuektes et al. (2001) e 

Riffon et al. (2001) verificaram elevada sensibilidade da metodologia em detectar S. aureus a 

partir de amostras de leite, em detrimento do resultado negativo obtido pelo diagnóstico 

microbiológico convencional. 

 

 

2.2 PCR EM TEMPO REAL NO LABORATÓRIO DE MICROBIOLOGIA 

 

 

A técnica de PCR em tempo real, ou qPCR (quantitative PCR), permite que a 

amplificação do gene alvo e sua detecção ocorram simultaneamente, num sistema fechado, a 

partir de um termociclador acoplado à um sistema de monitoramento de emissão da 

fluorescência, para quantificar o número de cópias de DNA que se formam durante os ciclos 

de amplificação (HIGUCHI et al., 1993). 

Dessa forma, a metodologia aplica-se como meio diagnóstico para a detecção do 

patógeno (KOSKINEN et al., 2009), e potencialmente para a quantificação simultânea do S. 

aureus (STUDER et al., 2008), permitindo o entendimento entre as diferenças de virulência, 

patogenicidade e de taxas de cura que são observadas entre animais com a infecção 

intramamária ocasionada pela bactéria (ZADOKS; SCHUKKEN, 2006).   

Uma das vantagens desse sistema fechado de monitoramento da fluorescência é o fato 

de não haver necessidade de manipulação pós-amplificação da amostra, que diminui não só o 

tempo consumido para obtenção do resultado diagnóstico, mas também as chances de 

contaminação com material amplificado entre amostras (MACKAY, 2004). Além disso, o 

custo-benefício para a implantação da metodologia justifica-se em laboratórios onde se 

mantém rotina diagnóstica ininterrupta, particularmente aqueles onde se utilizam a 

metodologia convencional de identificação microbiológica (ESPY et al., 2006).  

No tocante à quantificação bacteriana por meio da PCR em tempo real, Graber et al. 

(2007) verificaram que a metodologia foi capaz de quantificar 10
8

 cópias do genoma do S. 

aureus, o que demonstra a robustez do método frente à amostras com elevada carga 

microbiana comparado à microbiologia convencional. Da mesma forma, a capacidade de 

quantificação em amostras com baixa contagem de organismos, ou com reduzido número de 

células viáveis, amplia a vantagem da metodologia em relação aos procedimentos 
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microbiológicos tradicionais de detecção e isolamento em rotinas diagnósticas (HEIN et al., 

2005; GOTO et al., 2007; STUDER et al., 2008). 
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3 OBJETIVOS 

  

 

O objetivo geral do presente estudo foi de verificar a validade da metodologia 

quantitativa da reação em cadeia da polimerase em tempo real como teste diagnóstico para a 

detecção de microrganismo causador da mastite contagiosa. 

  

Os objetivos específicos foram: 

 

Determinar a sensibilidade e especificidade analíticas, e a repetibilidade do método de 

qPCR para detectar o S. aureus em amostras de leite conservadas com o bronopol, tendo 

como referência o método microbiológico convencional para o diagnóstico da mastite por S. 

aureus. 

 

Determinar a sensibilidade e especificidade diagnósticas do método de qPCR para 

detectar o S. aureus em amostras de leite oriundas de quartos subclinicamente infectados pelo 

patógeno, conservadas com o bronopol. 

 

Avaliar a equivalência entre os métodos de qPCR e as metodologias de referência 

utilizadas para quantificar o S. aureus e as células somáticas em amostras de leite conservadas 

com bronopol. 

 

Estimar a correlação entre CCS e a contagem de S. aureus em amostras de leite de 

quartos mamários. 

 

Verificar o efeito da presença e da quantidade de células de S. aureus sobre a produção 

e composição do leite de quartos mamários subclinicamente afetados pelo microrganismo. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 CONSTRUÇÃO DAS CURVAS DE QUANTIFICAÇÃO 

  

 

4.1.1 Preparo dos padrões para quantificação 

  

a. Cepa padrão 

 Foi utilizada a cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29213 (American Type Culture 

Collection, Manassas, VA, EUA), mantida sob -20°C em caldo de infusão de cérebro e 

coração (BHI) (Merck, Darmstadt, Alemanha) com Glicerol à 50% em concentração de 10
8
 a 

10
10

 unidades formadoras de colônia (UFC/mL) (CAMEOTRA, 2007), no Laboratório de 

Microbiologia do Departamento de Nutrição e Produção Animal da Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo, Pirassununga-SP, para a contaminação 

artificial do leite cru bovino. 

  

 b. Células somáticas bovinas 

 Foram obtidos 1000 mL de leite, por ordenha manual e completa, com contagem de 

células somáticas alta (9 x 10
6
 CS/mL), de um quarto mamário com mastite subclínica 

(SCHALM; CARROLL; JAIN, 1971; RADOSTITIS et al., 2000), de uma vaca multípara da 

raça Holandesa, do rebanho da PCAPS-USP, Pirassununga-SP, para a inoculação de células 

somáticas no leite cru bovino. 

 

 c. Leite cru bovino utilizado para as inoculações 

 Foi utilizado o leite cru bovino para o preparo dos padrões para quantificação do S. 

aureus e da célula somática bovina, como meio de diluição para inoculação para estas células. 

Para tanto, 1000 mL de leite obtidos de ordenha manual, asséptica e completa, de um quarto 

mamário, subclínica e clinicamente sadio (SCHALM; CARROLL; JAIN, 1971; 

RADOSTITIS et al., 2000), de uma vaca primípara da raça Holandesa, do rebanho da 

PCAPS-USP (Prefeitura do Campus Administrativo da Universidade de São Paulo, Campus 

Pirassununga, SP), foram utilizados para o preparo dos padrões para quantificação. O leite 

obtido apresentou resultado negativo para a presença de Staphylococcus aureus por método 

microbiológico convencional (OLIVER et al., 2004) e pela metodologia de PCR qualitativo 
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(GRABER et al., 2007); ausência de inibidores de crescimento e características físico-

químicas alinhadas com os parâmetros apregoados para o leite cru bovino (BRASIL, 2002); 

contagem bacteriana total <2.000 UFC/mL; e contagem de células somáticas <200.000 

CS/mL. 

  

d. Contaminação artificial do leite cru bovino com S. aureus ATCC 29213 

 Da solução contendo a cepa padrão, 100 µL foram inoculados em 6 mL de caldo BHI 

e incubados a 37
o
C por 15 h. Após confirmação do crescimento por turvação do meio, os 6 

mL de caldo BHI contendo o microrganismo foram inoculados em 54 mL do leite cru bovino, 

com baixa carga bacteriana (<1.000 UFC/mL). Após completa homogeneização, foram 

tomados 6 mL do volume total para inoculação em 54 mL do leite cru estéril, de modo a 

obter, sucessivamente, 10 diluições seriadas do inóculo em leite cru bovino na proporção de 

1:9.  

 De cada uma das diluições, foram feitas 3 alíquotas para a quantificação de S. aureus: 

duas alíquotas foram utilizadas, respectivamente, como referência de contagem do 

microrganismo, por citometria de fluxo (método de rotina para contagem bacteriana) e 

contagem em placas (método referência); e a terceira foi utilizada para a quantificação pelo 

método de PCR em tempo real (método de qPCR). 

 

 e. Inoculação de células somáticas bovinas no leite cru 

 De modo à obter contagens de células somáticas que abrangessem os limiares 

fisiológico e patológico mensuráveis pelo método de rotina para determinação da CCS, 

volumes de leite cru bovino com alta (8480 × 10
3
 CS/mL) e baixa contagens de células 

somáticas (25 × 10
3
 CS/mL) foram combinados. De cada uma das amostras de referência 

obtidas das combinações (Tabela 1), duas alíquotas foram feitas para a quantificação das 

células: a primeira foi utilizada como referência para a quantificação de células somáticas por 

contagem eletrônica (método de rotina para contagem de células somáticas), e a segunda foi 

utilizada para a quantificação pelo método de qPCR e respectiva construção de curva padrão. 
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Tabela 1 -  Contagem final de células somáticas das amostras de referência para CCS, obtidas a partir da 

combinação de volumes de leite contendo alta (8480 × 10
3
 CS/mL) e baixa contagens de células 

somáticas (25 × 10
3
 CS/mL), utilizadas para a quantificação de células somáticas por contagem 

eletrônica e pelo método de qPCR 

Amostra de referência  Alta CCS (mL) Baixa CCS (mL) CCS obtida (CS/mL) 

1 0 100 25 × 10
3 

2 1 99 371 × 10
3 

3 3 97 897 × 10
3 

4 5 95 1550 × 10
3 

5 7 93 2080 × 10
3 

6 9 91 2560 × 10
3 

7 10 90 2800 × 10
3 

8 20 80 5660 × 10
3 

9 30 70 8480 × 10
3 

 

f. Conservação das alíquotas 

As alíquotas destinadas ao método de qPCR e contagem eletrônica de células 

somáticas foram adicionadas de uma pastilha contendo os conservantes bactericida e 

antifúngico, bronopol e natamicina, respectivamente, nas concentrações de 8 mg e 0,30 mg, 

respectivamente, para cada 50 mL de leite (Microtabs II, D & F Control Systems, Inc., 

Norwood, MA, EUA). As alíquotas destinadas à enumeração do microrganismo por 

citometria de fluxo foram adicionadas do conservante bacteriostático azidiol (0,15% de 

cloranfenicol e 3,6% de azida sódica), na concentração de 160 μL da solução para cada 50 mL 

de leite (CASSOLI et al., 2010). Alíquotas utilizadas nos procedimentos de microbiologia 

convencional não foram submetidas a qualquer processo de conservação, e foram 

imediatamente analisadas pela metodologia à que se destinava. 

  

  

4.1.2 Metodologias para a construção das curvas de quantificação 

  

 

a. Contagem de células somáticas 

 A contagem de células somáticas (CCS) de uma das alíquotas foi realizada por 

citometria de fluxo em equipamento de contagem opto eletrônico, definido como método de 

rotina para determinação da CCS (International Organization for Standardization & 

International Dairy Federation, International Standard - ISO 13366-2:2006; IDF 148-2: 2006), 
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utilizando-se equipamento Somacount 300® (Bentley Instruments Inc., Chasca, MN, EUA), 

no Laboratório de Fisiologia da Lactação, do Departamento de Produção Animal da ESALQ – 

USP (Piracicaba, SP), e os resultados expressos em células somáticas por mililitro de leite 

(CS/mL). 

 A segunda alíquota foi submetida à quantificação do ácido nucleico bovino pelo 

método de qPCR, descrito no item 4.1.2.1, e os resultados expressos em  log10CCS/mL. 

 

 b. Enumeração do S. aureus ATCC 29213 

 A determinação do número de unidades formadoras de colônias (UFC/mL) de S. 

aureus em amostras sem o azidiol foi realizada a partir do plaqueamento do leite no 3M 

Petrifilm® Staph Express Count Plate (3M, Minneapolis, MN, EUA), conforme orientações 

do fabricante, servindo como método para a referência de enumeração de células viáveis de S. 

aureus ATCC 29213 (SILBERNAGEL et al., 2003).  

 Uma alíquota foi utilizada para a quantificação do DNA do S. aureus ATCC 29213 

por qPCR, conforme descrição no item 4.1.2.1 à seguir. As diluições das amostras com 

resultado de enumeração do S. aureus ATCC 29213 igual à zero no 3M Petrifilm® Staph 

Express Count Plate, foram tomadas para a determinação da sensibilidade analítica do método 

de qPCR.  

 A contagem total de microrganismos a partir da terceira alíquota, conservada com 

azidiol, foi realizada por citometria de fluxo, servindo como método de rotina para 

determinação da contagem bacteriana total (International Organization for Standardization & 

International Dairy Federation, International Standard - ISO 21187:2004; IDF 196:2004), 

utilizando-se equipamento BactoScan® (Foss Electric, Hillerød, Dinamarca), no Laboratório 

de Fisiologia da Lactação, do Departamento de Produção Animal da ESALQ – USP 

(Piracicaba, SP). Resumidamente, o método consiste na adição de brometo de etídio à amostra 

de leite, para ligação inespecífica ao DNA bacteriano. A amostra é, então, injetada em um 

capilar acoplado a um sistema óptico, que capta a fluorescência emitida pelo DNA bacteriano. 

Dessa forma, o número total de bactérias numa amostra é determinado, e o resultado expresso 

em unidades bacterianas individuais por mililitro (IBC/mL) (CASSOLI et al., 2010). Neste 

estudo, esta metodologia foi utilizada exclusivamente para referenciar a razão da diluição 

seriada do S. aureus ATCC 29213 no leite para os métodos de referência e o de qPCR, já que 

o método de referência baseia-se na enumeração de organismos viáveis presentes na amostra, 

e o método de qPCR, a estimativa do número total do DNA alvo. 
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4.1.2.1 Metodologias para detecção e quantificação pela reação em cadeia da polimerase em 

tempo real (Método de qPCR) 

  

 

As metodologias biomoleculares adotadas no presente estudo foram realizadas no 

Laboratório de Genômica Funcional do Centro de Pesquisa em Bovinos -  Departamento de 

Nutrição e Produção Animal, da FMVZ-USP (Pirassununga, SP). 

 

a. Extração do DNA bacteriano e bovino 

As amostras de leite foram processadas, em duplicata, utilizando-se o QIAamp® DNA 

Blood Mini Kit (Qiagen Inc., Minneapolis, MN EUA), conforme orientação do fabricante. 

Resumidamente, 20 μl de proteinase K foram adicionados em microtubos de 1,5 mL. Em 

seguida, 200 μL de cada amostra de leite, devidamente homogeneizados, foram adicionados à 

proteinase K (fornecida pelo fabricante), seguidos de 200 μL do tampão de lise AL (fornecido 

pelo fabricante). Após a homogeneização, a amostra foi incubada por 10 minutos à 95°C. 

Após esse período, 200 μl de etanol absoluto foram adicionados ao tubo, e o volume total, 

após agitado em vórtex, foi totalmente transferido para o dispositivo de coluna de sílica para 

centrifugação a 6.000 × g por um minuto. Em seguida,  500 μL de tampão de lavagem AW1 

(fornecido pelo fabricante) foram adicionados, e o volume novamente centrifugado a 6.000 × 

g por um minuto. O procedimento de segunda lavagem foi realizado na sequência, com a 

adição de 500 μL do tampão de lavagem AW2 (fornecido pelo fabricante), seguido da 

centrifugação a 20.000 × g durante 3 minutos. Uma segunda centrifugação sob a mesma 

velocidade foi feita por um minuto. O DNA extraído retido na coluna foi eluído para um 

microtubo de 1,5 mL pela adição de 100 μL tampão de eluição AE (fornecido pelo 

fabricante), incubado por 5 minutos em temperatura ambiente, e centrifugado a 6.000 × g 

durante um minuto, seguida de uma segunda centrifugação sob as mesmas condições. O DNA 

eluído foi mantido sob temperatura de -20°C até o momento da análise. 

 

b. Desenho dos oligonucleotídeos iniciadores (primers) 

Os pares de primers utilizados nas reações de detecção e quantificação do S. aureus, 

senso CCTGAAGCAAGTGCATTTACGA e antisenso 

CTTTAGCCAAGCCTTGACGAACT (GRABER et al., 2007), anelaram à região genômica 
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codificante da enzima nuclease extracelular termoestável do S. aureus (nuc), aqui denominado 

SAU, gerando um fragmento de 166 pb como produto de amplificação. 

Servindo como controle positivo do procedimento de extração das amostras e da 

reação de amplificação, um par de primers (senso GCAATACACTACACATCCGACACAA 

e antisenso GCGTGTATGTATCGGATGATTCAG) foi desenhado a partir do aplicativo 

PrimerExpress® (Applied Biosystems, Foster, EUA). Estes primers amplificaram a região 

genômica codificante do citocromo mitocondrial B (assim denominado BMCB) (GeneBank 

accession number V00654), presente nas células somáticas bovinas, gerando como produto de 

amplificação um fragmento de 98 pb. 

Os primers foram avaliados pelo programa Primer-BLAST do National Center for 

Biotechnology Information (National Library of Medicine, Bethesda, Maryland, EUA), 

disponível em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome, para verificação da especificidade de anelamento do 

primer SAU entre as sequências genômicas depositadas de Staphylococcus aureus, e entre 

outras espécies de estafilococos; e do primer BMCB entre as sequências genômica de 

bovídeos depositadas. 

 

 c. Reação em cadeia da polimerase em tempo real 

A reação de amplificação simplex de cada um dos alvos foi realizada, em duplicata, 

em equipamento StepOne® (Applied Biosystems, Foster, Califórnia, EUA), de acordo com o 

protocolo recomendado pelo fabricante. Cada reação de amplificação foi composta por SYBR 

Green PCR Master Mix® (Applied Biosystems, Foster, EUA), 20 pmol dos primers senso e 

antisenso e um microlitro do ácido nucleico. O programa do termociclador foi de 50 ciclos de 

95
o
C por 15 segundos e 60

o
C por um minuto, com um ciclo inicial de 95

o
C por 10 minutos. 

As amplificações foram feitas em placas de reação de 48 poços MicroAmp® (Applied 

Biosystems, Foster, EUA). Em cada ciclo, a acumulação dos produtos de PCR foi detectada 

monitorando-se o aumento na fluorescência da ligação de fluoróforo aos fragmentos. Ao fim 

da amplificação, uma curva de dissociação foi construída na amplitude de 60
o
C a 95

o
C, para 

cada um dos alvos genômicos (S. aureus e célula somática bovina) com seus respectivos 

primers, em cada reação de amplificação, de modo que a temperatura média de dissociação 

encontrada para o primer SAU após a otimização da reação diante de seu alvo (gene nuc do S. 

aureus) foi de 75,4
o
C, e para o  primer BMCB foi de 77,8

o
C diante do gene do citocromo 

mitocondrial B da célula bovina. 
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O resultado final de cada reação de amplificação foi expresso em threshold cycles 

(Ct). Após concluídas as reações de amplificação para a detecção e quantificação do S. 

aureus, foram consideradas qualitativamente “positivas” (anelamento do primer ao seu alvo) 

as amplificações cujo coeficiente de variação entre os Ct das duplicatas fosse inferior à 3% 

(BUSTIN, 2004); temperatura de dissociação do primer SAU na reação igual à 75,4
o
C ± DP, 

e amplificação do controle positivo da amostra, a célula somática bovina, com temperatura de 

dissociação do primer BMCB na respectiva reação igual à 77,8
o
C ± DP. Diferentemente, as 

amostras com Ct > 44, com coeficiente de variação entre os Ct das duplicatas superior à 3% e 

amplificação, com temperatura de dissociação do primer BMCB na respectiva reação 

diferente de 77,8
o
C ± DP foram qualitativamente classificadas como “negativas”. 

 

 

4.1.3 Construção das curvas padrão para as quantificações 

  

 

Para a construção das curvas de quantificação do S. aureus e de células somáticas, os 

dados de quantificação de S. aureus ATCC 29213 e células somáticas obtidos foram 

submetidos à transformação logarítmica de base 10 (log10) para minimizar a heterogeneidade 

das variâncias, e todos procedimentos desta etapa foram conduzidos no programa 

computacional SAS
®
 versão 9.2 (SAS Institute, Cary, NC, EUA). A normalidade dos resíduos 

foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, pelo uso do PROC UNIVARIATE. 

 

 a. Contagem de células somáticas 

 Para determinar a correlação linear entre o Ct (obtido da amplificação do gene BMCB 

por qPCR) e as CCS em CS/mL (obtida pelo método de rotina para a contagem de células 

somáticas) utilizou-se o PROC CORR do SAS
®
 versão 9.2 (SAS Institute, Cary, NC, EUA). 

Verificada correlação significativa (P<0,05), calculou-se a equação para a estimativa da CCS, 

Y0 = a0 + b0X0, a partir do valor de Ct obtido da amplificação do gene BMCB (CtBMCB) de 

uma dada amostra, utilizando-se o PROC REG, em que: 

 Y0 = log10CCS estimado; 

 a0 = intercepto; 

 X0 = log10CtBMCB resultante da amplificação do gene BMCB na amostra analisada; 

 b0 = coeficiente angular estimado para a variável X0. 
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b. Enumeração do S. aureus ATCC 29213 

Para tanto, foi determinada a relação linear entre o Ct obtido da amplificação do gene 

SAU e a contagem de células viáveis de S. aureus,  determinada pelo método de contagem em 

placa, por meio do PROC CORR do SAS
®
 versão 9.2 (SAS Institute, Cary, NC, EUA). 

Observada significância do coeficiente de correlação (P<0,05), calculou-se a equação para a 

estimativa da contagem de S. aureus, Y1 = a1 + b1X1, a partir do valor de Ct obtido da 

amplificação do gene SAU (CtSAU) de uma dada amostra, utilizando-se o PROC REG, em 

que:  

 Y1 = log10UFC de S. aureus estimado; 

 a1 = intercepto; 

 X1 = log10CtSAU resultante da amplificação do gene SAU na amostra analisada; 

 b1 = coeficiente angular estimado para a variável X1. 

 

 

4.2 COLETA DE AMOSTRAS EM FAZENDAS COMERCIAIS 

 

  

4.2.1 Seleção dos rebanhos e animais para coleta 

 

 

Foram selecionados 2 rebanhos leiteiros da região de Pirassununga com 30 e 150 

animais da raça Holandesa em lactação, respectivamente. Em ambos os rebanhos foi 

determinada previamente a ocorrência de casos subclínicos de mastite por S. aureus (OLIVER 

et al., 2004). Em ambas as propriedades as ordenhas eram realizadas por sistema mecânico em 

dupla espinha. As práticas de manejo de ordenha de ambas contemplavam os procedimentos 

de desinfecção pós-ordenha, mas em nenhuma a linha de ordenha era realizada, de modo que 

a vaca entrava aleatoriamente, na espinha de ordenha, à própria escolha. 

Do rebanho menor foram selecionadas todas as vacas, e do maior, 30 animais foram 

selecionados aleatoriamente (THRUSFIELD, 2007). Os animais foram selecionados segundo 

a ordem de parição (primeira à terceira lactação) e entre 39 e 250 dias em lactação. Foram 

excluídos da seleção animais com sinais clínicos de mastite (RADOSTITIS et al., 2000) ou 

sob tratamento de qualquer enfermidade, local ou sistêmica. 
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4.2.2 Coleta e preparo das amostras para análise 

  

 

Todas as amostras foram tomadas na última ordenha do dia de cada rebanho 

selecionado. Para a avaliação das variáveis de composição do leite produzido pelo quarto 

mamário, foi particularmente importante que a amostra fosse tomada após a ordenha completa 

do mesmo (URECH et al., 1999). 

a) Coleta asséptica e individual da porção inicial do leite de cada quarto mamário, por 

meio de ordenha manual, totalizando quatro amostras de cada vaca selecionada, para o 

diagnóstico da mastite estafilocócica do quarto mamário amostrado. As amostras foram 

submetidas às análises por: 1) cultura microbiológica; 2) método de qPCR. Cada amostra foi 

coletada diretamente em tubo plástico esterilizado de 50 mL, e imediatamente acondicionada 

em caixa térmica sob temperatura de 5-7
o
C até o momento da análise; b) Coleta não asséptica 

e individual de amostra de leite, representativa do leite produzido por cada quarto mamário, 

totalizando quatro amostras por vaca, por meio de equipamento de ordenha com separação do 

leite por quarto. Após medição do volume de leite/quarto mamário, foi feita a agitação e 

coleta de 200 mL, os quais foram armazenados em tubo plástico, acondicionados em caixa 

térmica sob temperatura de 5-7
o
C até sua separação em duas alíquotas: a primeira, para 

determinação das frações proteicas, que foi imediatamente congelada (-20ºC) e assim mantida 

até o momento da análise; e a segunda, com volume de 50 mL, adicionada de bronopol para 

análise de composição e contagem de células somáticas por citometria de fluxo. Antes da 

remessa da última alíquota, 1 mL da amostra foi tomado para determinação da CCS por 

qPCR. 

Todas as amostras foram coletadas na última ordenha do dia de cada rebanho 

selecionado. 

 

 

4.3 METODOLOGIAS PARA ANÁLISE DE COMPOSIÇÃO DO LEITE 

  

 

4.3.1 Determinação dos teores de lactose e gordura 

 

 

Os teores de lactose e gordura foram determinados por absorção infravermelha, 

utilizando-se equipamento Bentley 2000® (Bentley Instruments Inc., Chasca, MN, EUA) no 
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Laboratório de Fisiologia da Lactação, do Departamento de Produção Animal da ESALQ – 

USP (Piracicaba, SP). 

 

  

4.3.2 Determinação da composição proteica 

 

 

Proteína Bruta 

As metodologias para análise da composição proteica do leite foram realizadas no 

Laboratório de Análises Físico-químicas de Produtos de Origem Animal, do Departamento de 

Nutrição e Produção Animal da FMVZ-USP (Pirassununga, SP). 

A determinação do teor de proteína bruta (PB) foi baseada na mensuração da 

concentração do nitrogênio total (NT) pelo método de Kjeldahl, conforme metodologia 

descrita pela Association of Official Analytical Chemists; método número 33.2.11; 991.20 

(ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 2003). Para a expressão do 

resultado em PB, a concentração de nitrogênio total obtida foi multiplicada pelo fator 6,38. 

 

Proteína Verdadeira 

A proteína verdadeira foi precipitada em solução de ácido tricloracético a 12%. Após a 

precipitação, a fração foi separada por filtração e a concentração de nitrogênio contida no 

filtrado, o nitrogênio não proteico (NNP), foi determinada pelo método de Kjeldahl. Assim, o 

teor de proteína verdadeira do leite foi obtido pela subtração do valor de NNP da 

concentração de NT da amostra (LYNCH; BARBANO; FLEMING, 1998). 

  

Caseína 

A caseína foi precipitada em pH=4,6 usando-se solução de ácido acético e, em 

seguida, adicionado o acetato de sódio para neutralização do pH. Após a precipitação, a fração 

foi separada por filtração e a concentração de nitrogênio contida no filtrado, o nitrogênio não 

caseinoso (NNC), determinada pelo método de Kjeldahl. Assim, a concentração de caseína do 

leite foi obtida pela subtração do valor de NNC da concentração de NT da amostra (LYNCH; 

BARBANO; FLEMING, 1998). 
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4.3.3 Contagem de células somáticas 

 

 

A contagem eletrônica de células somáticas das amostras de leite foi realizada por 

citometria de fluxo, como descrito no item 4.1.2a. 

 

 

4.4  ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DO S. AUREUS PELO MÉTODO DE 

REFERÊNCIA 

 

 

O isolamento do patógeno causador de mastite foi realizado de acordo com o 

Laboratory Handbook on Bovine Mastitis do National Mastitis Council (OLIVER et al., 

2004). Resumidamente, 0,01 mL da amostra foi plaqueada em ágar sólido contendo 5% de 

sangue ovino desfibrinado e incubada à temperatura de 37
o
C, por 24 horas. Após esse 

período, colônias de cerca de 1-3mm de diâmetro, convexas, com superfície lisa e bordos 

circulares, opacas ou brilhantes, com hemólise incompleta (β), completa e incompleta (αβ), 

com zonas difusas de hemólise (α) ou com hemólise delimitadas (δ), foram submetidas à 

prova da catalase e à análise microscópica sob a coloração de Gram. Células Gram-positivas e 

de formato esférico com diâmetro próximo à 1 µm agrupadas em cachos foram 

presumivelmente classificadas como estafilococos. Para classificar a espécie entre os 

organismos do gênero, a colônia foi submetida à prova de coagulação do plasma de coelho 

(coagulase), incubada à temperatura de 37
o
C, por 24 horas. Os estafilococos coagulase-

positivos foram, então, classificados em Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus ou 

Staphylococcus intermedius em função do resultado ao exame bioquímico da alantoína. 

Para avaliação da especificidade analítica do método de qPCR, Escherichia coli, 

Enterococcus sp., Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus agalactiae, Streptococcus 

dysgalactiae, Streptococcus uberis e 5 isolados de estafilococos coagulase-negativa (sem a 

identificação da espécie) provenientes de leite mastítico foram incubados em BHI (Merck, 

Darmstadt, Alemanha) a 37
o
C por 15 h. Dois isolados de estafilococos coagulase-positiva, 

Staphylococcus hyicus e Staphylococcus intermedius, foram igualmente submetidos à 

incubação preliminar em BHI. Após confirmação do crescimento, por turvação do meio, cada 
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caldo de cultivo foi separadamente inoculado em leite cru bovino negativo para 

Staphylococcus aureus. 

Em seguida, o ácido nucleico de cada inóculo foi extraído e submetido à reação de 

amplificação por qPCR, conforme protocolo descrito no item 4.1.2.1, tendo também como 

controle positivo de reação o gene alvo do primer BMCB. 

Os demais patógenos foram isolados e identificados segundo os procedimentos 

apregoados pelo mesmo manual (OLIVER et al., 2004). 

 

 

4.5 CONTAGEM DE S. AUREUS PELO MÉTODO DE REFERÊNCIA 

  

 

A determinação do número de unidades formadoras de colônias (UFC/mL) de S. 

aureus presentes na amostra foi realizada a partir do plaqueamento do leite no 3M Petrifilm® 

Staph Express Count Plate (3M, Minneapolis, MN, EUA), de acordo com orientações do 

fabricante com modificações (SILBERNAGEL et al., 2003). 

 

4.6  DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DO S. AUREUS PELO MÉTODO DE PCR EM 

TEMPO REAL 

  

 

A detecção e quantificação do ácido nucleico do S. aureus foi realizada por meio do 

qPCR, descrito no item 4.1.2.1. 

 

 

4.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  

 

De modo a remover a heterogeneidade de variâncias, os dados de CCS foram 

submetidos à transformação logarítmica de base 10 (log10) para a análise estatística, e à 

função antilogarítmica para apresentação dos resultados. 
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 Os dados de gordura e proteína, obtidos em valores relativos (%) ao volume de leite 

(mL) pela metodologia de análise foram submetidos à análise estatística tal qual foram 

obtidos. 

 Para a comparação das variáveis de produção de leite entre os quartos mamários, os 

dados de produção de leite, obtidos em mililitros (mL), foram convertidos em gramas 

(JENSEN, 1995) e ajustados para o percentual relativo de gordura de 3,5% (GAINES; 

DAVIDSON, 1923). Para compor os dados de produção de leite, os valores relativos (%) de 

gordura e proteína foram convertidos em gramas (g). 

 

 

4.7.1 Determinação da sensibilidade e especificidade analíticas e repetibilidade do 

procedimento diagnóstico por qPCR 

  

 

Os parâmetros de avaliação da sensibilidade e especificidade analíticas e de 

repetibilidade foram determinados conforme estabelecido no Manual of Diagnostic Tests and 

Vaccines for Terrestrial Animals da Organização Internacional de Epizootias (OFFICE 

INTERNATIONAL DES ÉPIZOOTIES, 2010). 

 A sensibilidade analítica do método de qPCR foi avaliada à partir das alíquotas de 

diluição seriada do S. aureus ATCC 29212, utilizadas para a construção da curva padrão de 

quantificação do microrganismo. 

 Foram analisadas, em duplicata, por qPCR, desde a alíquota que apresentou o último 

resultado classificado como TNTC (too numerous to count) pelo 3M Petrifilm® Staph 

Express Count Plate até a alíquota subsequente à contagem nula de UFC/mL de S. aureus 

pelo método de referência. O limite de detecção do qPCR foi, portanto, a menor concentração 

detectável do S. aureus ATCC 29213 em leite. 

 A especificidade analítica do método proposto foi computado à partir da enumeração 

de amostras que não apresentaram qualquer amplificação até o 44
o
 ciclo nas reações com o 

primer SAU, e amplificações válidas nas reações contendo o primer BMCB. 

 A repetibilidade foi acessada por meio da análise da variabilidade intra e interensaios 

de 5 amostras submetidas à todo protocolo proposto, em duplicata, em dois dias diferentes. 

Em seguida, foi calculado o coeficiente de variação entre as duplicatas de cada dia para a 

determinação da variabilidade intra ensaios; e o coeficiente de variação entre os resultados 
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obtidos para a amostra completamente analisada em dias diferentes, para expressar a 

variabilidade interensaios. 

 

 

4.7.2 Análise de concordância entre os métodos 

  

 

Uma vez que a cultura microbiológica para o diagnóstico da mastite por S. aureus a 

partir de uma única amostra tomada da glândula doente apresenta sensibilidade e 

especificidade da ordem de 75% e 94%, respectivamente (SEARS et al., 1990), utilizou-se o 

teste não-paramétrico Kappa para determinação da intensidade de concordância entre os 

resultados obtidos pelos métodos de referência (cultura microbiológica) e de qPCR, para a 

presença ou ausência do patógeno (THRUSFIELD, 2007). Para a análise, os dados obtidos 

por meio do qPCR foram dicotomizadas em categorias e registrados como “presença” ou 

“ausência” do patógeno, independentemente da média do Ct de amplificação obtido da 

duplicata, e desde que mantidos os parâmetros de controle de qualidade da reação de qPCR 

entre as duplicatas. Para a determinação do coeficiente Kappa, utilizou-se o EPIDAT
®
 versão 

3.1 (Programa para Análise Epidemiológica de Dados Tabulados, da Organização 

Panamericana da Saúde/Organização Mundial da Saúde, Santiago de Compostela, A Coruña, 

Espanha), considerando 2 métodos de observação (cultura microbiológica para isolamento do 

S. aureus vs. qPCR para detecção do S. aureus), 2 categorias (presença ou ausência do S. 

aureus), 60 amostras analisadas por ambas metodologias e nível de confiança de 95%. Para a 

interpretação do coeficiente de concordância no caso de rejeição da hipótese de nulidade 

(Kappa = 0) e, portanto, a indicação de concordância significativa (P < 0,001), foram 

utilizados os parâmetros definidos por Bland e Altman (BLAND; ALTMAN, 2010).   

 

 

4.7.3 Análise da equivalência entre os métodos de quantificação 

 

 

Para avaliar a concordância entre o método de qPCR para a quantificação de S. aureus 

e de células somáticas em amostras de leite, e os métodos de referência para as referidas 

células, utilizou-se o teste não-paramétrico das diferenças de Bland-Altman  (BLAND; 
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ALTMAN, 2010). Assim, a hipótese nula, testada pela estatística t, foi a de equivalência entre 

os métodos, e portanto, a de não diferença significativa que, do ponto de vista estatístico, 

significou que o Bias ou a diferença média observada entre os dados obtidos por ambas 

metodologias (referência e qPCR), foi igual à zero. Contrariamente, um valor P significativo 

implicou na aceitação da hipótese alternativa (Ha: métodos não são equivalentes), e o Bias 

observado foi diferente de zero. Os limites de concordância aceitáveis entre os métodos de 

referência e de qPCR foram definidos tendo como os valores limítrofes do intervalo de 

confiança de 95% das diferenças entre as duas metodologias numa distribuição t, com n – 1 

graus de liberdade (43 observações, aos pares, para S. aureus; 15 observações, aos pares, para 

células somáticas), ou seja, t (IC95%) ± erro padrão. A análise de Bland-Altman foi realizada 

por meio do pacote de análise estatística Analyse-it
® 

(Analyse-it Software Ltd., Leeds, West 

Yorkshire, Reino Unido) para Microsoft Excel
® 

(Microsoft Corporation  Ltd., Redmons, 

Washington, EUA).   

 

 

4.7.4 Identificação do efeito da infecção subclínica por S. aureus sobre a composição e 

produção do leite 

  

 

Para identificar os efeitos da mastite subclínica por S. aureus sobre a composição e 

produção de leite por quarto mamário, foram consideradas S. aureus positivas as glândulas em 

que foi detectado o S. aureus pelo qPCR; e S. aureus negativas aquelas em que o patógeno 

não foi detectado pelo qPCR. Quartos mamários dos quais foram isolados patógenos menores 

(Corynebacterium sp., estafilococos coagulase negativos) e com CCS ≤250.000 cels./mL 

foram classificados S. aureus negativos e foram considerados na análise estatística. Quartos 

mamários dos quais foram isoladas as espécies Staphylococcus hyicus ou Staphylococcus 

intermedius e seus equivalentes contralaterais foram excluídos da análise. Animais que 

apresentaram mastite clínica em qualquer um dos quartos foram excluídos da análise. 

 A análise de variância dos quadrados mínimos das médias de cada variável foi 

realizada num delineamento em parcelas subdivididas em faixas (strip-plot), em que os tetos 

anteriores ou posteriores foram separados em metades (anterior ou posterior), de modo que as 

glândulas contralaterais esquerda e direita foram comparadas dentro de uma mesma metade, 

dentro de uma mesma vaca, utilizando-se o seguinte modelo misto no PROC MIXED do 

SAS
®
 versão 9.2 (SAS Institute, Cary, NC, EUA):  
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Y = μ + tratamento + metade + tratamento*metade + [vaca + vaca*metade + 

tratamento*vaca(metade)] + e 

 

onde Y é a variável dependente em estudo; μ é a média dos quadrados mínimos da variável 

em questão; Tratamento e Metade são os fatores fixos de variação, onde: Tratamento é a 

presença ou não da mastite subclínica pelo S. aureus no teto (S. aureus negativo ou S. aureus 

positivo); e a Metade são os tetos contralaterais anteriores ou posteriores, dentro de uma 

mesma vaca; Tratamento*Metade é a interação entre os fatores fixos de variação; Vaca é o 

fator de variação aleatório; e e é o erro aleatório atribuído aos fatores de variação.  

 

 

4.7.5 Estimativa das correlações 

 

 

Para estimar o grau de relação entre as contagens de S. aureus, a CCS, produção e 

composição do leite produzido pelo quarto mamário afetado, foi utilizado o coeficiente de 

correlação produto-momento de Pearson. Para tanto, foram consideradas as contagens, 

determinada e estimada do microrganismo, obtidas respectivamente pelos métodos de 

referência e de qPCR, como variável independente, e as variáveis de composição (lactose, 

gordura, proteína bruta, proteína verdadeira, caseína e CCS) e produção (produção de leite, 

em mililitro e em grama, produção de leite corrigida para a concentração de 3,5% de gordura, 

gordura e proteína, em quilograma), como variáveis dependentes.    

De modo a remover a heterogeneidade de variâncias, os dados das variáveis 

quantitativas, as contagens de S. aureus (obtidas pelos métodos de qPCR e de referência) e a 

CCS, foram submetidos à transformação logarítmica de base 10 (log10) para a análise 

estatística. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

5.1 CONSTRUÇÃO DA CURVA PADRÃO 

  

 

a. Contagem de células somáticas 

 As alíquotas de leite com contagens crescentes de células somáticas (25.000 à 8,4 × 

10
6
 CS/mL) obtidas pelo método de rotina, foram utilizadas para a construção da curva padrão 

para quantificação da CCS bovina pelo método de qPCR. A faixa de variação obtida permitiu 

a abrangência de contagens inferiores aos limiares fisiológicos de referência para a glândula 

mamária bovina (<200.000 CS/mL) (SCHUKKEN et al., 2003), até valores próximos ao 

limite de quantificação pela metodologia de rotina (9,9 × 10
6
 CS/mL). A correlação entre os 

dados de contagem de células somáticas bovinas determinados pelos métodos de rotina e de 

qPCR para a quantificação de células somáticas apresentou coeficiente r = - 0,978 (P < 

0,001). A equação para a estimativa da CCS de uma dada amostra, em CS/mL, a partir da 

amplificação do gene BMCB bovino pelo qPCR é log10CCS = 49,3 - 34,0 log10CtBMCB, está 

representada na figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1 - Correlação entre as contagens de células somáticas bovinas obtidas por citometria de fluxo (CS/mL) e 

por qPCR (Ct BMCB/mL), de nove contagens crescentes de células somáticas em leite, utilizadas para 

a construção da curva padrão para a quantificação por qPCR. Os dados (CCS e Ct BMCB) estão 

expressos em escala logarítmica de base 10  
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 b. Enumeração do S. aureus ATCC 29213 

 Foram observadas correlações fortes e altamente significativas entre as razões de 

diluição seriada do S. aureus ATCC 29213 no leite, entre os métodos de contagem em placas 

e o de rotina (r = 0,994, P<0,001), e entre os métodos de qPCR e o de rotina (r = - 0,997, 

P<0,001), permitindo a construção da curva para quantificação do S. aureus em leite. Os 

resultados de UFC/mL das dez diluições seriadas de S. aureus ATCC 29213 em leite, obtidas 

pelo método de referência utilizado para a construção da curva padrão para quantificar o 

microrganismo por meio do qPCR variaram de 300 UFC/mL à 9,0 × 10
6
 UFC/mL.  

 Dessa maneira, uma vez determinada a correlação entre os dados de UFC de S. aureus 

do ATCC 29213 pela contagem em placas e os dados de Ct pela amplificação do S. aureus do 

ATCC 29213, por qPCR (Figura 2), foi estabelecida a equação de regressão linear para 

estimar a UFC/mL de S. aureus em leite a partir do método de qPCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2 - Correlação (r = - 0,989; P < 0,001) entre os resultados de quantificação do S. aureus ATCC 29213 

obtidos pelo método de referência (UFC/mL), contagem em placas pelo 3M Petrifilm® Staph Express 

Count Plate e por qPCR (Ct SAU/mL), de dez diluições seriadas do organismo em leite, para a 

construção da curva padrão. Os dados (UFC e Ct SAU) estão expressos em escala logarítmica de base 

10. A equação para a estimativa da UFC de S. aureus, em UFC/mL, a partir da amplificação do gene 

SAU de S. aureus pelo qPCR é log10UFC = 37,86 – 23,54 log10CtSAU 
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5.2  DETERMINAÇÃO DA SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE ANALÍTICAS, E DA 

REPETIBILIDADE DO MÉTODO DE QPCR PARA A DETECÇÃO DE S. AUREUS 

EM AMOSTRAS DE LEITE CONSERVADAS COM BRONOPOL 

 

 

Segundo a Organização Internacional de Epizootias, a sensibilidade analítica ou o 

limite de detecção de um patógeno por um dado método diagnóstico é definida como sendo a 

menor quantidade do agente infeccioso (o que pode ser representado pelo número de cópias 

de seu genoma, no caso de métodos diagnósticos biomoleculares) pelo método em questão, 

que se possa detectar e distinguir-se de um resultado negativo de fato. Portanto, para 

determinar a sensibilidade analítica de um teste diagnóstico, utiliza-se a diluição a tal ponto 

que o método não seja capaz de detectar o alvo em questão em mais de 5% das repetições 

dentro de um solvente que tenha as mesmas propriedades da matriz do analito (OFFICE 

INTERNATIONAL DES ÉPIZOOTIES, 2010). Neste estudo, a partir da análise da série de 

diluições 1:10 do inóculo de S. aureus ATCC 29213 em leite cru, em fase log, os resultados 

obtidos pelo ensaio (inóculo do S. aureus em leite, protocolo de extração utilizado e a 

amplificação por qPCR com subsequente quantificação do fluoróforo ligado ao produto de 

amplificação) foram consistentes desde o valor de 10 UFC/mL até 4,2 x 10
6
 UFC/mL de leite 

(Figura 3: Curvas de amplificação com maior e menor número de ciclos, Ct 36,70 e Ct 21,21, 

respectivamente), estimados pela regressão linear log10UFC = 37,86 – 23,54 log10CtSAU. A 

sensibilidade analítica do presente protocolo apresentou capacidade de detecção mais 

abrangente que os obtidos por Hein et al. (2005), 2,3 x 10
7
 à 7 x 10

1
 UFC/mL, e Graber et al. 

(2007), que se situou entre 1,15 x 10
6
 e 1,15 x 10

3
 UFC/mL. Ambos (HEIN et al., 2005; 

GRABER et al., 2007) também utilizaram o gene nuc como alvo para a detecção do S. aureus, 

a despeito dos protocolos quantitativos utilizados pelos estudos citados terem sido desenhados 

com base de detecção sonda-específica (Sistema TaqMan®, Applied Biosystems, Foster, 

EUA), direcionada para o supracitado alvo, o que aumenta a especificidade diagnóstica do 

método, mas pode determinar o decréscimo relativo da sensibilidade frente à polimorfismos 

genéticos discretos do alvo (BUSTIN, 2004). Estudos que utilizaram o sistema SYBR Green I 

como fluoróforo para a detecção e quantificação do S. aureus em queijos por qPCR 

reportaram limites de detecção de 60 cópias do gene nuc por microlitro das diluições de S. 

aureus DSM 1104, sem comprometimento da eficiência de amplificação e geração de 

produtos inespecíficos de PCR (HEIN et al., 2001). 
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Estudos pioneiros que buscaram detectar o S. aureus por multiplex qPCR a partir de 

amostras de leite provenientes de animais com mastite (GILLESPIE; OLIVER, 2005), 

utilizaram-se de sistema de detecção sonda-específico tendo como alvo gênico outro que o do 

presente estudo, o gene codificador da resistência à meticilina do patógeno (MARTINEAU et 

al., 1998), reportaram sensibilidade de detecção de 10
0
 UFC/mL do S. aureus em leite, mas 

necessitaram submeter as amostras à uma etapa de enriquecimento de 18 horas à 37°C 

previamente ao procedimento biomolecular. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3 - Representação gráfica da amplificação por qPCR das diluições de S. aureus ATCC 29213 em leite 

cru bovino, na proporção de 1:10, utilizadas para determinar a sensibilidade analítica método de 

qPCR proposto. Os Ct médios (21,21, 23,09, 25,76, 29,34, 32,60 e 36,70, respectivamente) são 

relativos à amplificação, em duplicata, das amostras contendo, respectivamente, 4,2 x 10
6
, 5,6 x 

10
5
, 4,3 x 10

4
, 2,0 x 10

3
, 1,7 x 10

2
 1,04 x 10

1 
UFC/mL, estimados pela regressão log10UFC = 37,86 

– 23,54 log10CtSAU 

  

 A especificidade analítica é definida como a capacidade de um teste para distinguir o 

agente em estudo de outros agentes infecciosos, determinada por meio da análise de 

patógenos geneticamente relacionados, e quando possível, de amostras de campo, obtidas de 

animais portadores da doença (OFFICE INTERNATIONAL DES ÉPIZOOTIES, 2010). Para 

a presente investigação, foram utilizados agentes sem relação genética com o S. aureus 

(Escherichia coli, Enterococcus sp., Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus agalactiae, 

Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis), estafilococos coagulase-negativo, todos 

isolados de casos de mastite. Os agentes de maior homologia genética com o S. aureus, o 

Staphylococcus hyicus e o Staphylococcus intermedius, também foram incluídos no estudo 

para a verificação da inespecificidade do primer SAU diante de seus ácidos nucleicos. Em 

todas as amostras verificou-se a amplificação do gene codificante do citocromo mitocondrial 
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bovino, presentes nas células somáticas bovinas (Figura 4), mas em nenhuma foi observada 

qualquer sinalização de amplificação do gene nuc.  

 O citocromo B está relacionado ao transporte trans membranar de elétrons na cadeia 

respiratória da mitocôndria de mamíferos, e é o único codificado pelo DNA mitocondrial 

(IRWIN; KOCHER; WILSON, 1991). O gene que codifica o citocromo B mitocondrial 

bovino possui aproximadamente 1,5 kb  (ANDERSON et al., 1982), e é uma sequência de 

cópia única e baixo índice de mutação (HASSANIN; DOUZERY, 1999). Adotado como 

controle positivo, possibilitou verificar que, uma vez que o anelamento do primer BMCB e 

consequente amplificação do alvo gênico ocorressem, tanto o protocolo de extração como o 

de amplificação foram adequadamente executados, mesmo quando o S. aureus não estivesse 

presente na amostra, ou quando outros patógenos (não S. aureus relacionados) utilizados para 

verificação da especificidade do primer SAU, fossem inoculados na amostra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4 - Representação gráfica da reação de qPCR para avaliação da especificidade analítica do protocolo 

utilizando o primer SAU. A amplificação do gene bovino visado pelo primer BMCB foi observada em 

todas reações, mas nenhuma mudança no sinal de amplificação do gene nuc foi verificada para os 

eluídos de extração contendo Escherichia coli, Enterococcus sp., Pseudomonas aeruginosa, 

Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, os estafilococos 

coagulase-negativa, e as espécies coagulase-positiva  S. hyicus e S. intermedius 

 

 O gene nuc, até o presente reportado em todas as cepas de S. aureus relacionados à 

mastite bovina  (BRAKSTAD; AASBAKK; MAELAND, 1992; FOURNIER et al., 2008), 

não está entre outras espécies epidemiologicamente importantes de estafilococos coagulase 

positivo, incluindo o S. hyicus e o S. intermedius (CAPURRO, 2009), bem como em outros 

agentes etiológicos relevantes da enfermidade (GRABER et al., 2009), o que confere a 

elevada especificidade analítica do oligonucleotídeo direcionado para esse alvo. Estudos 

biomoleculares que também utilizaram protocolos de amplificação visando o gene nuc, 
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igualmente verificaram elevada especificidade deste gene frente à espécies não-hemolíticas de 

estafilococos (FOURNIER et al., 2008), Streptococcus spp., Escherichia coli, Bacillus spp. 

(KIM et al., 2001), Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus haemolyticus, 

Staphylococcus warneri, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus hyicus e Staphylococcus 

intermedius (FOURNIER et al., 2008; GRABER et al., 2009), o que fundamenta a utilização 

deste gene como alvo de elevada especificidade para provas baseadas na PCR.  

 Apesar do índice de especificidade analítica de 100%, Boss et al. (2011) adotaram o 

gene codificante da enteroxina D (gene sed) como alvo de detecção do S. aureus por meio do 

qPCR, verificaram sensibilidade analítica de 10 UFC/mL do patógeno em amostras de leite de 

tanque sem qualquer tratamento ou incubação prévia. Entretanto, em função do supracitado 

gene estar presente somente entre os S. aureus genótipo B, os autores constataram menor 

sensibilidade diagnóstica da metodologia frente à amostras de leite contendo outras cepas 

mais prevalentes do S. aureus causadores de mastite bovina. 

 A maior repetibilidade dos testes diagnósticos baseados no método de PCR consiste na 

minimização da variabilidade de resultados observados entre replicatas independentemente 

analisadas (após otimizados e padronizados os processos de extração e amplificação). Dessa 

forma, para avaliação da consistência intra e interensaio de toda metodologia adotada para 

detecção e quantificação do S. aureus no presente experimento, considerou-se aceitável uma 

variação (CV – coeficiente de varição) de até 5% (BUSTIN, 2004) entre os valores de Ct 

obtidos (Tabela 2).  

 

Tabela 2 -  Coeficientes de variação intra e inter ensaios do número de ciclos de amplificação, das amostras de 

leite com contagens decrescentes de S. aureus, submetidas por quatro vezes ao método de qPCR, em 

dois dias diferentes 

 

Amostra 

 

UFC/mLa Ensaios dia1b  Ensaios dia 2b CV 

1,2
e
(%) 

  Ctc A' Ctc A'' CV
d
A(%)  Ctc B' Ctc B'' CV

d
B(%)  

1 9,0 x 10
6 

21,61 21,70 0,29  20,55 21,00 1,55 2,93 

2 3,2 x 10
5 

23,15 23,40 0,76  23,20 22,87 1,02 0,72 

3 3,0 x 10
4 

25,91 26,18 0,74  25,50 25,44 0,16 1,58 

4 1,4 x 10
3 

29,37 29,25 0,31  29,73 29,00 1,76 0,13 

5 3,0 x 10
2 

32,40 32,15 0,53  32,95 32,88 0,16 1,39 

6 1,3 x 10
1 

37,25 37,12 0,25  38,97 38,03 1,72 2,45 
a Contagem de S. aureus ATCC 29213, em UFC/mL, pela metodologia de referência (3M Petrifilm® Staph Express Count 

Plate) 
b Ensaios independentes A' e A'', B' e B'', realizados em dois dias independentes, 1 e 2  
c Ciclo em que ocorreu a amplificação da amostra durante a reação de qPCR, do ensaio em questão 
d Coeficiente de variação entre os Ct's obtidos dos ensaios A' e A'', e B' e B''. 
e Coeficiente de variação entre os Ct's obtidos dos ensaios executados nos dias 1 e 2 
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Os CV intra ensaios para a amostra de leite com a maior concentração do patógeno (9 

x 10
6
 UFC/mL) foram de 0,29 e 1,55%, nos dias A e B, respectivamente. Quando considerada 

a menor concentração do S. aureus (1,3 x 10
1
 UFC/mL), os CV intra ensaios foram de 0,25 e 

1,72%, respectivamente, nos dias A e B, em que toda a metodologia foi executada (extração 

do DNA do patógeno presente no leite e amplificação do gene nuc por qPCR). A variação dos 

resultados obtidos entre os dois dias em que a metodologia foi executada foi de 2,93% para a 

amostra contendo 9 x 10
6 

UFC/mL de S. aureus, e de 2,45% para a amostra contendo 1,3 x 

10
1
 UFC/mL da bactéria. A variabilidade observada no presente estudo foi menor que a obtida 

por Graber et al. (2007), que observaram variâncias intra e inter ensaios de 1,1 e 3,2% entre 

replicatas com contagens de 10
6 

e 5 x 10
3  

UFC/mL, respectivamente, e de 3,7 e 6,5%, 

respectivamente, entre os dias em que os ensaios foram realizados.  

Com base nesses resultados é possível inferir que o método sugerido apresentou 

repetibilidade adequada (OFFICE INTERNATIONAL DES ÉPIZOOTIES, 2010) para a 

detecção do S. aureus em amostras de leite, com contagens variando entre 9 x 10
6 

e 1,3 x 10
1
 

UFC/mL da bactéria. Entretanto, uma vez que os maiores coeficientes de variação do ensaio 

foram verificados entre as amostras contendo a maior e a menor concentração do patógeno, 

2,93% e 2,45%, respectivamente, há que se aventar a possibilidade de comprometimento da 

sensibilidade analítica do método proposto, em algum grau, quando da análise de amostras de 

leite contendo outra concentração do patógeno que não aquela abrangida pelo estudo. Diante 

desta hipótese, a otimização dos procedimentos de isolamento do DNA e da reação de 

amplificação (BUSTIN, 2004), poderiam elevar a repetibilidade do método proposto, 

contendo o potencial decréscimo de sensibilidade analítica do método frente à amostras com 

contagens maiores que 9 x 10
6 

UFC/mL e menores que 1,3 x 10
1
 UFC/mL, fato que pode ser 

verificado em amostras de leite de quartos mamários com infecções subclínicas (1 UFC/mL) 

(WALKER; RAJALA-SCHULTZ; DEGRAVES, 2010), ou aquelas provenientes de quadros 

clínicos agudos da mastite pelo S. aureus (WELLENBERG et al., 2010). 

 

 

5.3 CONCORDÂNCIA ENTRE OS MÉTODOS DE QPCR E CULTURA 

MICROBIOLÓGICA PARA O DIAGNÓSTICO DA MASTITE POR S. AUREUS 

 

 

 Os resultados obtidos da análise para a avaliação de concordância entre os métodos, 

cultura microbiológica convencional (método referência) e qPCR, para o diagnóstico do S. 

aureus, nas amostras de quartos mamários estão apresentados na tabela 3. 
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Tabela 3 - Contingência entre os resultados de detecção de S. aureus obtidos por cultura microbiológica e qPCR, 

de amostras de leite provenientes de 60 quartos mamários, coletadas assepticamente  

  Cultura microbiológica  

  Presença  Ausência Total 

 qPCR Presença  43 1 44 

 Ausência  0 16 16 

 Total 43 17 60 

 

 Das 60 amostras de leite analisadas por cultura microbiológica para o diagnóstico da 

mastite (OLIVER et al., 2004), 17 apresentaram resultado negativo para o S. aureus e em 43 o 

patógeno foi isolado. Entre as mesmas amostras, analisadas por qPCR, o agente não foi 

detectado em dezesseis delas. Não houve amostra com isolamento positivo do agente por 

cultura microbiológica que tenha apresentado resultado negativo pelo método de qPCR. 

Assumindo o exame microbiológico convencional como referência, a sensibilidade e 

especificidade diagnósticas foram de 97,7 e 100%, respectivamente, dentre os quartos 

analisados no presente estudo. O índice de concordância diagnóstica observado entre os 

métodos de referência e de qPCR, para a detecção do S. aureus, em amostras de leite de 

quartos mamários infectados subclinicamente, foi de Kappa = 0,958 (P<0,001). Entretanto, 

embora este índice Kappa indique concordância quase perfeita entre os resultados obtidos 

pelos métodos (ALTMAN, 1991), com um percentual geral de concordância de 98,33%, e os 

percentuais de concordância positiva e negativa, respectivamente, de 100% e 94,11% (FDA-

USDA, 2007), há que se considerar a imperfeição diagnóstica da cultura microbiológica para 

o isolamento do S. aureus a partir de amostras de leite de quartos mamários, e chances de até 

25% de resultados falso negativos quando da análise de uma única amostra de leite tomada da 

glândula doente (SEARS et al., 1990). E, muito embora o National Mastitis Council considere 

os resultados obtidos por cultura microbiológica como “definitivos” para o diagnóstico da 

mastite bovina (OLIVER et al., 2004), mesmo com etapas adicionais de pré incubação 

(ARTURSSON; NILSSONÖST; PERSSON WALLER, 2010) o método tem se mostrado 

uma referência diagnóstica imperfeita (KOSKINEN et al., 2009; WELLENBERG et al., 

2010), e mantém o diagnóstico da mastite por S. aureus como o ponto de maior preocupação 

em relação à epidemiologia da doença (KOSKINEN; HOLOPAINEN; SALMIKIVI, 2010), 

especialmente diante dos entraves para seu tratamento (GENTILINI et al., 2000; ZECCONI, 

2006; BENGTSSON et al., 2009). 
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 Assim, reconhecidas as limitações de sensibilidade e especificidade do gold standard 

para o diagnóstico definitivo da mastite estafilocócica bovina (OLIVER et al., 2004), estudos 

que utilizaram a reação em cadeia da polimerase para a detecção do S. aureus foram 

propostos de maneira à complementar ou mesmo substituir a forma convencional de 

diagnóstico (GILLESPIE; OLIVER, 2005; GRABER et al., 2007; STUDER et al., 2008; 

TAPONEN et al., 2009; BOSS et al., 2011), e demostraram que a adoção da cultura 

microbiológica como método de referência conduz à valores subestimados de sensibilidade e 

especificidade, reforçando que as estimativas reais de sensibilidade e especificidade da 

mastite bovina baseadas nas provas de PCR podem ser ainda maiores (KOSKINEN et al., 

2010). Diante disso, se assumidos os valores obtidos pelo método de qPCR proposto, a 

sensibilidade e especificidade diagnósticas do exame passariam para 100% e 94,12%, 

respectivamente, uma vez que 16 amostras se mostraram negativas para a presença do 

patógeno, enquanto 17 no total foram negativas. Utilizando-se de sistema comercial para 

detecção simultânea de patógenos causadores da mastite por qPCR (PathoProof
®
 Mastitis 

PCR Assay, Finnzymes Oy, Espoo, Finlândia) em amostras de quartos subclinicamente 

infectados, alguns autores relataram discrepâncias entre as estimativas de prevalência obtidas 

entre o método biomolecular e a microbiologia convencional. Wellenberg et al. (2010) 

constataram 24% a mais de amostras positivas pela prova biomolecular que as obtidas pelo 

exame microbiológico convencional. E, em uma das 38 amostras com isolamento negativo 

obtidas pelos autores, houve amplificação do gene do S. aureus. Adotando a mesma 

metodologia para sua validação como exame de triagem em 93 quartos mamários sadios, 

Koskinen et al. (2010) encontraram 7 amostras positivas, enquanto 4 tiveram diagnóstico 

positivo para mastite pela cultura microbiológica.  

 No presente estudo, embora o S. aureus tenha sido detectado por qPCR em somente 

uma das amostras, dentre as 17 que apresentaram resultado negativo pela cultura 

microbiológica, Graber et al. (2007) observaram maior proporção de reações positivas. 

Naquele estudo, entretanto, os autores submeteram todas as amostras, coletadas em três dias 

consecutivos, aos exames diagnósticos, por cultura e qPCR, e não somente amostras com 

CCS>250.000 CS/mL, limiar adotado no presente experimento, para a avaliação da 

concordância entre métodos, e verificaram amplificação do gene nuc em 3 amostras de leite 

com CCS<250.000, sem isolamento de S. aureus no exame microbiológico convencional, 

dentre as 33 analisadas.  

 Uma vez que a menor validade preditiva dos resultados negativos obtidos pela 

microbiologia convencional poderia comprometer as ações para controlar a transmissão do 



 

 

50 

patógeno num dado rebanho, há que se considerar a validade preditiva dos resultados 

positivos obtidos pelas provas diagnósticas baseadas em PCR. Portanto, considerando-se os 

valores de sensibilidade e especificidade diagnósticas obtidos pelo teste biomolecular 

utilizado para detecção do S. aureus dentre os quartos mamários analisados (100% e 94,12%, 

respectivamente), revelar-se-ia uma prevalência real de 73,4% de mastite estafilocócica dentre 

os tetos analisados, frente à prevalência aparente de 71,3% do patógeno determinada pela 

cultura microbiológica. 

 

 

5.4 EQUIVALÊNCIA ENTRE OS MÉTODOS DE QPCR E DE CONTAGEM 

ELETRÔNICA PARA A QUANTIFICAÇÃO DE CÉLULAS SOMÁTICAS BOVINAS 

A PARTIR DE AMOSTRAS DE LEITE CONSERVADAS COM BRONOPOL 

 

 

O resultado do teste da hipótese de equivalência entre as metodologias para 

quantificação de células somáticas no leite bovino e, portanto, a possibilidade do uso 

intercambiável entre elas, está apresentado nas figuras 5 e 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 -  Gráfico de identidade entre as contagens de células somáticas, em log10CS/mL, obtidas pelos 

métodos de qPCR [CS/mL(qPCR)] e de citometria de fluxo [CS/mL(Referência)]  

 

A figura 5 apresenta a dispersão das duas mensurações obtidas pelos métodos de 

citometria de fluxo e de qPCR, em contiguidade com a curva y=x, sem os desvios entre as 

medidas tomadas, de modo que tanto maior é a concordância entre os dois métodos de 

mensuração quanto maior a contiguidade dos pontos de observação ao longo da linha de 
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identidade (BLAND; ALTMAN, 2010). Uma vez que a condição para verificar se dois 

métodos de quantificação são equivalentes entre si é a de que ambos se utilizem da mesma 

escala de mensuração (BLAND; ALTMAN, 2010), os dados de Ct obtidos a partir da 

amplificação do gene BMCB bovino por qPCR foram submetidos à equação de regressão, 

log10CCS = 49,3 - 34,0 log10CtBMCB.  

Na figura 6 se verifica a magnitude das diferenças entre as contagens de células 

somáticas obtidas pelo método de citometria de fluxo e as estimadas pela PCR em tempo real, 

em log10CS/mL, em relação à média de resultados obtidos entre os dois métodos. Os dados 

deveriam ter dispersão constante ao longo da linha de identidade (BLAND; ALTMAN, 2010), 

entretanto, tal fato não ficou evidente devido ao número reduzido de amostras analisadas. 

Embora o n analisado entre os métodos tenha sido limitado, a diferença média entre as duas 

metodologias não foi significativa e, portanto, ambas se mostraram equivalentes (P = 0,101). 

A amplitude do intervalo de confiança (IC 95%) variou de -1,003 à 1,677, que se traduz numa 

discrepância de 500 CS/mL entre os resultados obtidos pelos dois métodos (log10CS/mL = 

2,7), diferença pouco relevante do ponto de vista clínico quando da avaliação da mastite 

bovina pela CCS em nível de quarto mamário (DOHOO; MEEK, 1982). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Representação gráfica da média entre os resultados de CCS em função das diferenças observadas entre 

os resultados de CCS (ambos em log10CS/mL), obtidos pelos dois métodos. O Bias (0,337) é a 

diferença média entre os valores de CCS obtidos pelas duas formas de mensuração e os valores limites 

de concordância entre os métodos variaram de -1,003 à 1,677 
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A contagem de células somáticas indica o nível de inflamação resultante de infecção 

da glândula mamária bovina, e sua determinação por citometria de fluxo em equipamento de 

contagem opto eletrônico é o método de rotina reconhecido para uso pelos laboratórios de 

análise da qualidade do leite de todo o mundo (International Organization for Standardization 

& International Dairy Federation, International Standard - ISO 13366-2:2006; IDF 148-2: 

2006). O resultado de CCS, associado ao da cultura microbiológica, contribui para estabelecer 

as medidas de controle da mastite no rebanho (BARKEMA et al., 1997). Entretanto, a 

utilização do bronopol como agente bactericida, necessário para a conservação da amostra 

destinada à CCS (CASSOLI; MACHADO; COLDEBELLA, 2010) impossibilita a cultura 

microbiológica a partir da mesma, e exige a coleta de uma segunda amostra, asséptica e sem 

conservante, do quarto afetado (SEŠĶĒNA; JANKEVICA, 2007). Esta amostra, sem 

conservante, pode ser congelada, mas a conservação por congelamento a inviabiliza para a 

análise da CCS (BARKEMA et al., 1997). O bronopol presente na amostra destinada à CCS 

pelo método proposto, não influenciou a extração do DNA mitocondrial bovino, nem gerou 

agentes inibidores de amplificação do gene BMCB por qPCR, possibilitando a determinação 

da contagem de células somáticas de forma equivalente à citometria de fluxo opto eletrônica a 

partir da mesma.  

Uma vez que o alvo adotado para a quantificação da célula somática bovina pelo 

método proposto foi o gene codificador do citocromo B, presente no DNA mitocondrial do 

hospedeiro, a diferença da celularidade na resposta inflamatória poderia se constituir num 

alvo passível de flutuação quantitativa, já que a mitocôndria possui papel importante na via 

inflamatória de leucócitos (RATHMELL; THOMPSON, 1999) e, portanto levar à sub ou 

super estimativa da CCS determinada a partir da regressão log10CCS = 49,3 - 34,0 

log10CtBMCB. Entretanto, as diferenças quantitativas da organela se dão somente em função do 

tipo celular recrutado para conter o patógeno, e não acontecem durante o ciclo celular de uma 

mesma célula (SAMUELSON, 2007), o que demonstrou adequação do alvo adotado para 

controle positivo e estimativa da CCS pelo método de qPCR de amostras com contagens 

variando de 11 x 10
3
 CS/mL a 5,66 x 10

6 
CS/mL conservadas com bronopol.  
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5.5 EQUIVALÊNCIA ENTRE OS MÉTODOS DE QPCR E DE REFERÊNCIA PARA A 

QUANTIFICAÇÃO DO S. AUREUS EM AMOSTRAS DE LEITE 

  

 

A análise de Bland-Altman foi utilizada para avaliar o nível de concordância entre os 

dois métodos e comparar o qPCR à metodologia de referência. O resultado da análise entre 

eles, para a determinação do número de S. aureus em amostras de leite bovino está 

apresentada nas figuras 7 e 8. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Gráfico de identidade entre as contagens de S. aureus (em log10UFC/mL) obtidas pelos métodos de 

qPCR [UFC/mL(Alternativo)] e de referência [UFC/mL(Referência)]  

 

 

 A figura 7 representa graficamente a dispersão das duas mensurações obtidas pelos 

métodos de referência (representado no eixo x), que variaram de 3,9 x 10
3
 UFC/mL à 50 x 10

3 

UFC/mL, e estimadas pelo qPCR (representado no eixo y), variando de 300 UFC/mL à 250 x 

10
3 

UFC/mL, plotados um contra o outro, sem os desvios observados entre as medidas.  
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Figura 8 - Representação gráfica da média entre os resultados de UFC/mL de S. aureus em função das diferenças 

observadas entre os resultados da contagem do patógeno obtidos pelos dois métodos (ambos em 

log10UFC/mL). O Bias (-0,332) é a diferença média entre os valores de UFC/mL por ambos métodos e 

os valores limites de concordância entre eles variaram de -1,852 à 1,188 

 

 

Na figura 8 está ilustrada a magnitude das diferenças entre as contagens do patógeno 

obtidas pelos métodos de contagem em placas e estimadas pelo qPCR, em log10UFC/mL, em 

relação à média de resultados obtidos entre os dois métodos. Os dados deveriam ter dispersão 

constante ao longo da linha de identidade (BLAND; ALTMAN, 2010), entretanto, a diferença 

média entre as duas formas de mensuração foi significativa e, portanto, são formas diferentes 

de quantificar o S. aureus em amostras de leite provenientes de quartos subclinicamente 

infectados e não podem ser usadas intercambiavelmente (P = 0,0069). Embora as contagens 

do S. aureus nas amostras de leite obtidas de quartos subclinicamente infectados obtidas por 

qPCR e pela metodologia de referência não tenham sido equivalentes, há que se ressaltar que 

as contagens de S. aureus ATCC 29213 por qPCR nas amostras de leite artificialmente 

contaminadas apresentaram correlação forte e significativa (r = -0,989; P<0,001) com a 

metodologia de referência, como demonstrado anteriormente. A não equivalência  poderia ser 

devida à presença de S. aureus mortos ou não cultiváveis nas amostras clínicas de leite, uma 

vez que se espera a ação de mecanismos intrínsecos da imunidade celular e humoral do 

hospedeiro sobre a viabilidade do patógeno causador da mastite, ainda que não se debele a 

infecção (BARRIO; RAINARD; POUTREL, 2003). Por conseguinte, a presença de DNA 

genômico que contivesse o fragmento do gene nuc de S. aureus, em quantidades iguais ou 

superiores ao limite de detecção obtido e relatado de 10 UFC/mL, independente da 
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integridade e viabilidade do microrganismo, seria passível de detecção e quantificação pelo 

método de qPCR utilizado no presente estudo. Alternativamente, Nogva et al. (2003) 

propuseram a utilização de brometo de etídeo monoazídico para inibir a amplificação por 

PCR do DNA de bactérias mortas, o que poderia contribuir para o aumento da concordância 

entre os resultados obtidos por qPCR e a contagem em placas do S. aureus.  

Hein et al. (2005) também verificaram correlação significativa entre os resultados de 

enumeração do gene nuc por qPCR e a contagem em placas das amostras de leite bovino 

inoculadas com S. aureus, e igualmente relataram baixa concordância entre os resultados 

obtidos das amostras naturalmente contaminadas. Graber et al. (2007), entretanto, verificaram 

correlação forte e significativa entre o número de S. aureus obtido pela contagem em placas e 

o qPCR (r = 0,92; e P<0,001),  afirmando a possibilidade de estimar a quantidade do 

patógeno no leite por meio do método biomolecular. No presente estudo a verificação de 

equivalência entre métodos para quantificação do patógeno em amostras de leite foi 

conduzida, do ponto de vista estatístico, de maneira apropriada à finalidade (LUDBROOK, 

2002), ao passo que a abordagem estatística adotada nos estudos de Graber et al. (2007), que 

utilizaram o produto-momento de Pearson, não permite verificar equivalência entre métodos 

que quantifiquem um variável contínua, e sim avalia a correlação entre tais variáveis para 

determinação do grau de interdependência entre as mesmas (LUDBROOK, 2006), fato que 

justificaria a discordância entre os resultados obtidos no presente estudo e os referenciados 

pelos citados autores. 

A discrepância média de 0,4 unidades logarítmicas entre as contagens do patógeno 

obtidas a partir dos métodos utilizados nesta pesquisa (médias de 4,1 log10UFC/mL e 3,7 

log10UFC/mL, para o qPCR e a contagem em placas, respectivamente), poderia ser ainda 

justificada pela diferença de UFC/mL observada durante a fase estacionária de crescimento de 

S. aureus de diferentes cepas (HEIN et al., 2001), bem como pela variação do conteúdo 

genômico que se verifica entre as diferentes fases de crescimento de uma mesma célula 

(LUDWIG; SCHLEIFER, 2000), o que impossibilitaria a estimativa do número de células 

bacterianas a partir da quantificação do gene nuc por meio do qPCR. Sendo assim, a equação 

de regressão log10UFC = 37,86 – 23,54 log10CtSAU não se aplicou de forma equivalente à 

contagem em placas para estimar a contagem de S. aureus viáveis em amostras de campo, 

haja vista fora construída com base na quantificação do número de cópias do gene nuc 

presentes nas amostras de leite artificialmente contaminadas com o S. aureus ATCC 29213. 

Ou seja, como cada cópia do gene nuc detectado por qPCR indicou uma célula de S. aureus 

que, viável ou não, estava presente na amostra, o método poderia representar maior 
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capacidade diagnóstica, mesmo que retrospectivamente, da presença do patógeno em quartos 

mamários, ainda que subclinicamente infectados. Ainda que a estimativa da UFC/mL por 

qPCR não se equivalha às contagens de S. aureus pelo método de referência, a consistente 

detecção do patógeno em amostras provenientes de quartos com uma baixa eliminação de 

células bacterianas, per se, dá ao método biomolecular apresentado a vantagem sobre a 

microbiologia convencional, especialmente frente a probabilidade elevada de resultados falso-

negativos pelo método quando apenas uma amostragem da glândula mamária afetada é 

realizada (SEARS et al., 1990). Se esses quartos com eliminação intermitente do patógeno 

representam uma constante fonte de infecção para os outros quartos mamários no rebanho, a 

possibilidade de um resultado diagnóstico em 6 horas representaria outro benefício do método 

de qPCR diante do período mínimo de 48 horas, necessário para o diagnóstico pela 

microbiologia convencional (OLIVER et al., 2004).  

 

 

5.6 ESTIMATIVA DA CORRELAÇÃO ENTRE A CCS E A CONTAGEM DE S. AUREUS 

EM AMOSTRAS DE LEITE DE QUARTOS MAMÁRIOS 

 

 

A dinâmica da resposta celular inflamatória bovina frente à colonização da glândula 

mamária pelo S. aureus foi medida a partir da avaliação do grau de relação entre a CCS e as 

contagens do patógeno, determinadas pelos métodos de referência (Figura 9) e de qPCR 

(Figura 10), respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9 - Correlação (r = 0,201; P = 0,1948) entre as contagens de S. aureus viáveis (log10UFC/mL 

[Referência]) e de células somáticas (log10CS/mL), respectivamente, obtidas de  amostras de leite de 

43 quartos mamários 
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 A análise do produto-momento entre o número de UFC/mL de S. aureus determinado 

pelo método de contagem em placas e a CCS em amostras de leite de quartos mamários 

demonstrou ausência de relação de dependência entre as variáveis (P =  0,1948), fato também 

relatado por Walker et al. (2010), que avaliaram a variação diária das contagens de S. aureus e 

de células somáticas em quartos mamários subclinicamente e naturalmente infectados pelo 

patógeno, também não observaram correlação entre as duas contagens. Shoshani et al. (2000), 

entretanto, identificaram o padrão cíclico senoidal de eliminação do patógeno pela glândula 

observado por Sears et al. (1990) concomitantemente acompanhado pela CCS após 

produzirem infecções subclínicas crônicas por meio da inoculação da cepa VL-8407 de S. 

aureus. 

 Embora o delineamento experimental adotado no presente estudo não tenha 

contemplado amostragens sucessivas dos quartos infectados, condição essa sugerida pelo 

NMC (OLIVER et al., 2004) para o correto diagnóstico da mastite por S. aureus diante da 

intermitente eliminação do patógeno (SEARS et al., 1990), foi verificada uma discreta 

diminuição da CCS à medida que a quantidade de patógenos, estimada pelo qPCR, aumentou 

(Figura 10).  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 -  Correlação (r = - 0,363; P < 0,0167) entre a contagem estimada de S. aureus (log10UFC/mL[qPCR]) 

pelo método de qPCR e a contagem de células somáticas (log10CS/mL), respectivamente, obtidas de 

amostras de leite de 43 quartos mamários 

 

 Apesar da baixa relação de interdependência entre as contagens (R
2
=0,132), foi 

possível verificar as menores CCS nas amostras com as maiores contagens do patógeno 

estimadas pelo qPCR. A despeito da estimativa da UFC/mL de S. aureus pelo qPCR não ter 
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sido considerada uma forma alternativa ao método de referência para contagem do patógeno, 

e das amostragens para as contagens da bactéria e de células somáticas terem sido apenas 

pontuais, é possível a descrição, mesmo que linear e discretamente (r = - 0,363; P < 0,0167), 

da tendência à relação inversa entre células somáticas e o número de S. aureus outrora 

reportada por (DALEY et al., 1991). Naquele estudo, Daley et al. (1991) avaliaram a CCS de 

quartos mamários durante cinco dias, após a infecção experimental e concomitante com o S. 

aureus ATCC 29740, e verificaram comportamento oposto ao da frequência e da amplitude 

do número de bactérias eliminadas pelas glândulas, mas que tal tendência não foi verificada 

ao mesmo tempo entre todas as glândulas durante o período do estudo. A resposta imune 

celular do hospedeiro, portanto, tenderia à um comportamento de ciclicidade senoidal, porém 

inverso ao padrão cíclico de colonização e eliminação do S. aureus pelas glândulas infectadas 

identificado por Sears et al. (1990).  

 O comportamento de ciclicidade senoidal de eliminação do S. aureus pela glândula 

infectada proposto por Sears et al. (1990), mas contraposto como “intermitente” por outros 

autores (GRABER et al., 2007; WALKER et al., 2010), pode ter sua justificativa baseada na 

interação que se estabelece entre o patógeno e o sistema imune do hospedeiro nas infecções 

subclínicas, o que permitiria uma melhor compreensão da situação observada no presente 

estudo, em que o número estimado de UFC/mL do patógeno era maior quando a CCS era 

menor: uma vez estabelecido o quadro de cronicidade observado numa infecção intramamária 

subclínica, a população de S. aureus  aumenta progressivamente na glândula durante 6 a 7 

dias (STUDER et al., 2008), situação a partir do qual o sistema imune da vaca, também 

progressivamente, retoma a montagem de uma resposta, predominantemente linfocitária no 

caso da infecção crônica e subclínica (SHOSHANI et al., 2000; SORDILLO; STREICHER, 

2002), para conter sua proliferação.  Em seguida, inicia-se o decréscimo do número de S. 

aureus na glândula, decorrente de sua eliminação pelo sistema imune, o qual não é 

completamente sucedido, seja pela capacidade da bactéria de invadir e parasitar as células 

epiteliais da glândula mamária (ALMEIDA et al., 1996; HÉBERT et al., 2000) e as células do 

sistema imune do hospedeiro (GRESHAM et al., 2000); pelos seus fatores de virulência que 

desencadeiam processos de lise, apoptose e contenção da proliferação do número de linfócitos  

(BARRIO; RAINARD; POUTREL, 2003; SLADEK et al., 2005; ZECCONI et al., 2005; 

ZECCONI et al., 2006); ou supressão do sistema imune da glândula mamária observada 

durante infecções persistentes pelo S. aureus (DOYMAZ et al., 1988). 

 A despeito de observada correlação negativa entre a contagem do patógeno estimada 

pelo qPCR e a CCS no presente estudo, o coeficiente de determinação foi baixo (R
2
=0,132), o 
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que permite elucubrações acerca da variabilidade da patogenicidade das células de S. aureus 

responsáveis pelas infecções intramamárias pesquisadas. Fournier et al. (2008) demonstraram 

que a maioria dos S. aureus genótipos C, O e G causam infecções intramamárias com CCS 

ligeiramente superiores aos limites fisiológicos. Interessantemente, no presente estudo 4 

quartos mamários apresentaram CCS entre 163 e 226 x 10
3 

CS/mL, dos quais 2 foram os que 

apresentaram as maiores contagens estimadas do patógeno pelo qPCR (1,42 x 10
6 

UFC/mL e 

2,48 x 10
6 

UFC/mL, com 216 x 10
3 

CS/mL e 226 x 10
3 

CS/mL, respectivamente). O S. aureus 

genótipo B, entretanto, determina as maiores CCS (FOURNIER et al., 2008), é o mais 

contagioso dentre os genótipos (BOSS et al., 2011) e está associado com a maior severidade 

dos sintomas (HAVERI et al., 2005). No presente estudo, os outros 39 quartos mamários 

apresentaram CCS entre 301 x 10
3 

CS/mL e 4,3 x 10
6 

CS/mL. A despeito da identificação 

genotípica do S. aureus não ter sido motivo de estudo na presente pesquisa, diante da presença 

do gene nuc, comum entre os genótipos B, C, O e G, todos os genótipos do patógeno seriam 

passíveis de detecção e quantificação pelo método proposto, embora nenhum desses subtipos 

terem sido reportados em estudos brasileiros até a presente data (RABELLO et al., 2005). 

 

 

5.7 EFEITO DA INFECÇÃO SUBCLÍNICA POR S. AUREUS SOBRE AS 

CONCENTRAÇÕES DE LACTOSE, GORDURA, PROTEÍNA BRUTA, PROTEÍNA 

VERDADEIRA E CASEÍNA, E CONTAGEM DE CÉLULAS SOMÁTICAS DO 

QUARTO MAMÁRIO AFETADO PELO MICRORGANISMO 

  

 

Uma vez que uma variação natural, de certa magnitude, em alguns componentes 

lácteos, e entre quartos mamários era esperada (NATZKE et al., 1965), procedeu-se a análise 

da composição do leite dos quartos mamários ipsilaterais preliminarmente à avaliação do 

efeito da infecção pelo S. aureus, e os resultados, segundo seu posicionamento, anterior ou 

posterior, e independente do status sanitário, estão apresentados na tabela 4.  
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Tabela 4 - Concentrações de lactose, gordura, proteína bruta, proteína verdadeira, caseína e contagem de células 

somáticas do leite dos quartos mamários ipsilaterais  

Variável Quartos mamários 

 Anteriores EPM
1
(n)

2 
Posteriores EPM

1
(n)

2 
P 

Lactose (%) 4,27 0,087 (10) 4,43 0,071 (18) 0,1008 

Gordura (%) 3,93 0,249 (10) 3,76 0,211 (18) 0,5024 

Proteína bruta (%) 3,36 0,119 (10) 3,22 0,118 (18) 0,0011 

Proteína verdadeira (%) 2,98 0,131 (8) 2,99 0,125 (18) 0,8281 

Caseína (%) 2,41 0,101 (8) 2,45 0,099 (18) 0,2580 

CCS (log10CS/mL) 5,56 0,104 (10) 5,33 0,078 (18) 0,09 
1
 EPM: Erro padrão da média dos quadrados mínimos 

2
 (n): Número de observações 

 

 O posicionamento dos quartos mamários ipsilaterais, anterior ou posterior, não 

exerceu influência sobre as variáveis de composição, exceto pelo fato do teor médio de 

proteína bruta observado entre as amostras obtidas dos quartos anteriores ter sido maior que a 

média verificada entre os posteriores. A proteína bruta não esteve entre as variáveis 

investigadas por Natzke et al. (1965) quando analisaram a variação da composição do leite em 

condições normais. Já Berglund et al. (2007) não encontraram diferenças nas variáveis de 

composição estudadas, e entre elas a proteína bruta, entre os quartos mamários anteriores e 

posteriores de animais com CCS<100.000 CS/mL em todos os quartos. Sendo assim, a 

diferença entre as concentrações de proteína bruta observada neste estudo poderia ter sido 

devido à CCS observada entre os quartos mamários anteriores (5,56 log10CS/mL, ou seja, 

aproximadamente 365.000 CS/mL) comparada à dos quartos posteriores (5,33 log10CS/mL, 

ou seja, aproximadamente 215.000 CS/mL). Ainda que não significativa estatisticamente (P = 

0,09), na prática vacas com CCS média de 300.000 CS/mL produzem leite com maiores 

concentrações de proteína bruta e menores de caseína (AULDIST et al., 1995) e tal fato daria 

suporte à especulação apresentada. Em pesquisa mais recente, Coulon et al. (2002) não 

encontraram diferenças de concentração da proteína bruta atribuídas ao posicionamento 

(anterior ou posterior) dos quartos mamários, nem alterações no leite produzido por quartos 

sadios quando outro(s) quarto(s) de um mesmo úbere apresentou(aram) mastite. Entretanto, 

observaram pequenos aumentos de CCS dos quartos mamários sadios se um ou mais quartos 

estavam infectados por algum dos patógenos estudados (Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus, Streptococcus uberis, Corynebacterium bovis, outros estreptococos e estafilococos 

relevantes). Os autores também verificaram alterações de composição no leite quando 

consideraram o isolamento de  alguns dos patógenos, em particular, o S. aureus. Por essa 
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razão, procedeu-se a análise de composição do leite segundo o status de infecção subclínica 

por S. aureus, positivo ou negativo, das amostras obtidas na presente pesquisa, e os resultados 

estão apresentados na tabela 5.  

 

Tabela 5 -  Efeito do S. aureus sobre as concentrações de lactose, gordura, proteína bruta, proteína verdadeira e 

caseína, e contagem de células somáticas no leite de quartos mamários subclinicamente infectados 

Variável Status de infecção pelo S. aureus 

 Positivo Negativo n
1 

EPM(n)
2 

P 

Lactose (%) 4,32 4,38 14 0,069 0,2369 

Gordura (%) 3,76 3,93 14 0,205 0,1485 

Proteína bruta (%) 3,29 3,29 14 0,118 0,8417 

Proteína verdadeira (%) 2,98 2,99 13 0,126 0,7338 

Caseína (%) 2,41 2,44 13 0,099 0,0503 

CCS (log10CS/mL) 5,82 5,06 14 0,084 <,0001 
1
 n: Número de observações, aos pares 

2
 EPM: Erro padrão da média dos quadrados mínimos 

 

 Novamente, exceto para as contagens de células somáticas, que apresentaram valores 

médios aproximados de 660.000 e 115.000 CS/mL, entre os tetos subclinicamente afetados 

pelo S. aureus e sadios, respectivamente, não foram observadas diferenças de composição 

atribuídas à infecção mastite subclínica por S. aureus. As CCS obtidas neste estudo foram 

semelhantes às observadas por Coulon et al. (2002), que relataram CCS de 690.000 e 48.900 

CS/mL entre os quartos mamários com e sem mastite subclínica pelo S. aureus, 

respectivamente. Ao contrário do que fora observado na presente pesquisa, os autores 

encontraram diferenças marcantes (P<0,01) entre as concentrações de lactose (4,56 e  3,97%, 

respectivamente) e proteína bruta (3,29 e 3,45%, respectivamente) dos quartos mamários 

sadios e infectados pelo patógeno. Ainda, reportaram discreta, porém significativa diminuição 

na relação caseína/proteína bruta (0,82 e 0,80, entre os quartos sadios e infectados, 

respectivamente), embora os teores de caseína não tenham se alterado (2,63 e 2,69%, P>0,05). 

Zafalon et al. (2008) também observaram as maiores CCS entre os quartos mamários 

acometidos subclinicamente pelo S. aureus, mas reportaram menores concentrações médias 

de proteínas bruta e verdadeira, e de caseína. 

 Apesar de aceito o fato de que a maior permeabilidade capilar durante a inflamação 

subclínica aumente o aporte de proteínas séricas para o interior da glândula mamária, levando 

ao aumento das concentrações de proteínas totais no leite (AULDIST et al., 1995), tal situação 

não ficou evidente no presente estudo, e os teores de proteína bruta no leite das glândulas 
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doentes não foram diferentes (P=0,847) daqueles observados nas glândulas sem infecção. Em 

que pesem as reportadas alterações nos teores de caseína devido à infecção intramamária 

subclínica pelo S. aureus (ZAFALON et al., 2008), sejam elas pelo aumento da concentração 

de enzimas endógenas no leite com atividade proteolítica de natureza sistêmica ou local 

(KELLY; O´FLAHERTY; FOX, 2006), ou pelo comprometimento de sua produção pelo 

epitélio mamário dado o dano ocasionado pela inflamação (ZHAO; LACASSE, 2008), há 

ainda que se considerar fatores específicos ligados ao S. aureus e sua interação com a resposta 

imune inata do hospedeiro (YOUNIS et al., 2003), responsáveis por desencadear um processo 

hidrolítico que pode não alterar as concentrações desta proteína no leite, mas comprometem 

propriedades reológicas de importância para a fabricação dos derivados da caseína (LEITNER 

et al., 2006). Da mesma maneira como observado no presente estudo, Leitner et al. (2006) 

também não verificaram diferenças significativas nos teores de lactose (4,65%), gordura 

(3,42%), proteína bruta (3,37%) e caseína (2,68%) no leite das glândulas com o mastite 

subclínica por S. aureus comparadas aos quartos mamários sadios quando investigaram as 

possíveis interações entre patógenos e a composição do leite. Aqueles autores (LEITNER et 

al., 2006), apesar de também terem observado maior CCS nos quartos infectados pelo S. 

aureus comparado aos quartos sadios (865.000 CS/mL versus 116.000 CS/mL, 

respectivamente), observaram que a análise da CCS no leite apresentou a menor capacidade 

preditiva de produção de queijos, pois verificaram firmeza de coalho diferentes entre queijos 

produzidos a partir de leites com CCS similares (~1 x 10
6 

CS/mL), mas provenientes de 

quartos infectados com patógenos diferentes (S. aureus e Streptococcus dysgalactiae). Essa 

ausência de correlação entre a hidrólise da caseína e CCS que também fora reportada em 

outros estudos (URECH; PUHAN; SCHÄLLIBAUM, 1999; FORSBÄCK et al., 2010) sugere 

que fatores relacionados à interação entre bactéria e hospedeiro (YOUNIS et al., 2003; 

ZECCONI et al., 2005), e não somente o aumento da CCS, podem alterar a estrutura micelar 

da caseína (RUSSELL et al., 1977), e consequentemente sua qualidade reológica, sem que se 

alterem as suas concentrações no leite, como observado no presente estudo. 

 Assim, dada à dogmática diferença de composição do leite entre os quartos anteriores 

e posteriores outrora reportada (NATZKE et al., 1965) e às observadas neste estudo, foi 

imperativo que o modelo estatístico utilizado (SILVA et al., 2008) contemplasse os fatores 

fixos de variação “quartos anteriores” ou “quartos posteriores”, e a “infecção subclínica pelo 

S. aureus” no quarto mamário, tendo como referência seu respectivo contralateral sadio; além 

do fator aleatório “vaca”. Os resultados da análise de composição do leite de quartos 
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mamários contralaterais infectados subclinicamente pelo patógeno, separados entre anteriores 

e posteriores, estão apresentados na tabela 6.
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Tabela 6 -  Efeito da infecção subclínica por S. aureus sobre as concentrações de lactose, gordura, proteína bruta, proteína verdadeira e caseína, e contagem de células 

somáticas, segundo o posicionamento, anterior ou posterior, dos quartos mamários contralaterais 

 Quartos mamários anteriores  Quartos mamários posteriores Interação
3 

Variável Status de infecção pelo S. aureus  Status de infecção pelo S. aureus  

 Positivo Negativo n
1 

EPM
2 

P  Positivo Negativo n
1 

EPM
2 

P  

Lactose (%) 4,25 4,30 5 0,095 0,5719  4,39 4,47 9 0,076 0,2172 0,7615 

Gordura (%) 3,87 3,98 5 0,265 0,5361  3,65 3,88 9 0,222 0,1094 0,6115 

Proteína bruta (%) 3,36 3,36 4 0,119 0,8454  3,22 3,22 9 0,118 0,9420 0,9101 

Proteína verdadeira (%) 2,96 3,00 4 0,133 0,3436  3,20 2,98 9 0,126 0,4104 0,2207 

Caseína (%) 2,39 2,43 4 0,102 0,0878  2,44 2,45 9 0,100 0,2744 0,3771 

CCS (log10CS/mL) 5,97 5,14 5 0,133 0,0003  5,66 4,99 9 0,099 0,0001 0,0448 
1
 n: Número de observações, aos pares 

2
 EPM: Erro padrão da média dos quadrados mínimos 

3
 Interação: Probabilidade de efeito da interação entre metade (anterior ou posterior) e infecção subclínica pelo S. aureus 
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A infecção subclínica pelo S. aureus aumentou as CCS dos quartos mamários 

anteriores e posteriores, mas não influenciou os teores de lactose, gordura, proteína bruta, 

proteína verdadeira e caseína do leite produzido pelas glândulas afetadas. As médias das CCS, 

em valores absolutos, observadas entre os quartos mamários anteriores, doente e sadio, 

respectivamente, foram de, aproximadamente, 935.000 e 139.000 CS/mL (P = 

0,0003) e entre os posteriores, de 460.000 e 100.000 CS/mL (P = 0,0001). Embora a infecção 

subclínica pelo patógeno per se ter aumentado as CCS dos quartos mamários afetados (Tabela 

5), aparentemente o seu posicionamento também  contribuiu para o maior acometimento do 

mesmo pela doença, haja vista observou-se relação de interação significativa (P = 0,0448, 

Tabela 6) entre a infecção subclínica pelo S. aureus e a localização, anterior ou posterior, da 

glândula no úbere, para a CCS. Apesar da necessidade de se considerar a produção de leite 

pelos quartos para uma melhor interpretação dos resultados (Tabela 8), a CCS média das 

glândulas posteriores com a infecção subclínica foram numericamente menores (dados não 

submetidos à análise estatística) que as contagens das glândulas anteriores acometidas (5,66 

log10CS/mL, ±0,076 e 5,97 log10CS/mL, ± 0,133, respectivamente). Tal observação é 

contraposta à  de Barkema et al. (1997), que apesar de também terem encontrado um maior 

número de quartos posteriores que anteriores acometidos pelo S. aureus, observaram as 

maiores CCS entre os quartos posteriores infectados. De acordo com os autores, existe uma 

relação de interdependência entre os quartos mamários, de animais de um mesmo rebanho e 

de quartos de uma mesma vaca, que é tanto mais forte quanto maior a contagiosidade e 

patogenicidade do agente causador da infecção. Assim, a maior incidência do S. aureus sobre 

os quartos mamários de um mesmo rebanho e a maior susceptibilidade do(s) quarto(s) 

mamário(s) num mesmo animal frente ao patógeno estão diretamente relacionados à maior 

exposição da glândula ao agente (LAM et al., 1996). Obviamente, a relação de dependência 

entre a infecção pelo S. aureus e as CCS dos quartos anteriores e posteriores observadas no 

presente estudo poderia ser também atribuída à fatores ligados ao animal, como 

imunocompetência da vaca, e produção de leite da vaca (por todos os quartos, ou pelos 

quartos anteriores e posteriores, separadamente), de modo que, o modelo estatístico utilizado 

([vaca + vaca*metade + tratamento*vaca(metade)]) contemplou tais fatores. Entretanto, a 

maior susceptibilidade dos quartos mamários não doentes e com baixa CCS, frente a presença 

do S. aureus no rebanho (ZADOKS et al., 2001) não foi considerada pelo modelo, fator 

especialmente importante nos dois rebanhos estudados, em que o posicionamento e a ordem 

em que as vacas eram ordenhadas poderiam influenciar a dinâmica de transmissão do 

patógeno, afetando a incidência de infecções sobre os quartos estudados e, consequentemente, 

6

5 
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as CCS (ZADOKS et al., 2002). Dessa forma, parece claro que os efeitos específicos de 

contagiosidade e patogenicidade do S. aureus devem ser considerados e, uma vez que a 

dinâmica de transmissão do patógeno não foi acompanhada nesta pesquisa, não há margem 

para afirmações acerca da variação da CCS entre os quartos anteriores e posteriores relatado 

por Barkema et al. (1997). 

Embora não diferentes estatisticamente, as médias do teor de gordura no leite dos 

quartos mamários anteriores e posteriores, positivos e negativos para o S. aureus, 

apresentaram notável diferença numérica. Uma vez conjecturada a hipótese de nulidade de 

efeito da infecção subclínica pelo S. aureus sobre a composição de leite do quarto mamário 

afetado, poder-se-ia estar aceitando o erro do Tipo II, e o teste estatístico adotado estar 

falhando em rejeitar a hipótese de nulidade de efeito da infecção sobre o teor de gordura do 

leite das glândulas acometidas (PEREIRA, 2010), o que poderia estar relacionado ao tamanho 

da amostra considerada para a análise (5 e 9 pares de quartos anteriores e posteriores, 

respectivamente) e a amplitude de variância verificada entre as observações (EPM = 0,265 e 

EPM = 0,222, entre os quartos anteriores e posteriores, respectivamente). Decréscimos nas 

concentrações de gordura no leite eram esperadas, seja pela menor síntese do sólido como 

resultado do dano ao epitélio causado pelo patógeno (ALMEIDA et al., 1996) ou pela maior 

atividade lipolítica de enzimas leucocitárias (AZZARA; DIMICK, 1985), mas tal efeito não 

foi evidenciado estatisticamente no presente estudo. Maior do que a redução da síntese de 

gorduras pelas células do epitélio glandular é o decréscimo na produção de leite, o que levaria 

à um aumento virtual no teor de gordura (SCHULTZ, 1977). Entretanto, apesar da menor 

produção de leite dos quartos mamários anteriores com mastite subclínica pelo S. aureus 

(Tabela 9), o efeito citado por Schultz (1977) não foi observado no presente estudo (P>0,05), 

para os quartos anteriores e posteriores. De fato, há contrariedades sobre o teor de gordura 

observado no leite de glândulas com mastite subclínica. Kitchen (1981) e Auldist et al. (1995) 

relataram leites com as menores concentrações de gordura nas mastites subclínicas, mas 

compararam o leite produzido por animais doentes e sadios, e não entre glândulas de um 

mesmo animal, diferente da abordagem adotada no presente estudo. Rogers et al. (1989), por 

outro lado, não encontraram diferenças nos teores de gordura, mas usaram o tanque como 

unidade amostral, e assim como Auldist et al. (1995), não consideraram o fator de variação 

“vaca” na análise, impossibilitando as comparações com os resultados obtidos no presente 

estudo.  

A lactose também não sofreu a influência do status de infecção da glândula mamária e 

do posicionamento do quarto mamário afetado, e tanto quanto a gordura, notáveis diferenças 
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numéricas entre quartos mamários doentes e sadios foram observadas (4,25 e 4,30%, 

respectivamente, entre os anteriores; e 4,39 e 4,47%, entre os posteriores) com desvios médios 

baixos (EPM = 0,095 e EPM = 0,076, entre anteriores e posteriores, respectivamente). Bansal 

et al. (2005) obtiveram 4,61%, com desvio padrão = ± 0,25, e  4,84%, com desvio padrão = ± 

0,18, e P < 0,01, mas compararam quartos sadios e doentes, respectivamente, entre animais, 

dissociando as diferenças individuais da análise e o patógeno que estivesse associado à 

infecção. Coulon et al. (2002) e Leitner et al. (2006) consideraram o patógeno, mas também 

não consideraram as diferenças individuais nem o posicionamento dos quartos mamários. 

Coulon et al. (2002) verificaram diferença (P < 0,01) entre os teores de lactose do leite de 

quartos com infecção subclínica pelo S. aureus (4,56%) e sadios (4,77%), e Leitner et al. 

(2006) não observaram diferença estatística entre os teores do sólido.  

 

5.8 EFEITO DA MASTITE POR S. AUREUS SOBRE A PRODUÇÃO DO QUARTO 

MAMÁRIO AFETADO PELO MICRORGANISMO 

  

 

Preliminar à avaliação do efeito da infecção subclínica pelo S. aureus sobre a 

produção do quarto mamário, procedeu-se a análise para verificar as diferenças de produção 

esperadas entre as glândulas ipsilaterais anteriores e posteriores, independente do status 

sanitário, conforme previamente reportadas na literatura (MATTHEWS et al., 1941). Os 

resultados de produção dos quartos mamários ipsilaterais, segundo seu posicionamento, 

anterior ou posterior, independente do status sanitário, estão apresentados na tabela 7. 

   

Tabela 7 -  Produção de leite, em mililitros e gramas, produção de leite corrigida para a concentração de 

3,5% de gordura, e produção de gordura e proteína, em quilograma dos quartos mamários 

ipsilaterais 

 Quartos mamários 

 Anteriores EPM
1
(n)

2 
Posteriores EPM

1
(n)

2 
P 

Produção de leite (mL) 1085,01 178,81 (10) 1707,81 173,57 (18) 0,0788 

Produção de leite (g)
3 

1117,56 184,18 (10) 1759,05 178,77 (18) 0,0788 

FCM (g)
4 

1234,94 217,67 (10) 1819,46 211,64 (18) 0,0991 

Gordura (kg) 0,054 0,011 (10) 0,061 0,008 (18) 0,6367 

Proteína (kg) 0,041 0,006 (10) 0,053 0,005 (18) 0,2387 
1
 EPM: Erro padrão da média dos quadrados mínimos 

2
 (n): Número de observações 

3
 Volume de leite, em mililitros, convertida para massa de leite, em gramas (JENSEN, 1995) 

4
 Produção de leite ajustada para o percentual relativo de gordura de 3,5% (GAINES; DAVIDSON, 1923) 
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 Embora desejável que as produções de leite e de componentes lácteos fossem 

distribuídas uniformemente entre as metades anteriores e posteriores de modo à permitir uma 

melhor predição da habilidade leiteira de uma vaca (GAWALI; BHATNAGAR, 1975), a 

distribuição da produção em 40% e 60% entre as glândulas anteriores e posteriores, 

respectivamente, são fisiologicamente esperadas, em particular quando se tem como 

referência a produção de uma única ordenha da vaca (MATTHEWS et al., 1941) como foi o 

caso do presente estudo. A despeito das diferenças numéricas observadas entre as médias de 

produção das metades anteriores e posteriores terem sido percentualmente similares às 

diferenças fisiológicas documentadas na literatura (38,86% produzido pelas glândulas craniais 

e 61,13% pela glândulas caudais), a probabilidade de efeito do posicionamento não fora 

evidenciada (P = 0,0788) pelo teste estatístico adotado. Igualmente, Försback et al. (2010) 

relataram maior quantidade de leite produzido pelos quartos posteriores de vacas, quando 

buscaram mensurar a variação diária dos quartos de nove vacas hígidas da raça Sueca 

Vermelha. Os animais utilizados no citado estudo, entretanto, estavam na 27
a
 semana de 

lactação (± 2 semanas), com 2,2 lactações (± 1,8 lactações) e produzindo, em média, 21,6 

kg/dia (± 1,7 kg), diferente da presente pesquisa, em que os fatores dias em lactação (de 39 a 

250 dias em lactação) e produção de leite (não houve critério de seleção para esse fator) não 

foram controlados.  

 A produção de leite ajustada para o percentual de gordura de 3,5% (GAINES; 

DAVIDSON, 1923) não foi diferente entre os quartos mamários anteriores e posteriores, a 

despeito da diferença de 19,13% de leite produzido entre eles (1234,94 g e 1819,46 g, 

produzidos pelos quartos anteriores e posteriores, respectivamente). Mais uma vez, a não 

diferença estatística observada entre as produções médias dos quartos mamários anteriores e 

posteriores é possivelmente devida ao poder do teste estatístico em conservar a igualdade 

diante da vulnerabilidade do estudo baseado no tamanho da amostra (PEREIRA, 2010). 

Assim, procedeu-se a análise da influência do S. aureus sobre a produção de leite, em 

mililitros e gramas, da produção de leite corrigida para a concentração de 3,5% de gordura, e 

da produção de gordura e proteína, em quilograma, dos quartos mamários subclinicamente 

infectados pelo S. aureus, e os resultados estão apresentados na tabela 8. 
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Tabela 8 -  Efeito do S. aureus sobre a produção de leite, em mililitros e gramas, da produção de leite 

corrigida para a concentração de 3,5% de gordura, e a produção de gordura e proteína, em 

quilogramas, de quartos mamários subclinicamente infectados 

Variável Status de infecção pelo S. aureus 

 Positivo Negativo n
1 

EPM
2 

P 

Produção de leite (mL) 1346,72 1428,10 14 172,52 0,0495 

Produção de leite (g)
3 

1405,66 1470,95 14 177,70 0,0495 

FCM (g)
4 

1476,47 1577,93 14 210,44 0,0109 

Gordura (kg) 0,055 0,060 14 0,007 0,0076 

Proteína (kg) 0,046 0,048 14 0,004 0,0559 
1
 n: Número de observações, aos pares 

2
 EPM: Erro padrão da média dos quadrados mínimos 

3
 Volume de leite, em mililitros, convertida para massa de leite, em gramas (JENSEN, 1995) 

4
 Produção de leite ajustada para o percentual relativo de gordura de 3,5% (GAINES; DAVIDSON, 1923) 

 

Com exceção à produção de proteína, as outras variáveis de produção estudadas na 

presente investigação foram influenciadas pela condição subclínica de infecção pelo 

patógeno. A quantidade de leite produzida pelos quartos mamários com a infecção foi em 

média, 81,38 mililitros menor que as glândulas contralaterais sadias (1346,72 e 1428,10 

mililitros, respectivamente), o que se traduz numa quantidade de leite 4,4% menor em relação 

ao teto em que se detectou o patógeno. A análise comparativa entre o quarto mamário doente 

e o contralateral hígido num mesmo animal permite quantificar os efeitos negativos da mastite 

subclínica sobre as variáveis de produção e composição do leite com nível de confiança alto, 

mesmo com um número de unidades amostrais relativamente pequeno, neutralizando o efeito 

de fatores individuais, ou aqueles relacionados com o ambiente ou manejo (BARKEMA et al., 

1997). A partir dessa abordagem, foi possível afirmar que a mastite subclínica pelo S. aureus 

determinou a menor produção de leite nas glândulas acometidas (1405,66 g e 1470,95 g, com 

P = 0,0495, produzidos pelas glândulas inflamadas e sadias, respectivamente), independente 

de seu posicionamento, anterior ou posterior. Diferenças de produção de 780 g de leite por 

ordenha (TESFAYE; REGASSA; KELAY, 2010) e de 760 kg por lactação (NATZKE et al., 

1972) entre quartos mamários sadios e com a infecção subclínica pelo S. aureus já foram 

registradas, embora perdas relacionadas à infecção pelo patógeno podem variar em função da 

categoria animal em estudo. Whist et al (2009) observaram que multíparas em que a bactéria 

foi isolada em um quarto mamário produziram, em média, 94 kg e 161 kg de leite a menos 

que os animais hígidos em segunda, e a partir da terceira lactação, respectivamente. E nas 

multíparas das quais mais do que dois quartos mamários  foram isolados o S. aureus, as 

perdas chegaram a 390 kg de leite comparadas aos animais na mesma categoria durante uma 
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lactação de 305 dias (WHIST et al., 2009). No mesmo estudo Whist et al. (2009), 

demonstraram que primíparas com isolamento positivo para o S. aureus apresentaram curva 

de lactação similar àquelas com diagnóstico negativo para o patógeno, com exceção das 

novilhas das quais mais que dois quartos mamários o patógeno foi isolado. Já Paradis et al. 

(2010), apesar de terem utilizado o leite composto das primíparas para análise ao invés do 

leite individual dos quartos, não estimaram diferenças significativas de produção a partir de 

modelos preditivos entre os animais acometidos pela infecção subclínica pelo S. aureus no 

primeiro mês de lactação, quando comparadas às contemporâneas hígidas. As diferenças 

observadas entre as perdas de produção de leite na presente pesquisa e aos demais estudos 

citados poderiam ser devido à seleção não distinta dos animais aqui utilizados no que se refere 

ao número de parições/lactações para seleção. Parece claro que fatores como parição, número 

de lactações, e estágio da lactação do indivíduo sejam fatores que influenciam diretamente a 

susceptibilidade dos quartos frente ao S. aureus (ZADOKS et al., 2001), uma vez que 

Barkema et al. (1997) observaram um número maior de vacas sem qualquer um dos quatro 

quartos infectados e vacas com múltiplos quartos infectados do que as expectativas calculadas 

para as mastites subclínicas devidas à patógenos contagiosos. Portanto, devido à 

heterogeneidade dos animais utilizados no presente estudo, não foi possível determinar um 

estimador capaz de inferir sobre a magnitude de perdas de produção decorrentes da infecção 

subclínica pelo S. aureus a partir dos resultados obtidos.  

A patogenicidade da cepa de S. aureus envolvida em infecções subclínicas parece 

também contribuir para a cronicidade da doença e a magnitude das perdas de produção 

decorrentes dela. O S. aureus VL-8407, cepa de campo utilizada por Shoshani et al. (2000) 

para infectar experimentalmente quartos mamários de 4 primíparas e oito multíparas, 

estabeleceu o quadro subclínico da mastite nos quartos inoculados, mas não determinou 

diferenças na produção de leite das glândulas acometidas durante os 50 dias pós inoculação. 

Os autores (SHOSHANI et al., 2000) atribuíram a ausência de efeito à baixa virulência da 

cepa ou à maior resistência dos animais, todos com 150 dias em lactação, utilizados no 

estudo. Anderson e Lyman (2006), entretanto, verificaram as maiores perdas de leite e 

maiores CCS dos rebanhos cujas cepas isoladas mantinham-se por 15 anos. 

Apesar da equação de Gaines e Davidson (1923) ter sido primeiramente desenvolvida 

para o balanceamento de energia da alimentação da vaca leiteira com base na energia do leite 

por ela produzida, o modelo passou a ser utilizado pela cadeia leiteira como referencial de 

produção, industrialização e precificação da matéria-prima (BROG, 1970; Dairy Herd 

Improvement, 2011). Assim, após a conversão dos dados de produção de leite para gramas 
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(JENSEN, 1995) e ajuste para o percentual relativo de gordura de 3,5% (GAINES; 

DAVIDSON, 1923) [3,5% FCM =  (massa de leite x 0,432) + (massa de gordura x 16,216)], 

foi possível observar que a média de produção ajustada das glândulas com a mastite também 

foi menor (P = 0,01) que a produção média registrada nas glândulas não infectadas (1476,47 g 

e 1577,93 g, respectivamente), diferença que determinou aproximadamente 7% à menos de 

leite com o teor de 3,5%. Dessa maneira,  ficam margens para a reinterpretação do significado 

prático dessa diferença. Se anteriormente foi observada  ausência de diferença entre os teores 

médios de gordura (3,76%  e 3,93%, glândulas doentes e sadias, respectivamente, com P = 

0,1485, Tabela 5) do total de leite produzido pelos quartos mamários com a infecção 

subclínica pelo S. aureus e sadios (1346,72 e 1428,10 mililitros, respectivamente, com P = 

0,0495, Tabela 8), mesmo que haja compensação do volume de leite que deixou de ser 

produzido pelo quarto mamário doente, pela glândula hígida (SWETT et al., 1938), esse efeito 

compensatório é apenas parcial (FORSTER et al., 1967; MEIJERING et al., 1978; HORTET; 

SEEGERS, 1998) e, portanto, as perdas do leite com teor médio de gordura ajustado para o 

percentual de 3,5% seriam apenas parcialmente compensadas. Para complementação dessa 

análise, nas glândulas em que o patógeno foi isolado, uma produção média menor de gordura 

foi observada (P = 0,0076) em relação àquelas com isolamento negativo para o S. aureus 

(0,055 versus 0,060 kg), independente do seu posicionamento. Daí, supor-se-ia que tais 

diferenças implicam em considerações importantes quanto ao custo total da manufatura de 

produtos advindos de uma matéria-prima com quantidades menores de gordura, uma vez que 

os custos para o processamento de um dado volume de leite é o mesmo, independente de qual 

seja o teor  de sólidos nele contido (HILLERS et al., 1980). Segundo esses autores (HILLERS 

et al., 1980), transporte, recepção na plataforma, separação, evaporação e secagem, 

pasteurização, cozimento da massa para produção de queijos, e limpeza determinam os 

mesmo custos para o volume de leite em questão, independente de sua composição. Assim, 

tanto menor é o custo total de processamento quanto maior é a quantidade do produto advinda 

desse dado volume.  

Uma vez que já ter sido relatada forte interdependência entre quartos mamários, 

elevada CCS e presença de infecção pelo S. aureus (BARKEMA et al., 1997), no presente 

estudo foi premente avaliar a influência da infecção subclínica pelo patógeno sobre as 

variáveis de produção do quarto mamário doente, comparando-o com seu contralateral sadio, 

de acordo com o seu posicionamento, anterior ou posterior, com os resultados apresentados na 

tabela 9.
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Tabela 9 - Efeito da infecção subclínica por S. aureus sobre a produção de leite, em mililitros e gramas, da produção de leite corrigida para a concentração de 3,5% de 

gordura, e da produção de gordura e proteína, em quilogramas, segundo o posicionamento, anterior ou posterior, dos quartos mamários contralaterais 

 Quartos mamários anteriores  Quartos mamários posteriores Interação
5 

Variável Status de infecção pelo S. aureus  Status de infecção pelo S. aureus  

 Positivo Negativo n
1 

EPM
2 

P  Positivo Negativo n
1 

EPM
2 

P  

Produção de leite (mL) 1026,68 1143,34 5 180,36 0,0272  1702,76 1712,86 9 174,45 0,7782 0,0921 

Produção de leite (g)
3 

1057,47 1177,64 5 185,77 0,0272  1753,84 1764,25 9 179,69 0,7782 0,0921 

FCM (g)
4 

1154,85 1315,03 5 219,45 0,0120  1798,09 1840,83 9 212,66 0,3210 0,1130 

Gordura (kg) 0,050 0,058 5 0,011 0,0107  0,060 0,062 9 0,008 0,2154 0,1270 

Proteína (kg) 0,039 0,043 5 0,006 0,0373  0,053 0,053 9 0,005 0,6958 0,13 
1
 n: Número de observações, aos pares 

2
 EPM: Erro padrão da média dos quadrados mínimos 

3
 Volume de leite, em mililitros, convertida para massa de leite, em gramas (JENSEN, 1995) 

4
 Produção de leite ajustada para o percentual relativo de gordura de 3,5% (GAINES; DAVIDSON, 1923) 

5
 Interação: Probabilidade de efeito da interação entre metade (anterior ou posterior) e infecção subclínica pelo S. aureus 
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O delineamento em parcelas subdividas e a análise a partir do modelo misto 

possibilitaram verificar que não houve probabilidade de efeito de interação (P > 0,05) entre a 

infecção subclínica do quarto mamário pelo S. aureus e o posicionamento do quarto mamário, 

anterior ou posterior, influenciando qualquer das variáveis de produção estudadas. Entretanto, 

pôde-se observar que a infecção subclínica pelo patógeno nos quartos mamários 

anteriores determinou diferenças (P < 0,05) entre as médias de todas as variáveis de produção 

analisadas comparadas aos seus respectivos contralaterais isentos da mastite. Tal influência, 

entretanto, não foi evidenciada nas glândulas posteriores acometidas pela bactéria (P > 0,05). 

A diferença média de produção de leite verificada entre as glândulas anteriores, sadias e 

acometidas pela mastite subclínica estafilocócica foi de 120,17 g de leite (1177,64g versus 

1057,47g, glândulas sadias e com mastite, respectivamente, com P = 0,0272). Ao ajustar a 

produção de leite para o teor relativo de gordura de 3,5% (GAINES; DAVIDSON, 1923), 

verificou-se diferença (P  = 0,0120) de 160,18 g de leite produzido pelo quarto infectado em 

relação ao sadio (1154,85 versus 1315,03 g). As produções de gordura e de proteína também 

foram menores entre os quartos anteriores com mastite subclínica pelo S. aureus. A diferença 

de produção de gordura foi de 14% (0,058 kg versus 0,050 kg, entre os quartos anteriores e 

posteriores, respectivamente, com P = 0,0107), e a de proteína 9,35% maior (0,043kg versus 

0,039kg, entre os quartos anteriores e posteriores, respectivamente, com P = 0,0373). É 

possível verificar, a partir da análise conjunta das diferenças de produção de leite (120,17 g) e 

da produção de leite ajustada para o teor médio de gordura de 3,5% (160,18 g) dos quartos 

anteriores, que não somente o volume de leite secretado pela glândula doente foi menor, mas 

também foi acompanhado da menor produção de gordura, pois ajustada a produção de leite 

para o teor de gordura de 3,5%, verificou-se a maior diferença de volume produzido entre as 

quartos (160,18 g) do que quando somente utilizado o volume ou massa do leite como 

referência de medida para a produção de leite da glândula. Tal diferença representa perdas 

significativas para o rendimento industrial quando do processamento dessa matéria-prima, 

como já mencionado anteriormente. Revisando sobre os impactos da mastite clínica na 

produção e composição do leite bovino, Hortet e Seegers (1998) enumeraram trabalhos que 

relataram menor produção de gordura (WOOD; BOOTH, 1983; MACMILLAN et al., 1983; 

HOUBEN et al., 1993; MYLLYS; RAUTALA, 1995) e proteína (WOOD; BOOTH, 1983; 

HOUBEN et al., 1993; MYLLYS; RAUTALA, 1995), sem que fosse possível para aqueles 

autores (HORTET; SEEGERS, 1998) inferir se a magnitude das perdas na produção de 

7

4 
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gordura e proteína eram de fato maiores ou menores que aquelas observadas nas produções de 

leite.  

Diferente do resultado obtido no presente estudo, o posicionamento dos quartos 

mamários foi enumerado como um fator de risco para a incidência e prevalência de mastites 

clínica e subclínica (MILTENBURG et al., 1996; BARKEMA et al., 1997; BUSATO et al., 

2000).  Independentemente do patógeno envolvido com a doença, contagioso ou ambiental, e 

da apresentação, clínica ou subclínica da mastite, Miltenburg (1996), Barkema et al. (1997) 

observaram maior prevalência de infecções nas glândulas posteriores por meio de análise 

univariada, e Busato et al. (2000), nos quartos anteriores, usando modelo multivariado num 

estudo de corte tranversal (ZADOKS et al., 2001). Zadoks et al. (2001) observaram 

prevalência do S. aureus entre os quartos anteriores quando utilizaram análise univariada para 

categorização das variáveis, diferença que deixou de existir quando os fatores de variação 

foram incluídos no modelo para análise multivariada do estudo longitudinal realizado pelos 

autores. Naquele estudo (ZADOKS et al., 2001), buscando enumerar os fatores de risco em 

nível de vaca e de quartos mamários associados à infecção pelo S. aureus e Streptococcus 

uberis, os autores incluíram fatores independentes de variação em nível de animal (parição, 

produção, estágio da lactação, eventos clínicos importantes e CCS) no modelo multivariado 

que adotaram. Em nível de quarto mamário, os autores (ZADOKS et al., 2001) incluíram no 

modelo o posicionamento dos quartos, histórico de mastites anteriores no quarto mamário e o 

patógeno relacionado ao caso. No presente estudo, embora tenha sido uma investigação de 

corte transversal, a proposta foi a de avaliar a influência da mastite subclínica pelo S. aureus 

sobre a produção do quarto mamário e, para tanto, fatores de ponderável influência sobre a 

variável resposta foram considerados a partir da inclusão do fator de variação individual 

“vaca”. O modelo multivariado utilizado não contemplou a CCS (GREEN et al., 2006) do 

quarto mamário como variável de confusão de modo a permitir que a influência da resposta 

inflamatória sobre a produção de leite (NG-KWAI-HANG et al., 1984; HORTET; SEEGERS 

et al., 1998) fosse separada dos efeitos do patógeno per se sobre o tecido epitelial mamário 

(ALMEIDA et al., 1996; HÉBERT et al., 2000; YOUNIS et al., 2003), e consequentemente, 

avaliar a contribuição de cada um desses fatores, separadamente, sobre produção do quarto 

afetado. Tal fato poderia explicar a diferença (P < 0,05) de produção de leite entre os quartos 

anteriores sadios e doentes, e a não diferença (P > 0,05) entre os quartos posteriores sadios e 

doentes, visto que a média da CCS dos quartos mamários anteriores com a infecção subclínica 

foi de 935.000 CS/mL (ou 5,97 log10CS/mL ± 0,133), e de 460.000 CS/mL (ou  5,66 

log10CS/mL ± 0,076) nas glândulas posteriores com isolamento do patógeno. Dessa maneira, 
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parece ser compreensível que no presente estudo não foi observado efeito decorrente da 

interação  entre o patógeno e o posicionamento da glândula (P > 0,05) sobre as variáveis 

analisadas (Tabela 9), uma vez que a diferença de produção de leite pareceu estar relacionada 

com a magnitude da resposta inflamatória frente ao patógeno, e não com o patógeno per se. 

Embora Ward e Schultz (1972) e Meijering et al. (1978) tenham utilizado metodologia 

diferente da que foi utilizada no presente estudo para determinar a CCS em suas investigações 

(separação de DNA por membrana), verificaram reduções médias de produção maiores que 

1% nos quartos mamários para cada 400.000 CS/mL nas infecções subclínicas com faixa de 

contagem de até 600.000 CS/mL (WARD; SCHULTZ, 1972), e perdas progressivamente 

maiores à medida que as CCS aumentavam (MEIJERING et al., 1978). Nos dois estudos, 

entretanto, a CCS foi a variável independente, sem que fossem enumerados os patógenos que 

desencadearam a resposta inflamatória. Incluindo primeiramente a presença do S. aureus em 

duas categorias de contagem (menor ou maior que 1.500 UFC/mL) no modelo estatístico para 

analisar sua influência na produção de leite da vaca, Reksen et al. (2007) não encontraram 

variações significativas na variável resposta, mas probabilidade de efeito P ≤ 0,05 quando a 

CCS do animal foi incluído na análise. Assim, na análise multivariada do presente estudo, 

mesmo que reconhecidos os efeitos da resposta inflamatória sobre a produção de leite, e da 

patogenia do S. aureus sobre a produção de leite, há que se reconhecer a relação de 

dependência existente entre a infecção pelo patógeno, dano ao parênquima secretor mamário e 

aumento de CCS (HARMON, 1994) - de modo que não é o aumento da CCS que leva à 

infecção pelo S. aureus, e sim a infecção pelo S. aureus é que leva ao aumento da CCS 

(ZADOKS et al., 2001) - e analisar o efeito da “infecção subclínica ocasionada pelo S. 

aureus” sobre as variáveis de produção de forma conjunta, sem a possibilidade de dissociar 

um do outro.  

 

 

5.9  ESTIMATIVA DA CORRELAÇÃO ENTRE AS CONTAGENS DO S. AUREUS, AS 

CONCENTRAÇÕES DE LACTOSE, GORDURA, PROTEÍNA BRUTA, PROTEÍNA 

VERDADEIRA E CASEÍNA, E A PRODUÇÃO DE LEITE DO QUARTO MAMÁRIO 

 

 

As estimativas de correlação entre as contagens do patógeno e os teores de lactose, 

gordura, proteína bruta, proteína verdadeira, caseína, e as variáveis de produção de leite e de 

seus componentes estão apresentadas na tabela 10. Em função da diferença entre contagens de 
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S. aureus obtidas pelos métodos de quantificação utilizados no presente estudo, os dados 

foram analisados tendo como variável independente a contagem do patógeno ora obtida pelo 

método contagem em placas, ora estimada pelo método de qPCR. 

 

Tabela 10 - Correlações entre as contagens de S. aureus, obtidas pelos métodos de referências e de qPCR, 

as concentrações de lactose, gordura, proteína bruta, proteína verdadeira, caseína, da 

produção de leite, produção de leite corrigida para a concentração de 3,5% de gordura, e da 

produção de gordura e proteína em amostras de leite de 43 quartos mamários subclinicamente 

infectados pelo patógeno 

Variável UFC/mL [Referência]1   UFC/mL [qPCR]2 

 r P  r P 

Lactose (%) 0,032 0,8360  0,42 0,0051 

Gordura (%) 0,46 0,0016  0,09 0,5640 

Proteína bruta (%) -0,17 0,2623  -0,21 0,1643 

Proteína verdadeira (%) -0,16 0,2979  -0,15 0,3317 

Caseína (%) -0,14 0,3559  -0,035 0,8194 

Produção de leite (mL) 0,28 0,069  0,275 0,075 

Produção de leite (g)
3 

0,28 0,069  0,275 0,075 

FCM (g)
4 

0,41  0,006  0,31 0,043 

Gordura (kg) 0,49 0,001  0,319 0,037 

Proteína (kg) 0,25 0,16  0,245 0,113 
1
 Contagem de S. aureus viáveis, em log10UFC/mL, determinado pela método de contagem em placas (3M 

Petrifilm® Staph Express Count Plate) 
2
 Contagem de S. aureus, em log10UFC/mL, estimado pelo método de qPCR  

3
 Volume de leite, em mililitros, convertida para massa de leite, em gramas (JENSEN, 1995) 

4
 Produção de leite ajustada para o percentual relativo de gordura de 3,5% (GAINES; DAVIDSON, 1923)  

  

Os teores de gordura apresentaram aumento linearmente responsivo ao número de S. 

aureus viáveis das amostras de leite analisadas (r = 0,46, P = 0,0016), embora somente 21,5% 

da variância dos teores de gordura possam ser explicados pela variância observada entre as 

contagens do patógeno. Também com baixo coeficiente de determinação (R² = 18,1%), 

aumentos na concentração de lactose foram observados (r = 0,42, com P = 0,0051) à medida 

que o número de UFC/mL de S. aureus estimado pelo qPCR aumentou nas amostras de leite. 

Não há relatos na literatura indexada que correlacionem as alterações nas variáveis de 

composição do leite de quartos mamários com as contagens de patógenos presentes na 

glândula. 

 A produção de leite corrigida para o teor de gordura de 3,5 % se correlacionou 

positivamente com o número de S. aureus viáveis (r = 0,41, com P = 0,006) e totais (r = 0,31, 
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com P = 0,043), embora os coeficientes de determinação denotem a baixa capacidade desta 

relação explicar as variações de produção a partir do número de células do patógeno, viáveis 

ou totais, na amostra de leite (17,0 e 9,5 %, respectivamente). Correlação linear positiva  entre 

a produção de gordura e o número de bactérias enumeradas pela contagem em placas também 

foi observada (r = 0,49, com P = 0,001), embora o R² determinado por essa correlação tenha 

sido de apenas 24,3%. Também com baixo coeficiente de determinação (R² = 10,2 %), 

verificou-se correlação linear positiva entre a produção de gordura e o número total do gene 

nuc na amostra (r = 0,31, com P = 0,037). 

 Antes do diagnóstico microbiológico, Gröhn et al. (2004) observaram que vacas com 

mastite clínica pelo S. aureus produziam maior quantidade de leite comparadas aos animais 

do mesmo rebanho sem infecção. Em seguida, entretanto, verificaram diminuição da 

produção, à medida que a infecção tendia à cronicidade. 

 Parece claro que variações no número de UFC/mL de S. aureus não só reflete 

flutuações na eliminação do patógeno no leite de glândulas por ele infectadas (SEARS et al., 

1990), mas também o grau de severidade e cronicidade da infecção intramamária.  Reksen et 

al. (2007) categorizaram as contagens de S. aureus para avaliar o efeito em dois níveis de 

contagem do S. aureus (ricas e esparsas, com < 1.500 UFC/mL e > 1.500 UFC/mL, 

respectivamente) de amostras de infecções subclínicas, sobre a produção de leite. Verificaram 

perdas de produção de leite em ambos níveis, em maior ou menor magnitude, e com padrões 

distintos, em função do número de parições dos animais sob análise. E com resultados 

particularmente similares aos obtidos no presente estudo, verificaram também perdas maiores 

entre as primíparas cujas amostras de leite geraram contagens esparsas do patógeno, 

comparadas às contemporâneas com eliminação de células > 1.500 UFC/mL. 

 A despeito da aparente obviedade existente entre a contagem do S. aureus presente na 

infecção e o grau de acometimento e severidade da doença (REKSEN et al., 2007), situações 

inversas foram observadas no presente estudo: maiores contagens do patógeno, viáveis ou 

totais, nas amostras em que os maiores teores de sólido (lactose e gordura) e as maiores 

produções de leite (produção de leite ajustada para 3,5% de gordura, e produção de gordura) 

foram registradas. Porém, apesar da significativa probabilidade estatística (P < 0,05), a 

contagem do S. aureus nas amostras de leite não pareceu ter sido o fator que mais 

adequadamente justificou as variações observadas (R² > 50 %). Assim, parece claro que 

outras variáveis devem ser incluídas em estudos futuros para melhorar a compreensão do 

efeito da infecção subclínica pelo S. aureus sobre a composição e produção do leite bovino. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

 A partir dos resultados obtidos no presente estudo foi possível concluir que: 

 

A especificidade analítica do método de qPCR para a detecção do Staphylococcus 

aureus em amostras de leite é de 100% frente aos patógenos causadores de mastite 

Escherichia coli, Enterococcus sp., Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus agalactiae, 

Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, os estafilococos coagulase-negativa, e as 

espécies coagulase-positiva  Staphylococcus hyicus e Staphylococcus intermedius. O método 

de qPCR aplicado à detecção de Staphylococcus aureus ATCC 29213 em amostras de leite 

apresenta sensibilidade analítica com limite de detecção para faixa de 10 UFC/mL à 4,2 x 10
6
 

UFC/mL. O método de qPCR utilizado para a detecção e quantificação do S. aureus ATCC 

29213 é replicável. Já em amostras de leite conservadas com bronopol provenientes de 

quartos mamários subclinicamente infectados, o S. aureus pode ser detectado pelo método de 

qPCR, mas não pode ser quantificado, pois não fornece resultados equivalentes aos obtidos 

pelo método de referência, o que impossibilita a utilização da técnica em substituição à 

contagem do patógeno em placas, mas que após adequações da equação de regressão aqui 

estabelecida, poderia ser utilizada para a determinação da quantidade total do patógeno, 

independente da viabilidade do organismo presente na amostra. 

Diante da sensibilidade e especificidade diagnósticas do método para a detecção do S. 

aureus em amostras de leite naturalmente contaminadas, e de sua capacidade em determinar a 

contagem de células somáticas de forma equivalente à técnica usualmente adotada para tal, 

podemos inferir, a partir dos resultados por nós obtidos, que o método pode ser utilizado para 

diagnosticar a presença deste patógeno e determinar a CCS em amostras de leite oriundas de 

quartos mamários subclinicamente infectados. 

 A contagem de células somáticas em amostras de leite de quartos mamários 

subclinicamente infectados independe da contagem de S. aureus viáveis, mas verificamos 

uma fraca relação, linear e inversamente proporcional, entre o número total de células do 

patógeno e a contagem de células somáticas, de modo que, possivelmente, em virtude de 

fatores ligados à interação parasita e hospedeiro não investigados no presente estudo, outros 

fatores, além da presença da infecção subclínica pelo S. aureus, parecem ter maior 

contribuição para a tal correlação. 

No particular processo infeccioso subclínico estudado, observamos, invariavelmente, 

aumento da contagem de células somáticas dos quartos mamários, mas nenhuma alteração nas 



79 

 

concentrações dos demais componentes do leite das glândulas doentes. A doença, entretanto, 

diminuiu a produção de leite e de gordura dos quartos mamários anteriores acometidos pela 

infeção, sem que houvesse relação entre o posicionamento da glândula e as perdas de 

produção observadas. 

 Houve uma fraca relação de dependência entre a concentração de lactose, a produção 

de gordura e de leite com produção ajustada para o teor de 3,5% de gordura,  e o número de S. 

aureus presentes na amostra de leite. Além dessa tênue interdependência, apenas uma 

pequena parcela dessas variações de composição e produção de leite, observadas no processo 

infeccioso subclínico estudado, pode ser atribuída ao número de células, viáveis (que em 

nosso estudo variaram de 3,9 x 10
3
 UFC/mL à 50 x 10

3 
UFC/mL) ou não do patógeno na 

glândula mamária, de modo que a melhor compreensão da dinâmica da doença e seus efeitos 

sobre a produção da glândula mamária bovina dependem de outras investigações. 
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