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SONOELASTOGRAFIA, UMA FERRAMENTA UTIL NO DIAGNQSTICO
DE LESOES MAMARIAS DECORRENTES DA MASTITE SUBCLINICA E
CLINICA EM VACAS?

RESUMO - A técnica de sonoelastografia tem sido amplamente utilizada e
explorada na avaliagdo de lesGes mamarias em mulheres, porém estudos
pertinentes a glandula mamaria de bovinos ainda ndo foram realizados. Pelo
presente estudo pretendeu-se avaliar a utilizacdo deste método na avaliacédo
da saude da glandula mamaria e diagnostico da mastite em vacas
Holandesas e mesticas Girolando em lactacdo; além disso, o método foi
comparado com os resultados de outras metodologias ja descritas e
utilizadas na producdo leiteira para o diagnéstico da doenca afim de
encontrar correlacdes entre eles. Foi realizada a triagem de 26 vacas em
lactacdo, para diagndstico de mastite por meio do teste da caneca de fundo
preto, contagem de células somaticas (CCS) e Califérnia Mastitis Test
(CMT), afim de diagnosticar quadros clinicos e subclinicos de mastite, além
de selecionar quartos mamarios saudaveis. Os animais positivos para o teste
da caneca de fundo preto, CMT e elevacdo na CCS foram considerados
positivos para mastite clinica. Animais positivos no CMT e com elevacao da
CCS foram considerados quadros subclinicos. Casos com positividade
associada a histérico da enfermidade nas lactacdes anteriores, caracterizou-
se cronicidade da lesdo. Além disso, foram coletadas amostras para
avaliacdo microbiologica de todos os quartos mamarios (positivos e
negativos) para mastite. Apds caracterizacdo da enfermidade, os animais
foram submetidos a sonoelastografia por compressao nos quartos saudaveis
e afetados obtendo analises ortogonais avaliadas de acordo com escore de
porcentagem de dureza do tecido. A interrelacdo entre as variaveis
resultantes da avaliacdo da secrecao lactea utilizando os testes caneca de
fundo preto, CMT, CCS, avaliacdo clinica da glandula mamaria, avalicdo
ultrassonografica modo B e avaliagdo sonoelastografica foi averiguada por
meio da analise multivariada de componentes principais. A sonoelastografia
por compresséao fornece informagdes valiosas a respeito da elasticidade dos
tecidos. No presente estudo, a técnica ndo apresentou correlacdo entre o0s
grupos avaliados permitindo, a partir da metodologia utilizada, novas
oportunidades para prosseguir com os estudos visto que é uma abordagem
ultrassonografica recente que permite larga exploracdo em virtude da
literatura ainda restrita.

Palavras-chave: Elastografia de compressdo, glandula mamaria,
inflamacao, lesdes mamarias.



SONOELASTOGRAPHY, A USEFUL TOOL IN THE MAMMARY LESION’S
DIAGNOSIS RESULTING FROM SUBCLINICAL AND CLINICAL
MASTITIS IN COWS?

ABSTRACT - The sonoelastography technique has been widely used and
explored in the evaluation of breast lesions in women, but studies related to the
bovine mammary gland have not yet been carried out. The present study aimed
to evaluate the use of this method in assessing the health of the mammary gland
and diagnosing mastitis in lactating Holstein and Girolando crossbred cows; in
addition, the method was compared with the results of other methodologies
already described and used in dairy production for the diagnosis of the disease
in order to find correlations between them. Twenty-six lactating cows were
screened for the diagnosis of mastitis using the black bottom mug test, somatic
cell count (SCC) and California Mastitis Test (CMT) in order to diagnose clinical
and subclinical conditions of mastitis, in addition to select healthy mammary
quarters. Animals positive for the black bottom mug test, CMT and elevation in
SCC were considered positive for clinical mastitis. Animals positive for CMT and
with elevated SCC were considered subclinical. Cases with positivity associated
with a history of the disease in previous lactations were characterized as
chronicity of the lesion. In addition, samples for microbiological evaluation were
collected from all breast quarters (positive and negative) for mastitis. After
characterization of the disease, the animals were submitted to compression
sonoelastography in the healthy and affected quarters, obtaining orthogonal
analyzes evaluated according to the tissue hardness percentage score. The
interrelation between the variables resulting from the evaluation of milk
secretion using the black bottom mug test, CMT, SCC, clinical evaluation of the
mammary gland, B-mode ultrasonographic evaluation and sonoelastographic
evaluation was verified through the analysis principal component multivariate.
Compression sonoelastography provides valuable information about tissue
elasticity. In the present study, the technique did not present a correlation
between the evaluated groups, allowing, based on the methodology used, new
opportunities to continue with the studies, since it is a recent ultrasound
approach that allows wide exploration due to the limited literature.

Keywords: Strain elastography, mammary gland, inflamation, mammary
lesions.
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1.INTRODUCAO

A mastite, sob o ponto de vista econébmico, esta entre as doencas mais
comuns e desafiadoras dos rebanhos leiteiros. E caracterizada por reacio
inflamatdria que acomete os tecidos mamarios devido a danos fisicos, irritacéo
guimica ou infeccfes, podendo ser apresentada sob as formas, clinica, subclinica e
cronica (Viguier et al., 2009; Hurley e Theil, 2011; Ruegg et al., 2014). Sinais
evidentes de inflamacéo, tais como presenca de grumos, edema, aumento de
temperatura, enrijecimento e dor caracterizam o quadro clinico da doenc¢a (Fonseca
e Santos, 2000). Ja na forma subclinica, ndo ha sinais visiveis de inflamacéao do
Ubere e sim alteracdes na composicao do leite. A persisténcia da infec¢do do Ubere
caracteriza a forma crénica, que pode durar meses ou anos e pode levar a fibrose
dos quartos acometidos e, em alguns casos, até atrofia do mesmo (Hillerton, 1996).
Reducdo da producdo, alteracdo das caracteristicas fisico-quimicas do leite e
custos com tratamento e reposicdo de animais, causados pela mastite, séo
responsaveis por perdas financeiras notaveis em diferentes paises (Halasa et al.,
2007).

O diagndstico de mastite clinica e subclinica é usualmente obtido avaliando
as caractertisticas macroscopicas do leite por meio do teste da caneca de fundo
preto, através do California Mastitis Test (CMT), que avalia indiretamente a
presenca de células soméaticas na secrecao lactea e contagem de células somaticas
(CCS), realizada com equipamentos automatizados (Maiochi et al., 2019; Massote
et al., 2019).

O avanco da tecnologia na Medicina Veterinaria promoveu estudos que
viabilizaram outros métodos de diagndstico como, por exemplo, a ultrassonografia
da glandula mamaria e a teloscopia (Geishauser et al., 2005; Blond e Buczinski,
2009).

No inicio dos anos de 1990 foi desenvolvida a técnica de elastografia por
ultrassonografia (ou sonoelastografia), que tem por objetivo estudar a rigidez dos
tecidos. Tal procedimento tem sido utilizado em humanos para diagnostico de

tumores prostaticos, monitoramento de lesbes e estudo das propriedades



estruturais dos rins, figado e, de maneira relevante, em incontaveis pesquisas,
sobre sua utilidade no diagnéstico, tratamento, prognéstico de lesbes mamaérias,
incluindo neoplasias e mastite (Srinivasan et al., 2004; Dudea et al., 2011; Arslan et
al., 2018).

Ao que se sabe, até o presente momento, ndo foram encontrados estudos
qgue reportem o uso da sonoelastrografia para avaliacdo de tecidos mamarios de
bovinos; tampouco, sua utilizacdo como método preditivo para diagnéstico da
mastite. Pelo posto, conjecturou-se o presente estudo com o propoésito de descrever
0 uso dessa nova técnica de ultrassonografia na avaliacdo de glandulas mamarias
de vacas saudaveis e portadoras de mastite. Além disso, pretendeu-se averiguar a
aplicabilidade da técnica no diagndstico precoce da enfermidade e das lesdes que

podem ser associadas a reducédo da producdao leiteira e perda da qualidade do leite.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Glandula maméria e lactacao

A glandula mamaria € definida como uma glandula sudoripara modificada,
tubuloacinosa, composta por células do tipo secretério holomerécrino ou aporino,
divididas por tecido conjuntivo. Produz uma secrecéo glandular que é responsavel
por alimentar recém-nascidos das espécies (Bragulla e Konig, 2004; Feitosa, 2008;
Araujo et al., 2012). H4 uma similaridade estrutural entre os mamiferos, porém,
existe variagfes interespécies relacionadas a aparéncia e quantidade relativa dos
componentes secretados (Feitosa, 2008). Nos bovinos, o Ubere € composto por
guatro glandulas mamarias independentes, denominados quartos (Peek e Divers,
2018).

A glandula mamaria é distribuida em dois tecidos diferentes, sdo eles o
parénquima e estroma. O parénquima glandular contém unidades morfofuncionais
encarregadas da secrecéo lactea. J&4 o estroma é o tecido que contém os capilares
sanguineos, células mioepiteliais e fibras reticulares compondo o tecido conjuntivo
intersticial intraparenquimatoso (Bragulla e Konig, 2004; Davidson e Stabenfeldt,
2008).



O Ubere consiste em estrutura repleta de tecido adiposo que contém diversos
tubos interconectados que confluem para um ponto em comum, denominado de
cisterna da glandula (Blowey e Edmondson, 2010). O teto possui textura eléstica e
formato cilindrico (ou cénico) e esta presente em cada glandula mamaria. Tem por
funcd@o promover a saida do leite (Hurley, 2010).

O canal do teto é considerado mecanismo priméario de defesa por possuir
superficie queratinizada, que forma uma barreira natural, capaz de aprisionar o
patdgeno, no entanto essa camada pode ser removida mecanicamente por meio da
ordenha (Ferreira et al., 2007; Andrews et al., 2008).

A descida do leite ocorre em resposta a estimulos tateis, visuais ou auditivos
gue enviam sinais ao cérebro nos nucleos supradptico e paraventricular do
hipotalamo que se localiza na regido central do cérebro. Nos nucleos, a ocitocina é
sintetizada e transportada para a hipoéfise e liberada para a circulacdo sanguinea,
apos a estimulacado dos tetos (Reece, 2008) Este hormdnio promove a contracédo
das células mioepiteliais e musculares localizadas circundando os alvéolos, forcando
a descida da secrecdo lactea dos alvéolos para o ducto (Schmidt, 1971). Deste
modo, o leite, produzido pelas células cuboides, situadas no interior dos alvéolos, flui
para a glandula e cisternas onde esté pronto para ser ordenhado do Ubere. Em vacas
de alto rendimento, principalmente, pode ocorrer retencdo da secrecdo lactea nos
ductos e cisternas entre as ordenhas (leite residual). Este leite residual predispde a

ocorréncia de infecgcbes mamarias (Blowey e Edmondson, 2010).

2.2 Mastite

A mastite bovina é caracterizada como o resultado da inflamacéo da glandula
mamaria, podendo ser classificada como subclinica, clinica ou cronica, a depender
da severidade das manifestacdes clinicas. Sua importancia se deve ao fato de a
lesdo alterar a quantidade e qualidade do leite nos rebanhos leiteiros (Blowey e
Edmondson, 2010). O grau de inflamacgao varia conforme a natureza do agente
etiologico envolvido, idade, raca, estado imunoldgico e estagio de lactacdo do animal
(Viguier et al., 2009; Hurley e Theil, 2011).

A doenca é associada a diversos patdgenos. Por isso, 0 processo pode ser

dividido em mastite contagiosa e mastite ambiental. A primeira é causada por



microrganismos que habitam normalmente a pele do animal e atuam de maneira
oportunista colonizando a glandula mamaria. Dessa forma, se disseminam pelos
equipamentos de ordenha e ordenadores. Ja a ultima esta relacionada a presenca
de patégenos usualmente presentes no ambiente, 0s quais podem ter acesso a
cisterna do teto (Radostitis et al., 2007; Peek e Divers, 2018)

Um total de 140 espécies, subespécies e sorovares ja foram isolados da
glandula mamaéria de bovinos (Radostitis et al., 2007).

As bactérias que geralmente estdo associadas a mastite ambiental sao
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus Uberis, Streptococcus equinus,
Escherichia coli, Klebsiella spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp. e Pseudomonas
spp. (Radostitis et al., 2007). Ja a mastite contagiosa € causada por microrganismos
bacterianos que incluem espécies como Staphylococcus, Streptococcus agalactie,
Streptocuccus dysgalactiae e Corynebacterium bovis e a contaminacao acontece no
momento da ordenha (Silva et al., 2010).

A mastite clinica (MC) é uma das doencas mais frequentes que afetam o
rebanho leiteiro em todo o mundo. Sua incidéncia varia de 13 a 40 casos a cada 100
vacas (Peeler et al., 2002; Ruegg, 2003; Halasa et al., 2007; McDougall et al., 2007;
Bar et al., 2008; Riekerink et al., 2008; van den Borne et al., 2010). Os sinais clinicos
sdo baseados em alteracfes locais ou sistémicas como vermelhiddo e inflamacéo
de areas afetadas, dor, inapeténcia, reducdo da temperatura corporea, reducédo da
producéo e alteracdo da composigao do leite séo evidentes (De Vliegher et al., 2012).

Quadros clinicos da doenca podem persistir por longos periodos, com
severidade reduzida (Blowey e Edmonson, 2010). Staphylococcus aureus €
considerado o pior agente contagioso pela capacidade de causar cronicidade e
infeccbes que atingem profundamente os tecidos glandulares, dificultando a cura
(Peek e Divers, 2018).

Ja na apresentacdo subclinica, ndo ocorre alteragcdo mascroscopica na
aparéncia da glandula mamaria, assim como na secrecédo lactea. A contagem de
células somaticas também é considerada como indicacdo primaria de mastite
subclinica. Demais indicadores da doenca subclinica incluem aumento da populacao
bacteriana no leite, reducéo da produgéo e alteragdo na composicéo e qualidade do



leite (Bian et al., 2014). O diagndéstico da mastite subclinica € de suma importancia
no controle e manejo estratégico (Hoque et al., 2015).

A epidemiologia da doenca é complexa e apresenta particularidades no que
diz respeito a mastite contagiosa ou ambiental. Diante de tais diferengcas menciona-
se que, no contexto ambiental, o reservatério da infeccéo € o proprio ambiente e 0s
microrganismos sao transferidos nos periodos entre ordenhas, por meio da
penetracdo no canal do teto por propulsdo ou fluxo reverso de leite. Além disso,
grande fracdo de novas infec¢cdes ocorrem durante o periodo seco (Blowey e
Edmonson, 2010).

Em contraste, a mastite contagiosa conta com a propria glandula mamaria e
a pele do teto como reservatorios da infeccdo sendo que sua transmissao ocorre de
vacas doentes para nao afetadas durante o processo de ordenha. A colonizacéo
ocorre por meio do crescimento bacteriano no canal do teto, apds o estabelecimento
da colénia. O periodo seco ndo apresenta relevancia para que ocorram novos
episodios (Blowey e Edmonson, 2010).

Dados relacionados a mastite subclinica expde a reducdo de maneira
substancial de lactose e caseina, sendo tal alterac&o significava para os laticinios,
principalmente os que produzem queijos, pois reduz o rendimento do leite. Além
disso, a mastite pode reduzir a proporcéo de gordura e proteina do leite causando
reducdo do preco em até 15% (Blowey e Edmonson, 2010).

O diagnéstico primario é baseado nos sinais clinicos locais como edema,
inflamacé@o da glandula mamaéria e alteragdo na quantidade e qualidade do leite.
Casos severos podem causar sinais sistémicos como febre, fraqueza, desidratacéo
e inapeténcia (Royster e Wagner, 2015). No caso das formas clinicas, o diagnostico
€ realizado pelo uso da caneca de fundo preto (ou telado) no qual se visualizam
alteracbes macroscopicas do leite. A mastite subclinica é aquela que apresenta
resultado positivo ao teste de CMT, ou aumento de CCS (Santos, 2001).

Benites et al. (2002) observaram que 55,5% das amostras teciduais da
glandula mamaria de vacas leiteiras com mastite apresentavam resposta
inflamatéria local. Ademais, em 63,3% das amostras notou-se perda do parénquima
e formacdo de fibroses, além de dilatac6es cisticas. Tripathy et al. (2018) avaliaram

amostras de tecidos mamarios coletados a partir de animais com mastite cronica e



constataram a presenca de hemorragias nos ductos, proliferacdo fibrotica e
presenca de células inflamatérias.

Na mulher, a mastite de importancia clinica € denominada mastite idiopatica
granulomatosa. Os achados histopatolégicos decorrentes desta enfermidade se
baseiam na presenca de células inflamatorias (leucécitos, células gigantes e
epiteliais), além de lobulite crénica, com presenca de granulomas ndo caseosos e
alteracdes fibrocisticas (Sripathi et al., 2016; Manogna et al., 2020).

A CCS no leite é reconhecida internacionalmente como critério para avaliacdo
da sanidade da glandula mamaria (Akers e Nickerson, 2011). As células somaticas
do leite sdo formadas por células decorrentes da descamacédo epitelial natural da
glandula e por células de defesa do organismo, que irdo migrar do sangue para a
glandula com o objetivo de combater os agentes causadores de infeccdes (Akers e
Nickerson, 2011). Varios fatores podem afetar o resultado da CCS como o agente
etiolégico envolvido, idade, estagio de lactacdo, variagcbes sazonais, estresse,
frequéncia de lactacéo, variagcbes do manejo e contagem de células somaticas do
rebanho geral (Blowey e Edmonson, 2010).

Outra maneira indireta de estimar o namero de células somaticas é a
utilizacdo do CMT (Schalm e Noorlander, 1957). Tal teste € baseado no principio da
adicdo de detergente que ocasionard a liberacdo de acido nucleico e outros
constituintes celulares que irdo resultar na formag¢ao de um gel (Muhammad et al.,
1995). Apesar de simples, o método pode gerar resultados falso-positivo e falso-
negativo. Adicionalmente, o CMT n&o promove resultado numeérico; apenas um
indicativo de contagens celulares baixas ou elevadas (Vigueir et al., 2009).

Outros métodos diagndsticos como, por exemplo, a ultrassonografia e a
termografia vém sendo estudados afim de se obter um diagndstico precoce e preciso
da lesédo, além de avaliar toda a arquitetura mamaria e o comprometimento da
glandula como um todo.

A terapia, tradicionalmente, baseia-se na utilizagdo de antimicrobianos, em
sua maioria, via intramamaria visando atingir concentracdes eficazes do farmaco no
local ativo da infec¢do, com baixa restricdo na suspensao do uso do leite (Tozetti et
al., 2008). O tratamento cirdrgico baseia-se na mastectomia parcial ou radical. O

procedimento é recomendado nos casos de mastite cronica ou gangrenosa (Cable



et al., 2004). A combinag¢do do conhecimento do agente etiolégico envolvido e do
histérico da contagem de células somaticas € um marcador importante para a
selecao apropriada do tratamento (Royster e Wagner, 2015). Vale salientar que o
sistema imune é capaz de solucionar 20 a 30% das infec¢des da glandula mamaria,
tornando a adoc¢do de boas praticas de manejo, alimentacdo ideal e permanéncia
em ambiente ndo estressante aliados importantes na reducao das infecgoes (Tozetti
et al., 2008).

2.3 Sonoelastografia

A elastografia por ultrassom, ou sonoelastografia, surgiu em meados de 1990
com o objetivo de gerar imagens que demonstrassem a distribuicdo da tensao
através dos tecidos (Lerner et al., 1990). Atualmente, ao menos alguma forma de
elastografia esta disponivel na maioria dos sistemas de ultrassom disponiveis
comercialmente. Os equipamentos podem incluir trés métodos distinto: elastografia
por compressao (strain); acoustic radiation force impulse ou ARFI; e real-time shear
velocity ou RSV (Dudea et al., 2011; Barr e Zhang, 2015).

Desde o surgimento da imagem Doppler, a sonoelastografia representa o
desenvolvimento técnico mais importante no campo da ultrassonografia. E vantajosa
em relacdo a outros métodos que estimam a elasticidade dos tecidos, por ser um
sistema rapido e néo invasivo (Drakonaki et al., 2012).

A técnica tem se mostrado altamente especifica na avaliagdo de lesbes em
diferentes 6rgdos parenquimatosos como a mama, préstata, tireoide e linfonodos
(Itoh et al., 2006; Aigner et al., 2012). Mesmo assim, € um método novo e sua
utilizag&o na pratica clinica ainda deve ser explorada mais a fundo. Embora existam
diferencas nas técnicas, na pratica, todas sdo capazes de mensurar a rigidez dos
tecidos (Goddi, 2012). LesBes que ndo apresentam propriedades ecogénicas podem
nao ser diagnosticadas a partir de ultrassonografia convencional.

A sonoelastografia por compressao fornece resultados qualitativos e néo
guantitativos sobre a rigidez relativa do tecido, dentro do campo de viséo (Barr et al,
2012; Barr, 2014). As imagens desse método sdo obtidas por meio de comparagao

de mudancas quadro a quadro, quando a for¢ca de compressao € aplicada no tecido.



Tecidos moles deformam mais, enquanto tecidos com maior firmeza deformam
menos (Barr, 2014).

A técnica é capaz de mensurar a resposta local do tecido que foi submetido a
forca e transforma o calculo de deslocamento longitudinal dos componentes
relevantes em diferentes pontos de determinado tecido em imagem (Ophir et al.,
1991). O estudo pode ser realizado em tempo real utilizando equipamentos de
ultrassom contendo software especifico, com capacidade de avaliar as propriedades
fisicas dos tecidos e avaliar os graus de rigidez em relacdo aos tecidos adjacentes
por meio da compressao (Jaffer et al., 2012).

E importante considerar que a elastografia por compressao ndo promove por
si s6 uma imagem matematica exata da elasticidade (Carvalho et al., 2015). A
estimativa de forga axial computa o deslocamento e exibicdo na forma de imagem
2D, codificada por cores, que representa a distribuicdo de elasticidade relativa entre
certa lesdo e seu tecido normal circundante (Ophir et al., 1991; Ophir et al., 1999;
Hall et al., 2003). Assim, o operador deve se lembrar que a mensuracao € sensivel
ao posicionamento e, para se obter um indice confiavel, a regido de referéncia deve
estar na mesma profundidade que a lesdo em estudo (Carvalho et al., 2015). Apesar
disso, tal método é relativamente simples e disponivel em diversos instrumentos
comerciais.

Na Medicina Humana ha diversos estudos e evidéncias crescentes sobre a
utilizacéo das técnicas de sonoelastografia em varios tecidos, inclusive o0 mamario.
Estudos preliminares do seu uso no figado tiveram como objetivo padronizar e
avaliar o valor diagnostico da técnica na deteccdo de lesbes difusas e focais, além
de diferenciar a malignidade do processo e detectar processos degenerativos e
inflamatorios (Orlacchio et al., 2012; Carvalho et al., 2015).

Na mulher, comprovou-se que a combinagédo do uso de ultrassom em modo
— B e elastografia por compressao foi efetiva na diferenciagdo de mastite idiopatica
granulomatosa de lesdo maligna na mama, com excelente sensibilidade e
especificidade (Arslan et al., 2018). Além disso, diversos autores tém utilizado a
técnica como método auxiliar na diferenciacdo dos tumores mamarios benignos e
malignos (Barr, 2010; Barr et al., 2012; Barr e Zhang, 2015).



Para a realidade brasileira, diferentemente de paises desenvolvidos, ainda h4
custos elevados relacionado a elastografia por se tratar de um exame em fase de
experimentacdo na Medicina Humana e Medicina Veterinaria, porém, assim como
diversos métodos diagnosticos, novas perspectivas para utilizacdo e aumento da
popularidade da técnica melhorando a viabilidade financeira.

Até o presente momento, ndo foram encontrados estudos utilizando a técnica
de elastografia por compressdo na avaliacdo de estruturas mamarias de bovinos.
Pelo posto, hipotetizou-se que a sonoelastografia por compressao pode ser aplicavel
e de facil execucdo na avaliacdo da glandula mamaria de bovinos, assim como na
mulher. Neste ambito o estudo poderia fornecer informacdes relevantes sobre as
caracteristicas da elasticidade do tecido mamario dos bovinos sadios e acometidos
pela mastite.

3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Pelo presente pretendeu-se tracar o perfil sonoelastografico, via elastografia
por compressao, do Ubere de vacas leiteiras saudaveis e acometidas por mastite.
Esperou-se, com isso, determinar os padrbes sonoelastograficos qualitativos dos

guartos mamarios acometidos ou ndo pela mastite.

3.2 Objetivos especificos
e Avaliar a inter-relacdo entre os aspectos clinicos e sonoelastograficos da
glandula mamaéaria por meio de métodos estatisticos exploratérios;
e Avaliar a diferenca entre o padrao sonoelastrografico de glandulas mamarias
sadias e acometidas pela mastite bovina;
e Estadiar a mastite bovina por meio da sonoelastografica das glandulas

mamarias de animais enfermos.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Comissao de Etica no Uso de Animais
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O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal, sob o protocolo n°
3750/20.

4.2 Animais

As vacas avaliadas foram provenientes de propriedade leiteira da regido de
Jaboticabal/SP, com producdo média de 2.500 litros de leite/dia e 150 vacas em
lactacdo, com idade média de 55 meses, submetidas a duas ordenhas diarias por
sistema exclusivamente mecéanico. A propriedade utilizava sistema intensivo com
pastejo irrigado e a alimentacdo dos animais era baseada em silagem de milho e
concentrado. Os animais possuiam acesso livre a agua. Durante o estudo, os
animais foram mantidos em seu ambiente usual, sem quaisquer alteracbes de
manejo e dieta.

Foram avaliados os quartos mamarios de 26 fémeas leiteiras, da raca
Holandesa e mesticas Girolandas, no terco inicial da lactacdo, selecionadas apoés
exame clinico geral dos animais, das glandulas mamérias e da secrecéo lactea.

Os animais ndo foram categorizados como unidade experimental e sim cada
guarto mamario avaliado que se enquadravam nas caracteristicas desejadas foram
considerados como “n amostral” e divididos em trés grupos distintos: Grupo Controle,
Grupo Mastite Clinica e Grupo Mastite Subclinica.

O Grupo Controle conteve 30 quartos mamarios, considerados como
saudaveis por meio de resultado negativo pelos testes da caneca de fundo preto,
CMT, baixa CCS (abaixo de 200 x10° células somaticas por mL de leite) e auséncia
de crescimento microbiologico. O segundo grupo, nomeado como Grupo Mastite
clinica, foi composto por 19 quartos positivos para mastite clinica a partir de presenca
de alteragBes macroscopicas no leite pelo teste da caneca de fundo preto, CMT
positivo e contagens elevadas de células soméaticas. Os quartos positivos para
mastite subclinica, ou seja, aqueles que nao apresentaram alteracdes clinicas
aparentes na glandula mamaria; teste da caneca de fundo preto negativo; CMT
positivo e aumento na contagem de células somaticas foram enquadrados no Grupo

Mastite Subclinica, contendo 27 quartos. Apesar da disponibilidade total de 104
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guartos mamarios quando avaliado o n amostral (26 animais), foram utilizados no
estudo o total de 76 pois 0s animais que apresentavam guartos positivos e nagativos
para mastite (clinica ou subclinica), tinham as glandulas caracterizadas como
saudaveis (a partir dos exames da secrecdo lactea) excluidas das avaliacoes
posteriores (elastografia e ultrassonografia). Isso ocorreu com o objetivo de obter
elevada padronizacdo na analise do grupo controle quando critérios como CCS,
analises laboratoriais e exame fisico fossem avaliados e submetidos a anélise
estatistica, pois as amostras seriam provenientes de animais que apresentavam
guartos positivos para mastite subclinica ou clinica e quartos mamarios saudaveis,
ou seja, de maneira sistémica, sem avaliar isoladamente os quartos, tais animais
poderiam apresentar alteracfes dessas variaveis compativeis com animais doentes

levando a resultados néo fidedignos.

4.3 Avaliacao clinica

Os animais foram submetidos a exame clinico geral no momento que
antecedeu a avaliacdo ultrassonografica. Os parametros avaliados foram frequéncia
cardiaca, frequéncia respiratoria, temperatura retal, coloracdo das membranas
mucosas e movimentos ruminais. A frequéncia respiratéria, em movimentos
respiratérios por minuto (mpm), foi avaliada pela observacdo da movimentacao
toracoabdominal do animal durante a inspiracdo e expiracdo, sendo considerado
normal, a variacdo de 10 a 30 mpm. A frequéncia cardiaca, em batimentos por minuto
(bpm), foi avaliada com auxilio de estetoscopio posicionado entre 0 3°e 0 5° espaco
intercostal esquerdo, sendo considerado fisiologico para espécie intervalos de 60 a
80 bpm. Para registro da temperatura foi utilizado termémetro clinico digital
introduzido na ampola retal do animal, sendo o valor expresso em graus Celsius e 0
intervalo de normalidade para a espécie variando de 37,8 a 39,2°C. Do mesmo
modo, foi avaliada a coloracéo das membranas mucosas oculopalpebrais e vulvares,
gue, em animais saudaveis, apresentam-se roseas (normocoradas). Os movimentos
ruminais foram avaliados por meio da ausculta da fossa paralombar esquerda
durante dois minutos, considerando o fisioldgico 2 a 4 movimentos em 2 minutos
(mp2m) (Feitosa, 2008).
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4.4 Exames laboratoriais

Apés selecdo dos animais foi efetuada coleta de sangue venoso para
realizacdo de hemograma. A amostra foi obtida por puncao da veia jugular externa
ou veia epigastrica superficial caudal (i.e. veia mamaria) apos antissepsia com
algoddo embebido em &lcool 70%. O sangue foi coletado em tubo vacutainer
contendo EDTA. As amostras, devidamente identificadas, foram encaminhadas para
o Laboratério de Patologia Clinica “Prof. Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto” do
Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, Jaboticabal - SP. Os valores obtidos
incluiram contagem de hemécias (HE), hematécrito (HT), concentracdo de
hemoglobina (HB), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM);
leucograma com a avaliacdo da contagem total de leucdcitos (LE), neutrofilos
bastonetes (BAST), neutréfilos segmentados (SEG), linfocitos (LINF), mondcitos
(MON), eosinodfilos (EOS) e baséfilos (BAS), além de fibrinogénio plasmatico e
proteina total.

A concentracdo da proteina plasmatica total foi determinada pelo método
refratometria e o teor de fibrinogénio pela técnica de precipitacao e calor. O sangue
coletado foi centrifugado para posterior mensuracdo da proteina total através do
refratdmetro, em seguida, 1 mL de plasma foi adicionado a um tubo de eppendorf
submetido a aguecimento em banho maria a 56°C por 3 minutos e centrifugado para
posterior mensuracédo em refratdbmetro, sendo o fibrinogénio a diferenca da proteina

plasmatica ap0s exposi¢cao ao calor.

4.5 Exames da secrecdao lactea

4.5.1 Teste da caneca de fundo preto

Os microrganismos de interesse direto no estudo foram Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. e Escherichia coli. Para avaliar as alteracdes fisicas ocasionadas
pela presenca potencial destes microrganismos no leite foi realizado o teste da
caneca de fundo preto, seguindo as determinagdes de Haddad (2012).

O teste foi realizado imediatamente antes ordenha. Os primeiros jatos de leite
de cada teto foram desprezados em uma caneca com fundo preto e observados para
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avaliar o aspecto da secrecao lactea a fim de detectar possiveis alteracdes de cor,
consisténcia ou presenca de grumos, pus ou sangue. Os tetos cujo leite
apresentava-se sem alteracbes foram caracterizados como negativos para a
presenca de mastite clinica. Ja a presenca de alteracGes visuais da secrecao lactea
configurava quartos positivos.

Os resultados dos exames da secrecdo lactea relacionados ao teste da
caneca de fundo preto foram categorizados para possibilitar a analise estatistica
multivariada de componentes principais, sendo resultado O atribuido a secrecao
lactea sem alteracao visual, ou seja, negativo, e 1 para secre¢ao lactea positiva para
alteracdes macroscopicas que incluiram presenca de grumos, secrecdo lactea
aquosa ou espessa e presenga de pus ou sangue.

Os resultados do teste da caneca de fundo preto, posteriormente, foram
correlacionados aos demais exames da secrecao lactea, exame clinico da glandula
mamaria, achados microbiolégicos, exame de ultrassonografia modo B e

sonoelastografia de compressao.

4.5.2 California Mastitis Test (CMT)

O California Mastitis Test foi aplicado as amostras de leite dos quartos
mamarios antes da realizacao do exame de sonoelastografia. Foi realizado mediante
as descricdes e recomendacdes de Philpot e Nickerson (1991).

Para o CMT o valor O foi atribuido a teste negativo, ou seja, sem aglutinacao;
1 relativo a presenca de uma cruz, demonstrando resultado fracamente positivo; 2
(duas cruzes) resultado distintamente positivo e 3 (trés cruzes) um resultado
fortemente positivo. Os resultados do CMT, posteriormente, foram correlacionados
aos demais exames da secrecdo lactea, exame clinico da glandula mamaéria,
achados microbiolégicos, exame de ultrassonografia modo B e sonoelastografia de

compressao.

4.5.3 Contagem de células somaticas (CCS)

Foram coletadas amostras de todos os animais incluidos no estudo. As
amostras foram coletadas no momento que antecedeu a primeira ordenha. Para isso,

utilizou-se frascos plasticos contendo conservante bronopl os quais foram
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preenchidos com conteudo lacteo dos quatro tetos de cada animal (pool amostral).
Imediatamente apos a coleta, o frasco foi fechado e foram realizados movimentos
giratorios por 10 vezes. Apds 15 minutos, o processo foi repetido. Os frascos foram
devidamente identificados e enviados para o laboratorio da Clinica do Leite,
Piracicaba — SP, e as amostras avaliadas em até cinco dias. A contagem de células
somaticas se deu por citometria de fluxo em contador automatico.

A contagem de células somaticas foi dividida em trés categorias distintas,
sendo 0 resultados que variaram de 0 a 200 (x10° células/mL), 1 resultados de 201
a 4000 (x102 células/mL) e 2 resultados variando de 4001 a 10.000 (x102 células/mL).
Os resultados da CCS, posteriormente, foram correlacionados aos demais exames
da secrecéo lactea, exame clinico da glandula mamaria, achados microbiolégicos,

exame de ultrassonografia modo B e sonoelastografia de compressao.

4.5.4 Analises microbioldgicas

Todas as amostras obtidas provenientes de quartos mamarios saudaveis e
positivos para mastite clinica e subclinica pelos testes da caneca de fundo escuro,
CMT e CCS (Schalm e Noorlander, 1957; Zafalon et al. 2010) foram submetidas as
analises microbioldgicas. Previamente a coleta, foi realizada assepsia rigorosa com
gaze cirargica embebida em clorexidine degermante a 2% e posteriormente retirado
com gaze embebida em clorexidine aquoso a 1%. Esse procedimento foi realizado
trés vezes por teto a ser coletado. Em seguida, 30 mL de amostras de leite de cada
guarto mamario foram coletadas em tubos Falcon estéreis e armazenadas em caixa
de isopor com gelo para serem transportadas até o Laboratdrio de Microbiologia da
FCAV/Unesp. Em seguida, as amostras de leite foram semeadas em placas
contendo agar sangue bovino a 5% e agar Mac Conkey e mantidas a 37°C em
condi¢cBes aerdbias, por até 72 horas. Os testes microbiolégicos foram baseados nos
protocolos padrdo da National Mastitis Council (NMC) (LHBM, 1999). Os
microrganismos foram isolados e identificados de acordo com as caracteristicas
morfotintoriais e bioquimicas, pela coloragdo de Gram, agar triple sugar iron (TSI),
teste do citrato de Simmons, teste da urease, teste da catalase e semeadura em sal

manitol com indicador (Leonard et al., 2011).
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4.6 Avaliacéao clinica da glandula maméria

A avaliacao clinica das glandulas mamarias foi realizada por meio de inspecao
e palpacédo. Foi observado o Ubere antes da ordenha a fim de localizar aumentos de
volumes, assimetrias ou alteracéo na coloragéo (hiperemia). A palpagéo foi realizada
apos a ordenha assim como a realizacdo do pregueamento da pele que reveste o
parénquima para avaliar a elasticidade da pele e tecido subcutaneo. Ato continuo,
foi realizada a palpacdo de todo o parénquima mamario do sentido caudal para
cranial e dorsal a ventral de cada quarto maméario separadamente. Ambas as
avaliacdes foram conduzidas seguindo as descri¢cdes de Feitosa (2008).

ApoOs realizada a palpacdo completa de todas as estruturas (parénquima
glandular, tetos e pele), a cada glandula mamaéria foi atribuida oescore de Hannover
gue consiste em uma notagao (em algarismos romanos que variam de 0 ou SA a VII)
para representar os resultados da palpacéo do parénquima designados pela Escola
Superior de Veterinaria de Hannover. Lendo: 0 ou SA: mama recém ordenhada,
apresenta-se firme a pressdo com granulagéo fina, distendida e tensa antes da
ordenha interpretado como glandula mamaria normal; 1: nodulacdo grosseira, dura
mas pequena e localizada, também caracterizado como normal; 2: nodulacéo
grosseira, dura e generalizada com nodulos localizados de pequeno tamanho,
normal em vacas de varias lactacdes; 3: nédulos duros de tamanho médio com
distribuicdo generalizada no parénquima mamario, vaca recuperada de mastite ou
mastite atual; 4: ndédulos grandes e duros, confluentes, com endurecimento de
I6bulos glandulares, interpretado como mastite em fase de cronificacdo; 5:
endurecimento difuso do parénquima glandular, designando mastites crénicas; 6:
edema inflamatério agudo da glandula mamaéaria, rubor, calor, dor e tumor,
consisténcia pastosa, além da alteracdo de funcdo, associado a mastite aguda; 7:
edema fisiolégico da mama no pés-parto, ha menos sinais alarmantes mas
assemelha-se as do processo inflamatorio (Feitosa, 2008).

Além disso foram realizadas avaliacdo da temperatura e coloracdo da

glandula mamaéria, sendo para temperatura escala atribuida de 0: temperatura
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normal, 1: para temperatura diminuida e 2: temperatura aumentada. Resultados
para coloracdo variaram de 0: sem alteracdes e 1: presenca de alteracdo na

coloracdo da glandula mamaria.

4.7 Sonoelastografia por compressao

Os exames elastogréficos dos quartos mamarios foram realizados apés
higienizacdo com compressas embebidas em alcool 70%. Todas as avaliacdes
elastograficas foram realizadas imediatamente apés a segunda ordenha do dia.

Antes dos exames foi aplicado gel especifico para a realizacdo da
ultrassonografia, para melhor cooptacdo do transdutor a pele. As avaliac6es foram
realizadas com os animais em posi¢cao quadrupedal, com 0s membros apoiados no
solo em local adequado para manejo de bovinos. Para tal, foi utilizado aparelho
ultrassonografico portatil com transdutor convexo multifrequenciall. O exame foi
realizado por um Uunico ultrassonografista, alheio aos resultados das analises
clinicas, microbiolégicas, do CMT e da CCS.

As imagens sonoelastograficas foram obtidas conforme protocolo descrito
para mulheres (Arslan et al., 2018), aqui adaptado aos bovinos. Foram obtidas
imagens parasagitais dos quatro quartos mamarios.

Para os quartos anteriores, as imagens foram obtidas no aspecto lateral das
glandulas mamarias, no ponto médio entre a inser¢cdo do Ubere na musculatura
abdominal e o ponto de transicdo entre a glandula e o teto. Ja nos quartos
posteriores, as imagens foram obtidas na porcdo caudal das glandulas mamarias
(Figuras 1 e 2).

A interpretacdo das imagens sonoelastogréaficas foi baseada em escala de
porcentagem. Quartos mamarios atribuidos como 0 na sonoelastografia por
compressao representam resultados que variam de 0 a 60%. Resultados de 61 a
100% foram categorizados como 2. Quanto maior a porcentagem, menor a firmeza
do tecido avaliado (ou mais macio) em relacéo aos tecidos adjacentes.

Assim como descrito por Arslan et al. (2018), concomitantemente as
avaliacOes elastograficas foi realizada avaliacdo ultrassonografica em modo B
(janela dupla). A caracterizacao das lesdes teciduais, a avaliagao ultrassonografica

em modo B, seguiu os critérios estabelecidos por Fléck e Winter (2006).

L aparelho de ultrassom Esaote myLab Alpha e transdutor convexo multifrequencial
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Para a avaliacdo ultrassonogréfica, os resultados variaram de 0, atribuidos a
parénquima normal e 1, aqueles com alteragdo estrutural no parénquima. As
alteracdes estruturais avaliadas foram, parénquima nao homogéneo e hipoecoico;
parénquima ndo homogéneo e hiperecoico; parénquima ndo homogéneo e presenca
de edema; presenca de abcesso; presenca de hematoma e padrao mosqueado.

Ressalva-se que o0 exame ultrassonografico ndo foi utilizado para
caracterizacdo da higidez ou presenca de lesdo nos quartos mamarios durante a
caracterizacdo (e divisdo) dos grupos. Isto para que o ultrassonografista fosse
completamente imparcial, posteriormente, durante sua avaliacdo, ja que 0 mesmo

realizou o exame sem conhecer os resultados dos outros testes clinico

Figura 1. Animal em posicdo quadrupedal para avaliacdo
sonoelastografica da glandula mamaria anterior direita utilizando
aparelho de ultrassom Esaote myLab Alpha e transdutor convexo
multifrequencial, posicionado no ponto médio entre a inser¢do do
Ubere na musculatura abdominal e a transi¢cdo entre a glandula
mamaria e teto. FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2021.
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Figura 2.  Animal em posicdo quadrupedal para avaliacdo
sonoelastografica da glandula mamaria posterior esquerda utilizando
aparelho de ultrassom Esaote mylLab Alpha e transdutor convexo
multifrequencial, posicionado no ponto médio na regido caudal da
glandula mamaria. FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2021.

4.8 Analise estatistica

A associacao entre a presenca (e a classificacdo) da mastite e as variaveis
avaliadas, dentre elas, a inspecdao fisica dos quartos mamarios, o teste de caneca
de fundo preto, California Mastitis Test, contagem de células somaticas, cultura
microbiana, avaliacdo clinica e avaliacdo ultrassonogréafica foram avaliados por
técnica exploratoria multivariada de componentes principais, ap0s caracterizacao
dos resultados e padronizagéo das variaveis (média nula e variancia unitaria). O nivel
de significancia atribuido foi de p < 0,05. Para tal utilizou-se programa computacional
Statistical Data Analysis Software System versao 7 (StatSoft, TIBCO Software Inc.,
Palo Alto, CA, USA). As demais variaveis foram avaliadas de forma descritiva.

5. RESULTADOS
5.1. Avaliagéo clinica
A média dos parametros avaliados bem como valores individuais da

frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria, temperatura retal, coloragdo de mucosas

e movimentos ruminais estdo apresentados em formato de tabela. N&o houve
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diferenca estatistica entre 0s grupos para os parametros clinicos submetidos ao teste
T de Studant.

5.2. Exames laboratoriais

A média dos parametros laboratoriais avaliados bem como valores individuais
da contagem de heméacias, teor de hemoglobina, hematdécrito, contagem de plaquetas,
contagem de leucécitos totais, basofilos, eosindéfilos, neutréfilos bastonetes,
neutréfilos segmentados, linfécitos, mondcitos, concentragcdo de proteina total
plasmatica e teor de fibrinogénio estdo apresentados em formato de tabela. Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos para os parametros laboratoriais submetidos ao
teste T de Studant.

5.3. Exames da secrecdo lactea

5.3.1. Teste da caneca de fundo preto, California Mastitis Test (CMT) e contagem
de células sométicas (CCS)

Os quartos caracterizados como controle, por ndo apresentarem
caracteristicas compativeis com quadros de mastite clinica e mastite subclinica
(Figura 3, Figura 4, Figura 5 e Figura 6) apresentaram correspondéncia das variaveis
CMT, CCS e caneca de fundo preto pela analise multivariada de correspondéncia
multipla (Figura 13). O grupo mastite subclinica, apresentou correspondéncia da
variavel CCS. Ja o grupo referente aos quartos positivos para mastite clinica foi
observada correspondéncia entre as variaveis CMT, CCS e caneca de fundo preto
(Figura 13).
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Figura 3. Amostra de leite obtida durante a ordenha para inspecéo de
suas caracteristicas macroscépicas por meio de exame de caneca de
fundo preto sendo evidenciada secrecdo lactea espessa com
presenca de secrec¢do purulenta. FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2021.

Figura 4. Amostra de leite obtida durante a ordenha para inspecéo de
suas caracteristicas macroscopicas por meio de exame de caneca de
fundo preto sendo evidenciado leite espesso e com presenca de
grumos, classificada. FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2021.
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Figura 5. Amostra de leite submetida ao California Mastitis Test
(CMT). Areas demarcadas com os nimeros 1,3 e 4: resultado
negativo (escore 0) no teste CMT. Area demarcada com o nimero 2:
resultado positivo (++, escore 2). FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2021.

Figura 6. Amostra de leite submetida ao teste California Mastitis Test
(CMT). Areas demarcadas com os ndmeros 1 e 3: resultado positivo
(++, escore 2) no teste CMT. Area demarcada com nameros 2 e 4:
resultado fortemente positivo (+++, escore 3). FCAV/Unesp -
Jaboticabal, 2021.
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5.3.2 Andlise microbioldgica

O grupo categorizado como mastite clinica apresentou 68,42% (13/19) dos
quartos positivos para crescimento microbiologico, sendo 52,63% (10/19) sugestivo
para Staphylococcus aureus, 10,53% (2/19) sugestivo para Escherichia coli e 5,27%
(1/19) sugestivo de infeccdo mista entre Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
Dos quartos pertencentes ao grupo mastite subclinica, 14,81% (4/27) apresentaram
resultados negativos e 85,18% (23/27) apresentaram crescimento bacteriano (Figura
7, Figura 8 e Figura 9). Referente aos quartos positivos, 82,61% (19/27) foram
sugestivos para presenca de Staphylococcus aureus, 17,29% (3/27) sugestivos para
Staphylococcus ndo aureus e 4,35% sugestivo de Escherichia coli (1/27). Os quartos
pertencentes ao grupo controle ndo apresentaram crescimento bacteriano.

Os resultados positivos na andlise microbioldgica apresentaram correlacdo
estatistica com ambos o0s grupos, mastite clinica e mastite subclinica, bem como

resultado negativo com o grupo controle.

Figura 7. Crescimento bacteriano apds inoculagédo de amostra de
secrecao lactea em placa de Petri contendo agar sangue bovino a
5% apos 48 horas de manutencgédo a 37°C em condigdes aerobias.
FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2021.



Figura 8. Crescimento bacteriano apds inoculagéo de amostra de
secrecdo lactea em placa de Petri contendo agar Mac Conkey
apés 48 horas de manutengdo a 37°C em condigbes aerdbias.
FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2021.

Figura 9. Caracteristica morfotintorial pela técnica de coloracédo
de Gram de microrganismos pertencentes ao género
Staphylococcus spp. FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2021.

23
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5.4. Avaliagdo glandula mamaria

Dos 19 quartos diagnosticados com mastite clinica, apenas trés (15%) néo
apresentaram alteracdes durante a palpacéo e avaliagcao da temperatura e coloracéo
do ubere. Os demais apresentaram alteracdes compativeis com resultados que
variaram de 3 a 6 no escore de Hannover, sendo interpretados como, vaca
recuperada de mastite ou caso de mastite atual, mastite em fase de cronificacao,
mastite cronica e mastite aguda com edema e congestdo, respectivamente,
totalizando 84% (16/19) dos quartos avaliados. Em 31,6% (6/19) dos quartos foi
observado aumento da temperatura e em 26,31% (5/19) foram constatadas
alteracdes na coloracdo do Ubere, com presenca de areas hiperémicas. Foi
observada correspondéncia na analise estatistica entre as variaveis palpacéo e
temperatura com as demais avaliacdes da secre¢do lactea para o grupo referente aos
guartos diagnosticados com mastite clinica (Figura 13).

Para o grupo mastite subclinica, 62,97% (17/27) dos quartos apresentaram
resultado normal a palpacao (0, 1 e 2) interpretados como parénquima normal ou
normal em vacas de varias lactacdes. Em 18,52% (5/27) de quartos observou-se
aumento de temperatura e 22,22% (6/27) apresentaram areas de hiperemia. O grupo
mastite subclinica ndo apresentou correspondéncia estatistica da avaliagdo clinica
direta da glandula mamaria (temperatura e palpacao).

As variaveis descritas, palpacdo e temperatura foram estatisticamente
correspondentes entre si e com as demais avaliagbes da secrecdo lactea e

ultrassonografia modo B para o grupo controle (Figura 13).
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Figura 10. Inspecdo visual do Ubere. Quarto mamario posterior
direito apresentando assimetria em relagdo aos quartos mamarios
adjacentes apés ordenha completa. FCAV/Unesp — Jaboticabal,
2021.

5.5 Sonoelastografia por compressao

A esquerda do gréfico biplot 2 (Figura 14) observa-se que os animais do grupo
controle (Mastite_N) estéo relacionados aos aspectos ultrassonograficos normais dos
guartos mamarios, bem como auséncia de achados ao exame da caneca de fundo
preto (Caneca_Sadio), palpacao (Palpacédo_N e Temp_N), CMT(CMT_N), contagem
de células somaticas baixa (CCS_0) e cultura microbiana negativa (Cult_N). Ja os
quartos classificados com mastite subclinica (Mastite_Sub) apresentaram forte
relacdo com contagens moderadas de células sométicas (CCS_1), cultura microbiana
positiva (Cult_pos) e presenca de grumos ao CMT (CMT_G). Naqueles quartos
caracterizados com mastite clinica (Mastite_Cli), observou-se forte relacdo com
alteracdes ao CMT (CMT_G) e ao teste da caneca de fundo preto (Caneca_Lesao),
bem como constatacdo de alteragbes na estrutura do parénquima a palpacdo
(Palpacdo_A), conjuntamente com aumento de temperatura local (Temp_A) e
contagens mais relevantes de células somaticas (CCS_2). Ainda, como pode ser

constatado, as alteragBes ultrassonograficas observadas nos quartos avaliados
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(Ultrassom_A), ndo foram sensiveis o suficiente para distinguir quartos apresentando
mastite subclinica daqueles com mastite clinica.

No grafico biplot 1 (Figura 13) néo foi incluido os resultados da elastografia,
pois conforme pode ser observado no gréafico biplot 2 (Figura 14), a variavel em
guestao configurou um processo isolado, sem qualquer relacdo com os demais

achados clinicos.

Figura 11. Imagem ultrassonografia modo B ao lado esquerdo da imagem demonstrando
a presenca de alteracdo do parénquima sugestivo para presenca de abcesso. Imagem
sonoelastografica a direita apresentando imagem sugestiva de abscesso com interior
predominantemente vermelho e circundado por coloragdo verde e azul com 71.82% dos
pixels fora da escala de dureza dos tecidos. FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2021.

Figura 12. Imagem ultrassonografia modo B ao lado esquerdo da imagem
demonstrando  parénquima mamario homogéneo, sem alteragfes. Imagem
sonoelastografica a direita apresentando 72.11% dos pixels fora da escala de dureza dos
tecidos. FCAV/Unesp — Jaboticabal, 2021.
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Figura 13. Gréfico biplot 1 originado pela interacdo entre 0 componente principal 1 (Dim1) e 2 (Dim2),
0s quais expressam 71,5% dos resultados obtidos para 76 quartos mamarios de 26 vacas leiteiras
das racas Holandesa e mesticas Girolando, divididos em trés grupos: controle (Mastite_N), mastite
subclinica (Mastite_Sub) e mastite clinica (Mastite_Cli). A esquerda demonstra-se a correlagio entre
as variaveis ultrassonografia modo B (Ultrassom_N), teste da caneca de fundo preto (Caneca_Sadio),
California Mastitis Test (CMT_N), contagem de células sométicas (CCS_0), microbioldgico negativo
(Cult_NEG), palpacdo da glandula maméria (Palpacao_N) e temperatura da glandula mamaria
(Temp_N) para o grupo controle (Mastite N). A direita, demonstra-se no quadrante superior a
correlacdo entre as varidveis contagem de células somaticas (CCS_1) e microbiolégico positivo
(Cult_POS) para o grupo mastite subclinica (MASTITE_SUB). A direita, demonstra-se no quadrante
inferior a correlagédo entre as variaveis contagem de células sométicas (CCS_2), California Mastitis
Test (CMT_G), microbiol6gico positivo (Cult_POS), teste da caneca de fundo preto (Caneca_Lesao)
e palpagdo da glandula mamaria (PALPACAO_A) para o grupo mastite clinica (MASTITE_CLI).
Ultrassonografia modo B (ULTRASSOM_A) demonstrando néo correlagdo entre os grupos mastite
clinica e subclinica.
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Figura 14. Gréfico biplot 2 originado pela interagdo entre o componente principal 1 (Diml) e 2
(Dim2), os quais expressam 69,48% dos resultados obtidos 76 quartos mamarios de 26 vacas
leiteiras das racas Holandesa e mesticas Girolando, divididos em trés grupos: controle (Mastite_N),
mastite subclinica (Mastite_Sub) e mastite clinica (Mastite_Cli). Ao centro estd demonstrada a ndo
correlacdo do exame de elastografia (ELAS>60 e ELAS<60) com as demais variaveis
ultrassonografia modo B (ULTRASSOM_N e ULTRASSOM_A), teste da caneca de fundo preto
(Caneca_Sadio e Caneca_Lesao), palpagdo da glandula maméria (PALPACAO_N e
PALPACAOQO_A), andlise microbiolégica (CULT_NEG e CULT_POS), contagem de células somaticas
(CCS_0, CCS_1 e CCS_2) e California Mastitis Test (CMT_N e CMT_G) para 0s grupos controle
(MASTITE_N), grupo mastite clinica (MASTITE_CLI) e mastite subclinica (MASTITE_SUB).

6. DISCUSSAO

A inflamacdo da glandula mamaria, descrita como mastite, pode ser
decorrente, ou ndo, de processo infeccioso e € uma das mais importantes doencas
em rebanhos leiteiros (Bergonier e Berthelot, 2003). A massiva maioria das mastites
séo infecciosas, sendo 90% dos casos de origem bacteriana, onde frequentemente
sdo isoladas bactérias do género Staphylococcus spp. promovendo mastites
clinicas (Philpot e Nickerson, 1991; Contreras et al., 2007; Arsenault et al., 2008),
além de bactérias do género Streptococcus spp. e outras menos incidentes
(Bergonier e Berthelot, 2003; Gonzalo et al., 2004; Contreras et al., 2007). Outros
patdogenos como fungos, leveduras, algas e virus também podem estar envolvidos
na etiologia da doenga, porém a ocorréncia € considerada baixa (Tozetti et al.,
2008).

Tais dados corroboram os achados do presente estudo que demonstrou

crescimento microbiolégico em 68,42% das amostras lacteas provenientes de
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quartos mamarios classificados como positivos para mastite clinica e crescimento
microbiolégico em 82,61% das amostras provenientes de quartos classificados
como mastite subclinica, presumindo assim que, de maneira majoritaria, a doenca
foi decorrente de agentes infecciosos, sobretudo, bactérias. As demais amostras,
negativas na analise microbiolégica, apesar do diagnostico positivo para a
enfermidade, pode ser explicado pelo envolvimento de agentes etioldgicos de
origem nao bacteriana, ou fisioldgicos, que apesar de menos prevalentes, podem
estar associados aos quadros clinicos e subclinicos.

Ademais, o isolamento do agente etiolégico pode ndo ser possivel por
diversas razfes, como a excrecdo intermitente e em quantidade reduzida do
microrganismo, patdégeno relacionado pode ndo ser detectavel pela utilizacdo de
testes microbiol6gicos convencionais, algumas enzimas ou proteinas presentes no
leite podem mascarar a deteccdo do patdgeno e a infeccdo pode ser apoiada por
endotoxinas bacterianas e outros compostos liberados por neutrofilos que podem
permanecer, mesmo apés a eliminacdo das bactérias invasoras (Pyorala 2003;
Nunes et al., 2008).

Estudo realizado em fazendas leiteiras na regido sul do Brasil objetivou
identificar as principais espécies presentes nas amostras coletadas a partir de
quartos mamarios com alteracdes visuais da secrecado lactea ou positivos no teste
CMT, demonstrando como resultado a ocorréncia de Staphylococcus spp. em maior
prevaléncia (82,3%) seguida de Bacillus spp. (3,9%), Klebsiella spp. (3,9%),
Streptococcus spp. (3,9%), Corynebacterium spp. (2%), Enterococcus spp. (2%) e
Serratia spp. (2%) (Lopes et al., 2021). A partir das analises, o Staphylococcus spp.
foi o agente etiol6gico isolado na maioria das amostras positivas para mastite
clinica e subclinica, concordando a literatura consultada.

Além da identificacdo microbiolédgica, a contagem de células sométicas tem
sido utilizada amplamente como indicador de infecgbes intramamarias, sendo
incluida como componente de definicdo de mastite e aumentando acentuadamente
durante a infeccao (Pyorala 2003; Schukken et al., 2003; Della Libera et al., 2011;
Dufour e Dohoo, 2013). Ha, na literatura, ampla variacdo do limite considerado
saudavel para contagem de células somaticas no leite. Autores defendem que CCS

acima de 200 x102 células somaticas/mL de leite j& é indicativo de quedas na
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producéo e qualidade do leite, indicando mastite subclinica em niveis elevados no
rebanho (Barbosa et al., 2002; Coldebella et al. 2004; Magalh&es et al. 2006).

A sensibilidade e especificidade utilizando limite abaixo de 200 x103 células
somaticas/mL de leite, téem sido avaliada em diversos estudos demonstrando
variacéo de 73 a 89% de sensibilidade e 75 a 85% de especificidade (Ruegg, 2002).

No presente estudo, para enquadrar o quarto mamario no grupo controle
foram utilizados como parametros CMT negativo, associado a auséncia de
alteracdes no exame fisico da glandula mamaria, auséncia de alteracdes visuais na
secrec¢do lactea e, apenas confirmada a incluséo, apés resultados inferiores a 200
x10°% células somaticas/mL de leite de leite e cultura negativa, corroborando a
literatura, a qual relata a necessidade de sempre avaliar a CCS em conjunto com
analise microbiologica, pois pode ndo haver concordancia completa dos resultados
(Pyorala, 2003).

Estudo reportou que 59,6% de amostras de leites com resultados de CCS
inferior a 200.000 células/mL apresentaram cultura negativa (Hisira et al., 2019).
No presente estudo, 100% das vacas classificadas como controle, a partir da
avaliacdo da secrecdo lactea, CMT e avaliacdo clinica geral e especifica da
glandula maméria apresentaram CCS abaixo de 200.000 células/mL e cultura
negativa.

Os valores de CCS e os resultados do CMT, bem como a correlagéo positiva
entre ambos os testes, também demonstrou ser bastante Uteis na fase inicial da
lactacéo, por conseguir identificar, qualitativamente, a presenc¢a de microrganismos
causadores da mastite nos quartos mamarios. Diante disso, o CMT foi creditado
como um teste Gtil para o diagndstico da mastite subclinica nos rebanhos (Sargeant
et al. 2001; Barbosa et al. 2002; de Sa et al. 2018). Neste aspecto, nossos
resultados corroboram as observac¢des dos autores no que tange a eficacia do CCS
e do CMT na identificacdo da mastite clinica ou subclinica em vacas leiteiras.

Estudo realizado por Arslan et al. (2018) avaliou as vantagens do ultrassom
do modo B combinadas com a elastografia de tensao na diferenciagédo de mastite
granulomatosa idiopatica de lesdes malignas nos seios de mulheres. Foram
realizadas comparacdes da relacdo de tensao (strain ratio) fornecido pelo proprio

software durante o exame e escore elastografico das lesdes em relacdo as areas
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subjacentes que é caracterizado visualmente em escores de 1 a 5, sendo 1 a 3
lesbes caraterizadas como benignas e 4 e 5 malignas. Os valores médios de
relacdo de tensdo e escore elastografico para lesbes mamarias malignas foram
significativamente maiores do que aqueles para a mastite granulomatosa
concluindo que o uso combinado de modo B e elastografia é eficaz para
diferenciacdo de mastite e les6es mamarias malignas com excelente sensibilidade
e taxas de especificidade.

Da Silva et al. (2021), avaliaram 27 fémeas ovinas, suas glandulas mamarias
e linfonodos utilizando elastografia por impulso de forca de radiacdo acustica (ARFI)
para diagnéstico de mastite em glandulas fibrosadas dividindo os grupos
experimentais de acordo com a CCS em: GC com CCS < 500 x10° células
somaticas/ml de leite, sem fibrose em parénquima; Grupo CB com baixa contagem
de células (CCS < 500 x102 células somaticas/ml de leite) e presenga de fibrose na
glandula; CA com CCS > 500 x1032 células somaticas/ml de leite e presenca de
fiborose. A partir das variaveis qualitativas (ecogenicidade e ecotextura) e
guantitativas (velocidade de cisalhamento, profundidade e proporcdo eixo
curto/longo) obtidas concluiram que a eslatografia ARFI pode indicar pontos de
corte para que haja diferenciacao de um processo de mastite ativa de mastites que
ja se curaram. A elastografia ARFI foi uma ferramenta excelente para diferenciacao
das éareas normais de areas fibrosadas em parénquima. Diferentemente do
relatado, no estudo em gquestédo, a elastografia configurou um processo isolado,
sem qualquer relacdo com a mastite clinica e mastite subclinica.

Contudo, ha de se levar em consideracdo que as alteracdes estruturais do
parénquima mamario dos animais avaliados apresentou-se muito discreta. Neste
aspecto, a elastografia ndo foi eficaz na deteccao destas alteragbes pormenores.
Entretanto, permitiu, conjuntamente com a ultrassonografia em modo-B, a
identificacdo de alteragGes focais nas glandulas mamarias, tais como a presenca
de edema ou abscessos. H& de se averiguar as alteracdes elastogréaficas presentes
no parénquima mamario de pacientes com mastite cronica visto que, a mastite
cronica aumenta substancialmente o risco de fibrose nos tecidos mamarios
acometidos (Hillerton, 1996). Nestes casos ha prolongada agressao e morte celular,

gue proporciona o aparecimento de cicatrizes ou endurecimento do quarto mamario
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(Pereira, 2011). A fibrose pode afetar de maneira parcial ou total um ou mais
quartos mamarios a depender da extensdo do problema. Quando parcial, o Ubere
pode seguir produzindo leite, ou se transformar em ndo produtivo quando afetado
totalmente. Ademais, tais quadros podem acarretar a persisténcia da infecccéo
apos periodo seco (Santos et al., 2022).

A capacidade de detectar areas de fibrose imperceptiveis a palpacdo em
casos de mastite crénica pode facilitar o diagnéstico e tratamento e ainda ser
ferramenta para orientar o descarte preciso de animais do rebanho pois capacitaria
a distincdo de vacas com reducdo na produtividade devido a causas reversiveis,
responsivas a tratamento, de outras em que a cronicidade da enfermidade
ocasionou comprometimento da glandula mamaria afetando a producao de maneira
irreversivel e ainda caracterizando possiveis reservatorios para manutencdo da
doenca no rebanho. Pela auséncia de animais com este quadro clinico, ndo foi
possivel a inclusdo de um grupo “mastite cronica” no estudo.

O edema local, presente nos tecidos em quadros de mastite € faciimente
identificado utilizando ultrassonografia Segundo O’Brien et al. (2002). Na imagem
elastografica, a inflamacdo e o edema demonstram aumento significativo nos
valores de rigidez tecidual. Imagens obtidas por meio da elastografia que se
relacionam a abcessos apresentam maior maciez central, caracterizando a leséo,
envolta por tecido rigido decorrente do edema e inflamacédo (Barr, 2020). A
elastografia, nesse sentido, pode colaborar juntamente com a ultrassonografia na
diferenciacdo de edema fisioldgico daqueles ocasionados pela enfermidade.

Uma das glandulas mamarias avaliadas no presente estudo, apresentava
imagem sugestiva de abcesso na avaliagdo modo B. Quando comparada com a
imagem sonoelastogréfica, foi possivel notar imagem semelhante ao relatado em
literatura, em que o centro da formac&o nodular apresentava coloragcéo vermelha,
caracterizando tecido de menor dureza, envolto por camada de coloracéo verde
gue, comparada ao vermelho na escala de cores, sugere tecido de maior rigidez,
sendo assim, reforcando assim a suspeita clinica.

Tal informacdo € relevante pois varios fatores podem interferir na cura
bacteriologica quando se utiliza a terapia com antibioticos, como o estagio da

ocorréncia da infeccdo, incapacidade de defesa das células mamarias e, inclusive,
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presenca de bactérias no interior de abcessos (Faria, 1995). Portanto, o diagnéstico
preciso da presenca de abcesso em quadros de mastite, quando esses ndo sao
perceptiveis a palpacdo e ndo possuem comunicacdo com meio externo através de
fistulas, € de grande relevancia, pois pode explicar a recorréncia ou manutencao
do quadro infeccioso em determinado animal.

A técnica elastogréfica utilizada fornece imagens que demonstram a rigidez
relativa dos tecidos dentro do campo de visao (FOV), ndo sendo capaz de mensurar
a rigidez absoluta da area avaliada. Para tal, faz-se necessaria a avaliacdo em
comparacao com o modo B para se obter informacgdes clinicamente Uteis (Barr et
al., 2012; Barr, 2014). Em contrapartida, a ARFI oferece abordagem quantitativa
por meio de impulso acustico enviado para uma regido de interesse e a formacao
de ondas de pressédo capazes de deformar os tecidos para elevar a velocidade da
propagacdo de ondas (velocidade da tesoura) e fornecer um resultado que
expressa rigidez absoluta do tecido avaliado (Comstock, 2011). Tal diferenca de
técnica pode explicar o resultado do estudo onde a elastografia ndo apresentou
capacidade de diagnostico da enfermidade visto que, na maioria dos casos, as
lesbes das glandulas mamarias decorrentes de mastite levam a acometimento
generalizado dos tecidos. Essa hip6tese pode ser reforcada a partir da glandula
comprometida com abcesso, onde, nesse caso, a técnica se mostrou eficaz para
confirmar a presenca da lesao, visto que houve a possibilidade de comparacéo da
alteracdo com tecidos adjacentes.

Outro ponto importante a ser levado em consideracgao é o fato de o software
do método ARFI exigir maior desempenho dos equipamentos. Por isso,
normalmente esta modalidade elastogréafica s6 pode ser encontrada em aparelhos
“fixos” e mais robustos, de dificil mobilidade. Ja a elastografia por compressao pode
ser prontamente encontrada em equipamentos portateis, como o utilizado no
presente estudo.

N&o existem outros trabalhos que utilizam a técnica da elastografia por
compressdo em glandulas mamarias da espécie bovina o que eleva o grau de
dificuldade decorrento do pioneirismo para o presente estudo, poréem amplia, na
mesma proporc¢ao, as possibilidades de exploracdo sobre o tema. A elastografia €

um exame que, mesmo na Medicina Humana, ainda se encontra em fase de



34

estudos clinicos para rastrear sua eficiéncia no diagnéstico das mais diversas
enfermidades, em comparacdo com métodos ja consolidados por ampla literatura.
Na Medicina Veterinaria, os estudos sédo poucos e ainda ha um vasto campo a ser
pesquisado.

Por se tratar de um método de diagndstico ultrassonografico avancado, ndo
invasivo, capaz de fornecer informacgéo valiosa sobre elasticidade de tecidos,
sugere-se novos estudos utilizando a técnica para avaliacdo, diagnostico e, o mais
aplicavel, para o progndstico da mastite em vacas leiteiras. A avaliacdo de animais
induzidos experimentalmente, onde as caracteristicas das lesbes podem ser
controladas pela padronizacdo do agente etiolégico, além de categorizacao dos
animais induzidos por meio dos numeros de lactacdes, volume de leite produzido
(baixa, média e alta producdo), associacdo das técnicas elastograficas
(sonoelastografia por compressao e ARFI), novos métodos de rastreio da glandula
mamadria, visto que, o presente estudo propds a primeira metodologia utilizando
imagens parasagitais dos quatro quartos mamarios, e também avaliacdo de
linfonodos mamarios podem ser Uteis para a padronizacdo da técnica em pesquisas
futuras, com resultados promissores no que se refere ao diagndéstico e progndstico

de lesdes mamarias de fémeas bovinas acometidas por mastite.

7. CONCLUSAO

Devido a prevaléncia e impacto decorrente da mastite nos rebanhos
leiteiros a prevencao, diagndéstico e prognostico da enfermidade sdo de extrema
relevancia. A evolucdo dos métodos de diagnéstico contribui para que estratégias
de controle e tratamento sejam assertivas. Pelo posto, o teste da caneca de fundo
preto, CMT, CCS e cultura microbiologica, quanto utilizados em conjunto, sé&o
capazes de descartar ou diagnosticar adequadamente quadros clinicos ou
subclinicos da mastite nas vacas leiteiras. A sonoelastografia por compresséao,
apesar de nao detectar as alteragcbes mais ténues no parénquima mamario
decorrentes da mastite clinica ou subclinica no presente estudo, deve ser foco de
estudos posteriores no que tangem a importancia da técnica e perspectiva futura
de sua aplicabilidade na deteccdo de fribroses, abcessos e demais lesdes

localizadas no parénquima mamario de vacas portadoras de mastite cronica. O
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pioneirismo da técnica apresentado permite campo de exploragdo amplo e
diversificada. Além disso, o presente estudo servirh de fundamento para

desenvolvimento de novos delineamentos experimentais.
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