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1. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil possui cerca de 23 milhões de vacas leiteiras e no ano de 2011 produziu 32 

bilhões de litros de leite, sendo considerado o quarto maior produtor mundial, mas a 

produção média de leite por vaca é baixa, 1.381 litros/vaca/ano (FAOSTAT, 2011). O 

baixo potencial genético (ANUALPEC, 2011), o estresse térmico (RHOADS et al., 

2009) e a alta prevalência de doenças infecciosas (Pereira et al., 2013) são limitantes 

para aumentar a produção de leite no Brasil.  

A rentabilidade da atividade leiteira depende da produtividade dos animais e a 

medida que aumenta o intervalo entre partos (IEP) menor é a produtividade. Vacas em 

lactação apresentam menores taxas de concepção e maiores perdas de gestação (LUCY, 

2001), sendo associadas a diversos fatores, como o aumento da produção de leite 

(BUTTLER & SMITH, 1989), nutrição (LUCY, 2001), estresse térmico (DEMETRIO 

& VASCONCELOS, 2011), mastite (SANTOS et al., 2004) e outras doenças 

infecciosas (Pereira et al., 2013).  

A mastite é uma das infecções mais comuns nos rebanhos leiteiros do mundo 

todo, com incidência ao redor de 50 a 70 casos por 100 vacas/ano no Reino Unido 

(BRADLEY et al., 2007). Smith & Hogan (2001), estimaram que o custo da mastite 

para a indústria leiteira dos Estados Unidos é ao redor de dois bilhões de dólares por 

ano ou 11% de toda a produção de leite do país. Segundo estes autores os maiores 

custos são atribuídos a redução na produção e descarte de leite e reposição de animais, 

que respectivamente são: $102, $24, e $33 por vaca/ano. Os custos com trabalho, 

medicamentos e serviços veterinários são relativamente baixos, ficando ao redor de $13 

por vaca/ano. O custo total da mastite é em média 172 dólares por vaca/ano. 

A mastite está amplamente difundida no Brasil, em levantamento feito pelo 

laboratório VidaVet, foram isolados agentes causadores de mastite em 

aproximadamente 70% das 118 mil amostras analisadas (COMUNICAÇÃO 

PESSOAL). Um dos motivos desta alta prevalência é a baixa exigência e fiscalização 

do governo e da população quanto a qualidade do leite. O governo brasileiro, tendo 

como base a Instrução Normativa nº 62 (BRASIL 2011) em vigor, exige que a 

contagem de células somáticas (CCS) média do rebanho esteja abaixo de 600.000 

céls./ml. Com estes valores de CCS é possível que grande parte dos animais apresente 

algum grau de mastite, segundo Chebel (2007), vacas com CCS acima de 200.000 
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céls./ml, mesmo sem nenhum sinal adicional, já são classificados como portadoras de 

mastite subclínica. Nos resultados do presente estudo observou-se isolamento de 

agentes causadores de mastite em aproximadamente 60% das amostras de leite com 

CCS menor que 600.000 céls./ml. No Brasil, 23% das fazendas não atendem a 

normativa em vigor e produzem leite com CCS acima do padrão exigido, estes rebanhos 

são responsáveis por 26% da produção total de leite do Brasil (CASSOLI, 2013). A 

legislação nos EUA exige que a CCS média do rebanho esteja abaixo de 750.000 

céls./ml, apesar da exigência ser menor que no Brasil, a média nacional de 2012 foi de 

200.000 céls./ml. Apenas 3,3% dos rebanhos possuem CCS média maior que 600.000 

céls./ml e somente 1,5% dos rebanhos leiteiros norte americanos estavam fora dos 

padrões exigidos por lei (NORMAN et al., 2012).  

Diversos estudos encontraram associação entre mastite e reprodução (SCHRICK 

et al., 2001; HANSEN et al., 2004; SANTOS et al., 2004; MOORE et al., 2005;). 

Chebel et al. (2004) relataram que vacas que apresentaram mastite entre a IA e a 

confirmação da gestação (45 d) tiveram 2,8 vezes mais chances de perder a gestação 

entre 31 e 45 d. A mastite subclínica ou CCS elevada sem sinais clínicos também tem 

impacto negativo na performance reprodutiva (Hudson et al., 2012). Vacas 

apresentando CCS maior que 300.000 céls./ml no último teste antes da IA apresentaram 

maior perda embrionária (30% vs. 12,5%) entre  28 e 40 dias que vacas com CCS 

menor que 300.000 céls./ml (MOORE et al., 2005). Segundo Philpot & Nickerson 

(1991), para cada caso clínico de mastite podem existir de 15 a 40 casos subclínicos. 

Os mecanismos pelos quais a mastite subclínica pode afetar a fertilidade de vacas 

leiteiras ainda não estão bem elucidados. A utilização da Transferência de Embriões 

(TE) pode ser um modelo interessante para entender estes mecanismos, já que a TE é 

feita apenas com embriões que já passaram por períodos críticos como o 

desenvolvimento oocitário e o desenvolvimento embrionário inicial (EALY et al., 

1993).  

Os objetivos destes estudos foram (1) determinar a Se. e Sp. de diferentes 

limiares de CCS para identificar mastite subclínica; (2) verificar o impacto do 

isolamento de bactérias causadoras de mastite e da CCS durante protocolo de TETF na 

P/TE de vacas em lactação. A hipótese destes estudos é que infecção intramamária 
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(IIM) está associada a aumento de CCS e que ambos afetam negativamente a P/TE de 

vacas em lactação. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Mastite 

 

De acordo com o NMC (Conselho Nacional de Mastite, 1996), a mastite é uma 

inflamação da glândula mamária com o propósito de destruir ou neutralizar o agente 

causador e preparar o tecido para a cura e recuperação da função normal. A mastite 

pode ser causada por diversos tipos de agentes, entre eles estão os infecciosos e suas 

toxinas, trauma físico e substâncias químicas irritantes. Em bovinos leiteiros a principal 

causa da mastite são os microrganismos, principalmente bactérias, que invadem o úbere, 

se multiplicam nos tecidos produtores de leite e produzem toxinas que causam lesão. 

 

2.2.  CCS 

 

A contagem de células somáticas do leite é um critério de qualidade mundialmente 

utilizado por indústrias, produtores e entidades governamentais. A CCS é composta por 

células epiteliais da glândula mamária e por um conjunto de células de origem 

sanguínea (leucócitos) cuja função é a defesa da glândula. As células somáticas indicam 

a ocorrência de inflamação intramamária, a CCS da glândula saudável não passa das 

200.000 céls./ml, valores acima disto são indicativos de mastite subclínica (Santos & 

Fonseca 2007).  

Órgãos fiscalizadores e governos de vários países se baseiam nos valores de CCS 

para exigir qualidade do leite para os produtores. O limite máximo legal para União 

Europeia, Nova Zelândia e Austrália é de 400.000 céls./ml (SARGEANT et al., 1998). 

No Canadá, Brasil e EUA, os limites estabelecidos por lei são respectivamente, 

500.000, 600.000 e 750.000 céls./ml (SARGEANT et al., 1998 ;  BRASIL 2011). 

A avaliação da mastite subclínica e qualidade do leite pela CCS pode apresentar 

algumas limitações. A utilização da CCS como estimativa da saúde da glândula 

mamária é mais aplicável a rebanhos com maior prevalência de patógenos contagiosos. 
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A infecção por patógenos ambientais em geral não eleva os valores de CCS a níveis 

semelhantes a infecções por patógenos contagiosos (NMC, 1999), desta maneira, muitas 

infecções podem não ser detectadas quando se avalia apenas este parâmetro (NMC, 

1998). Mesmo após o fim da IIM a CCS ainda se mantém alta por um período de 

tempo, podendo gerar falsos positivos, vacas com mais dias em lactação também 

apresentam maior CCS (Schepers et al., 1997). 

 

2.3. Tipos de mastite e agentes causadores  

 

A mastite pode ser dividida quanto a sua forma de manifestação em clínica ou 

subclínica. A mastite subclínica não apresenta sinais visíveis de inflamação ou 

anormalidades no leite, entretanto, a presença de microrganismos, pode ser detectada 

por cultura microbiológica e a inflamação pode ser diagnosticada por teste de 

condutividade ou CCS (NMC 1996). Na mastite clínica existem sinais evidentes e 

podem ser notados os sinais clássicos da inflamação: dor, vermelhidão e inchaço além 

de mudanças macroscópicas no leite, como a presença de grumos ou pus. Além disso, 

na mastite clínica, sinais sistêmicos como, febre, diminuição do consumo e desidratação 

podem estar presentes (Santos & Fonseca, 2007). 

Outra forma de classificação é pelas características do agente causador da 

mastite. Desta maneira, a mastite é dividida em ambiental ou contagiosa. Alguns 

agentes não se encaixam nesta classificação, é o caso dos estafilococos coagulase 

negativo (SCN), que são considerados agentes secundários. Os fungos, leveduras e 

algas também são microrganismos causadores de IIM (NMC, 1999). As três principais 

classes de agentes, segundo o NMC, estão detalhadas abaixo: 

 

2.3.1. SCN 

 

Os SCN são os microrganismos mais frequentemente isolados em amostras de 

leite de bovinos, isto ocorre pois estes são habitantes naturais da pele do úbere e podem 

colonizar o canal do teto sem causar mastite, não sendo classificadas nem como 

contagiosas nem como ambientais (NMC, 1999).  Os SCN são de baixa patogenicidade, 

normalmente, gerando apenas mastite subclínica com aumento na CCS de duas ou três 
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vezes a quantidade da glândula não infectada. Ocasionalmente podem causar mastite 

clínica (isolado positivo e CCS alta), porém dificilmente como  patógeno principal, 

normalmente são secundários (NMC, 1999). 

 

2.3.2. Contagiosos  

 

Estes agentes são transmitidos normalmente de vaca para vaca. Dentro de uma 

fazenda, a principal fonte de contaminação é a glândula mamária de animais infectados 

e esta ocorre de forma geral, durante a ordenha. Leite dos quartos infectados podem 

contaminar as máquinas de ordenha e mãos do ordenhador, que posteriormente podem 

entrar em contato com outros animais, transmitindo a infecção (Santos & Fonseca, 

2007).  

Os principais patógenos contagiosos são: Staphylococcus aureus, Streptococcus 

agalactiae e Corynebacterium bovis, todos estes gram positivos. O controle da 

transmissão dessas bactérias deve ser concentrado principalmente durante o período de 

ordenha. Higienização do úbere, cuidados na colocação e retirada das teteiras e pós 

dipping são essenciais para o controle de agentes contagiosos (Santos & Fonseca, 

2007). 

 

2.3.3. Ambientais  

 

Estes agentes são transmitidos do ambiente para o animal. A principal fonte dentro 

de uma fazenda é o habitat da vaca (solo, cama, esterco, água). A contaminação das 

vacas ocorre normalmente no intervalo entre as ordenhas, mas pode ocorrer também 

durante a ordenha, principalmente quando há mal funcionamento do equipamento 

(Santos & Fonseca, 2007).  

Os patógenos ambientais podem ser divididos em gram-positivos (Bacillus spp., 

Enterococcus spp., Streptococcus spp., Micrococcus spp.) e gram-negativos 

(Citrobacter freundii Coliformes, Enterobacter spp., Klebsiella spp., Proteus spp., 

Pseudomonas spp). A manutenção das camas e do ambiente limpos e secos e a 

utilização do pré dipping são os principais fatores para evitar a contaminação por 

patógenos ambientais (Santos & Fonseca, 2007).  
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2.4.  Relação entre CCS e isolamento de agentes causadores de mastite 

 

A CCS é o critério mais utilizado para controle e monitoramento da mastite nos 

rebanhos leiteiros, sendo utilizada por diversos autores como indicativo de mastite 

subclínica, vacas com CCS acima de um limiar pré estabelecido são consideradas 

portadoras de mastite subclínica (PINEDO et al., 2009; LAVON et al., 2011; HUDSON 

et al., 2012). A avaliação da saúde da glândula mamária baseada apenas na CCS pode 

ter algumas limitações. Dohoo & Leslie (1991) relacionando CCS e isolamento de 

agentes causadores de mastite, encontram sensibilidade (Se.) de 83,4% e especificidade 

(Sp.) de 58,9% utilizando CCS de 200.000 céls./ml como limiar. Neste estudo foram 

avaliados apenas os patógenos considerados principais. Já Schepers et al., (1997) 

utilizando o mesmo limiar encontraram Se. de 74,5% e Sp. de 89,6%. Reis el al., (2011) 

encontraram Se. ainda mais baixa, 51,5%, ou seja 48,5% de falso-negativos, estes 

animais podem ser o gargalo num programa de controle da doença já que podem ser a 

fonte de contaminação do restante do rebanho. 

 

2.5. Problemas reprodutivos e diminuição da fertilidade 

 

Diversos estudos mostraram redução na eficiência reprodutiva associada a 

incremento no mérito genético para produção de leite (BUTLER, 1998; LUCY, 2001; 

WASHBURN et al., 2002). Esta redução ocorre tanto em sistemas de vacas de alta 

produção e dieta completa, típico dos EUA e Canadá, quanto em sistemas baseados em 

pasto e vacas de menor produção, típico da Nova Zelândia (HARRIS & KOLVER, 

2001; LUCY, 2003). Algumas das possíveis causas para este declínio na eficiência 

reprodutiva podem ser: reduzida circulação de hormônios esteroides (VASCONCELOS 

et al., 1999); baixa qualidade oocitária e falhas no desenvolvimento embrionário inicial 

(SARTORI et al., 2002a); estresse térmico (VASCONCELOS et al., 2011; 

VASCONCELOS & DEMETRIO, 2011); além das doenças infecciosas como a mastite 

(SCHRICK et al., 2001; HANSEN et al., 2004; SANTOS et al., 2004). 

A sanidade tem grande impacto na fertilidade do rebanho (LUCY 2001). A 

mudança dos animais para sistemas de produção intensiva de leite aumentaram o risco 
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de IIM e uterinas (GOLDBERG et al., 1992; KANEENE & MILLER, 1994) e estas 

duas doenças são fatores de risco para a fertilidade de vacas leiteiras (Le BLANC et al., 

2002; HANSEN et al., 2004). 

Protocolos hormonais têm sido utilizados para inseminar vacas sem a detecção 

de cio para aumentar a taxa de serviço (VASCONCELOS et al., 1999; PURSLEY et al., 

1995). Diversos estudos já foram conduzidos testando diferentes protocolos, com 

diferentes hormônios e dias de aplicação com o intuito de aumentar as taxas de 

concepção. Apesar da grande quantidade de estudos, a Prenhez por Inseminação 

Artificial (P/IA) está ao redor de 30% a 45% na maioria deles e, diferenças acima de 

dez pontos percentuais entre dois protocolos em um mesmo estudo, não são comumente 

encontradas (LIMA et al., 2009; CHEBEL et al., 2010; SANTOS et al., 2010). Isto 

sugere que o problema talvez não esteja apenas nos protocolos de sincronização. A alta 

prevalência de doenças infecciosas (metrite, mastite, IBR, BVD e etc) talvez seja fator 

determinante para a baixa P/IA nos rebanhos leiteiros em geral (LE BLANC et al., 

2002; SANTOS et al., 2004; Pereira et al., 2013) .  

A eficiência reprodutiva desempenha papel crucial na cadeia produtiva de leite 

com impacto direto na rentabilidade de uma fazenda. Tenhagen et al., (2004) estimaram 

que cada dia aberto (acima de 85 dias pós parto) custa ao redor de 6,00 reais vaca/dia, 

além disso, rebanhos que apresentam baixa fertilidade apresentam maior taxa de 

descarte e são perdidos 1.625,00 reais por vaca descartada, na Europa. 

 

2.6. Relação entre mastite e reprodução 

 

Os custos associados a mastite são diversos, incluindo, redução na produção e 

qualidade do leite, aumento da taxa de descarte, entre outros (SMITH & HOGAN, 

2001). Outro fator importante, é a redução da fertilidade. Apesar de ainda não ter sido 

estabelecido efeito direto da mastite na eficiência reprodutiva, existe relação entre saúde 

da glândula mamária e baixa fertilidade em vacas leiteiras (CHEBEL, 2007). 

Diversos estudos relataram os efeitos deletérios da mastite na fertilidade de 

vacas leiteiras (SCHRICK et al., 2001; SANTOS et al., 2004; HERTL et al., 2010). 

Barker et al., (1998) mostraram declínio da fertilidade nos animais que apresentaram 

mastite clínica. O impacto em cada parâmetro reprodutivo depende do período que o 
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animal apresenta a doença, vacas com mastite antes da primeira Inseminação Artificial 

(IA), tiveram seu primeiro serviço atrasado em aproximadamente 20 dias e animais com 

mastite após a primeira IA apresentaram maior número de inseminações por concepção 

(2.9 vs. 1.7). Aumento do intervalo parto - primeira IA em vacas com mastite clínica 

também foi descrito por Wilson et al., (2008). Hertl et al., (2010) observaram que o 

impacto da mastite na reprodução depende do momento que o caso clínico ocorre. 

Independente do agente envolvido, se a mastite aconteceu entre 15 dias antes da IA e 36 

dias depois, houve diminuição na probabilidade de concepção, o maior impacto foi 

observado quando o caso clínico ocorreu de 0 a 7 dias após a IA (HERTL et al., 2010). 

Santos et al., (2004) observaram redução de 64% na concepção em vacas que 

apresentaram mastite subclínica entre a IA e o Diagnóstico de Gestação (DG). 

McDougall et al., (2005) avaliaram a performance reprodutiva de 2.004 vacas 

leiteiras em 10 propriedades da Nova Zelândia. Vacas que apresentaram mastite clínica 

em qualquer fase da lactação foram 1,57 vezes mais propensas a perder a gestação que 

vacas sadias. Do mesmo modo, em estudo de Risco et al., (1999) animais que 

apresentaram mastite clínica nos primeiros 45 dias de gestação tiveram 2,7 vezes mais 

risco de aborto nos próximos 90 dias. 

Mesmo na forma subclínica a mastite pode causar redução na fertilidade 

(HUDSON et al., 2012). Schrick et al., (2001) mostraram que a mastite subclínica 

reduziu o desempenho reprodutivo de forma similar à mastite clínica. 

Independentemente da forma da doença, o intervalo parto - primeira IA, dias aberto e 

serviços por concepção foram maiores para animais com mastite que para animais 

saudáveis. Vacas com CCS maior que 300.000 céls./ml apresentaram intervalo parto-

primeira IA aumentado em 21,8 d, dias em aberto maior em 48,7 d e 0,49 mais serviços 

por concepção que vacas com CCS menor que 300.000 céls./ml (PINEDO et al., 2009). 

Moore et al., (2005) também relataram a importância da mastite subclínica, vacas com 

CCS maior que 300.000 céls./ml antes da IA foram 2,4 vezes mais propensas a perder a 

gestação entre o d 28 e d 40 que vacas com CCS menor que 300.000 céls/ml (30% vs. 

12,5%). Lavon et al., (2011) observaram que CCS ainda mais baixa impacta na 

fertilidade. Em levantamento de aproximadamente 290.000 animais, estes autores 

relataram queda de, aproximadamente, 10 pontos percentuais na P/IA de animais com 

CCS acima de 150.000 céls./ml ao redor da primeira IA pós parto. 
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Além da forma de manifestação (clínica ou subclínica), outro fator discutido é se 

o impacto na fertilidade é gerado em decorrência da mastite causada por agentes gram-

positivos ou agentes gram-negativos. Alguns autores (SOTO et al., 2003; HANSEN et 

al., 2004) relatam que os distúrbios na fertilidade são desencadeados principalmente 

pelo LPS, desta maneira, a mastite causada por bactérias gram-negativas seria a mais 

importante já que o LPS é um lipopolissacarídeo exclusivo destes agentes. Hertl et al., 

(2010) observaram que os dois tipos impactam na fertilidade, porém quando se tem a 

presença de bactérias gram-negativas, os efeitos são mais pronunciados. Hockett et al., 

(2000) e Hockett et al., (2005) trabalhando com bactérias gram-positivas para induzir 

mastite em vacas leiteiras, observaram menor manifestação de estro, menor 

pulsatilidade de LH e menor produção de estradiol 17β. Baker et al., (1998), Schrinck et 

al., (2001) e Santos et al., (2004) observaram que independentemente do tipo de 

bactéria isolada a mastite gerou redução da fertilidade. Desta maneira, observa-se que as 

duas classes de bactérias são capazes de causar distúrbios fisiológicos que podem gerar 

falhas reprodutivas em vacas leiteiras. 

 

2.7. Possíveis mecanismos de ação da mastite sobre a fertilidade 

 

Os mecanismos pelos quais a mastite pode afetar a performance reprodutiva de 

vacas leiteiras ainda não são totalmente conhecidos. A mastite pode causar uma série de 

alterações clínicas: febre, aumento da permeabilidade vascular local, aumento da 

contagem de leucócitos no sangue, maior frequência cardíaca e respiratória, além de 

desencadear processos inflamatórios (SOTO et al., 2003; HANSEN et al., 2004). 

Animais com mastite também tiveram aumento nas concentrações séricas de cortisol 

(HOCKETT et al., 2000). 

O aumento da temperatura corporal causado pela mastite pode comprometer 

alguns processos reprodutivos. Estudos mostram o impacto da alta temperatura corporal 

na fertilidade de vacas leiteiras (VASCONCELOS et al., 2011; VASCONCELOS & 

DEMETRIO, 2011). Em vacas, o estresse térmico durante a maturação oocitária 

(PUTNEY et al., 1988) ou desenvolvimento embrionário inicial (EALY et al., 1993) 

leva a menor taxa de sobrevivência embrionária. 
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A mastite desencadeia a produção de uma série de moléculas bioativas que, 

potencialmente, podem prejudicar os tecidos do trato reprodutivo (HANSEN et al., 

2004). Em vacas com mastite podem ser encontrados níveis aumentados de Interleucina 

(IL) 1a e b, IL 10 e 12,  fator de necrose tumoral- α (TNFα) (RIOLLET et al., 2001), 

óxido nítrico (ON) (BLUM et al., 2000) e prostaglandina F2α (PGF2α) (GIRI et al., 

1984). Dentre estas moléculas o TNFα, o ON e a PGF2α podem afetar a fertilidade, 

agindo no oócito ou no embrião (HANSEN et al., 2004). Soto et al., (2003) 

demonstraram que o LPS, presente na membrana das bactérias gram-negativas, também 

pode causar efeitos deletérios. A adição de LPS ou PGF2α a um meio de maturação 

oocitária reduziu a proporção de oócitos que se tornaram blastocistos no d 8. Quando 

adicionado após a fertilização estes efeitos não foram observados. Ao contrário, quando 

se adicionou um precursor de ON, nitroprussiato de sódio (SNP), não houve efeito 

durante maturação oocitária e sim após a fertilização. Estas moléculas causam danos 

tanto no oócito (LPS e PGF2α ) quanto no desenvolvimento embrionário (ON) (SOTO 

et al., 2003). Neste estudo a concentração de LPS que gerou efeitos negativos durante a 

maturação oocitária foi de 1 ng/ml ou mais. Estas concentrações são muito mais altas 

que as encontradas em vacas com mastite induzida por E. coli (55 a 134 pg/ml) 

(Dosogne et a., 2002). Por outro lado, o LPS é também precursor de diversas citocinas 

(IL-1β, IL-8 e TNFα) e pode ter seus efeitos mediados por estas (HANSEN et al., 

2004). Sendo assim, o efeito do LPS sobre a fertilidade de vacas leiteiras ainda precisa 

ser investigado.  

Os efeitos do LPS sobre a fertilidade foram descritos acima, porém este é um 

polissacarídeo exclusivo da membrana de bactérias gram-negativas (HANSEN et., 

2004). As bactérias gram-positivas possuem outro componente de membrana, o ácido 

lipoteicóico ou ácido teicóico (ALT), que pode afetar a fertilidade de maneira 

semelhante (KAJIKAWA et al., 1998). 

A mastite pode afetar a produção e liberação de hormônios reprodutivos. 

Bataglia et al., (1997) relataram menor secreção do hormônio liberador de 

gonadotrofinas (GnRH) em ovelhas. Menor manifestação de estro (HOCKETT et al., 

2000), interrupção do crescimento folicular (Herath et al., 2007) menor pulsatilidade de 

hormônio luteinizante (LH) e produção de estradiol 17β (HOCKETT et al., 2005) foram 

observados em vacas com mastite clínica. Vacas com mastite na forma aguda não 



23 
 

apresentaram pico de LH e consequentemente não houve ovulação (HOCKETT et al., 

2005), infusão intra uterina de LPS também resultou em baixa taxa de ovulação 

(WILLIAMS et al., 2008). No mesmo sentido, Herath et al., (2007) associaram LPS 

proveniente da E. coli a mudança na produção de PGF2α para PGE2α, resultando em 

uma fase luteal prolongada que potencialmente diminui a probabilidade de ovulação e 

concepção. Por outro lado, a mastite pode desencadear uma cascata inflamatória e 

consequente aumento na produção de PGF2α, que pela lise do corpo lúteo (CL) pode 

impedir  a manutenção da gestação (HANSEN et., 2004). 

 

2.8. Vantagens da utilização da transferência de embriões  

 

Apesar de Sartori el al., (2006) não terem encontrado diferenças na taxa de 

concepção de vacas recebendo IA ou TE, outros autores relataram que as taxas de 

prenhez são aumentadas quando se utiliza a TE (DROST et al., 1999; VASCONCELOS 

et al., 2011). Demetrio et al. (2007), demonstraram aumento na taxa de concepção no d 

28 (IA, 37,9% vs. TE, 59,4%) e no d 42 (IA, 33,8% vs. TE, 46,6%).  

A utilização da TE permite que sejam usados somente embriões competentes no 

d 7 após a ovulação. Estes embriões já passaram pelo período mais crítico do 

desenvolvimento (1 a 3 d após a fertilização; EALY et al., 1993). O uso da TE pode 

minimizar os desafios da baixa qualidade oocitária, falhas no desenvolvimento inicial 

embrionário e baixa tolerância ao calor da vaca leiteira (VASCONCELOS et al., 2011).  

Apesar de estudos relatarem impacto negativo da mastite na performance 

reprodutiva de rebanhos leiteiros (SCHRICK et al., 2001; SANTOS et al., 2004; 

HERTL et al., 2010), ainda não está totalmente elucidado por quais mecanismos isto 

ocorre. A utilização do embrião como modelo experimental é válida para entender os 

possíveis mecanismos, já que efeitos na qualidade oocitária, falhas na ovulação e outros 

desafios que ocorrem antes do d 7 não seriam explicações para a redução da fertilidade 

em receptoras de embrião com mastite.  

A hipótese destes estudos é que IIM está associada a aumento de CCS e que 

ambos afetam negativamente a P/TE de vacas em lactação. 
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No capítulo 2 é apresentado o trabalho: “Relação entre CCS e crescimento 

bacteriano e impacto na P/TE de vacas em lactação”. 

Pretende-se publicar no Journal of Dairy Science.  
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Relação entre CCS e infecção intramamária e impacto na P/TE de vacas em 

lactação 

 

RESUMO 

 

Os objetivos destes estudos foram (1) determinar a sensibilidade (Se.) e especificidade 

(Sp.) de diferentes limiares de CCS para identificar mastite subclínica; (2) verificar o 

impacto do isolamento de bactérias causadoras de mastite e da CCS durante protocolo 

de transferência de embriões em tempo fixo (TETF) na P/TE de vacas em lactação. No 

Exp.1, 2.516 vacas Holandesas e Girolando (8 fazendas), foram submetidas a coleta de 

duas amostras de leite para análise de CCS e cultura microbiológica para determinar o 

crescimento bacteriano. No Exp.2, 1.397 vacas Girolando em lactação foram 

submetidas a um protocolo de TETF. Amostras de leite foram coletadas dois dias antes 

da TETF para cultura microbiológica e análise de CCS. O diagnóstico de gestação foi 

realizado nos dias 31 e 66. Os animais foram divididos de acordo com o isolamento 

apresentado, em 5 grupos experimentais segundo recomendações do “national mastitis 

council” (NMC): Gram-positivas ambientais (AB+; Bacillus spp., Enterococcus spp., 

Streptococcus spp, Micrococcus spp.,), Gram-negativas ambientais (AB-; Citrobacter 

freundii, Coliformes, Enterobacter spp., Klebsiella spp., Proteus spp., Pseudomonas 

spp.), Gram-positivas contagiosas (C+; Corynebacterium bovis, Staphylococcus aureus, 

Streptococcus agalactiae), SCN (Estafilococos coagulase negativa) e Controle 

(isolamento negativo). No experimento 1, três limiares de CCS (100.000, 200.000 e 

400.000 céls./ml) foram utilizados para determinar a Se. e Sp. em detectar infecção 

intramamária (IIM). Os SCN foram agrupados com o grupo Controle para as análises do 

Exp.2, pois o isolamento destes agentes em geral não está associado a doença da 

glândula mamária. Os animais também foram classificados em três grupos de acordo 

com a CCS: menor que 200.000 céls./mL, entre 200.000 e 400.000 céls./mL e maior 

que 400.000 céls./mL. Foi utilizado o PROC GLIMMIX do SAS para a análise 

estatística. Considerou-se P <0,05 como significativo e P <0,10 tendência. No Exp.1, a 

prevalência geral de IIM foi de 58,7%. A Se. e Sp. para os diferentes limiares de CCS 

variaram de acordo com o grupo de patógenos. Em geral a maior Se. (78,14%) foi 

atingida com o limiar de 100.000 céls./mL.  No Exp.2, houve efeito do grupo de 

bactéria sobre a P/TE aos 31 e 66 d (P <0.01). A P/TE aos 31 d nos grupos [AB-] 
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(30,1% [68/201]) e [AB+] (29,9% [24/82]) foi menor do que o grupo controle (44,0 

[367/869]). A P/TE do grupo [C+] (36,6% [85/245]) tendeu (P =0,09) a ser menor que o 

controle. Animais com CCS maior que 400.000 céls./mL tiveram menor P/TE (P <0,01) 

que animais com CCS menor que 200.000 céls./mL. O uso de uma única análise de 

CCS por animal pode não ser um parâmetro eficaz para detectar IIM já que a Se. e Sp. 

foram baixas nos limiares estudados. CCS elevada e isolamento bacteriano reduzem a 

P/TE de receptoras de embrião em lactação.   

 

Palavras Chave: Embrião FIV, Mastite, Isolamento Bacteriano, CCS 
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Relationship between SCC and intramammary infection and its impact on P/ET in 

lactating dairy cows 

 

ABSTRACT 

 

The objectives of these studies were (1) determine the sensitivity (Se) and specificity 

(Sp) of different SCC thresholds to identify subclinical mastitis, (2) assess the impact of 

microorganism causative of mastitis and SCC during fixed-time embryo transfer 

(FTET) protocol in P/ET in dairy cows. In study 1, 2516 Holstein and Girolando cows 

(8 farms) were enrolled. Two composite milk samples were collect from each cow, one 

for SCC analysis and other for bacteriological analysis. In study 2, 1397 Girolando 

lactating cows were subjected to a FTET. Milk samples were collected two days before 

the ET for bacteriological analysis and SCC. Pregnancy diagnosis was performed on 

days 31 and 66. The animals were split according to the bacterial growth in 5 

experimental groups according to the recommendations of the "National Mastitis 

Council" (NMC): Gram-positive environmental (AB +; Bacillus spp., Enterococcus 

spp., Streptococcus spp, Micrococcus spp.), Gram-negative environmental (AB-, 

Citrobacter freundii, Coliforms, Enterobacter spp., Klebsiella spp., Proteus spp., 

Pseudomonas spp.), Gram-positive contagious (C+; Corynebacterium bovis, 

Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae), CNS (coagulase-negative 

staphylococci) and control (no bacteria growth). In experiment 1, three SCC thresholds 

(100,000, 200,000 and 400,000 cells/ml) were used to determine the Se. and Sp. in 

detect intramammary infection (IMI). The CNS were grouped with the control group for 

the analysis of study 2 because the growth of these agents is not usually associated with 

mammary gland disease. The cows were also classified into three groups according to 

the SCC: less than 200,000 cells/ml, between 200,000 and 400,000 cells/ml, and greater 

than 400,000 cells/ml. SAS PROC GLIMMIX was used for statistical analysis. For 

analysis P <0.05 was considered as significant and P <0.10 trend. In study 1, the overall 

prevalence of IMI was 58.7%. Se. and Sp. of selected SCC thresholds varied according 

to the group of pathogen. In general, the greater Se. (78.14%) was achieved with 

100,000 cells/ml threshold. In study 2 effect of bacteria group in P/ET at 31 and 66 d (P 

<0.01) was detected. P/ET was lower than control (44.0% [367/869]) at 31 d in [AB-] 
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(30.1% [68/201]) and [AB +] (29.9% [24/82]) groups. The group [C +] (36.6% 

[85/245]) tended (P = 0.09) to be lower than the control. Cows with SCC greater than 

400,000 cells/ml had lower P/ET (P <0.01) than animals with SCC lower than 200,000 

cells/ml. The use of a single SCC analysis for each animal may not be an effective 

parameter to detect IMI, because Se. and Sp. were low in all studied thresholds. 

Elevated SCC and bacterial isolation reduce the P/ET of lactating embryo recipients. 

 

Keywords: IVF embryos, Mastitis, Bacterial Isolation, SCC 
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1. Introdução 

 

Estudos mostram redução na eficiência reprodutiva associada ao incremento no 

mérito genético para produção de leite (Butler, 1998; Lucy, 2001; Washburn et al., 

2002). Esta redução ocorre em sistemas de vacas de alta produção e dieta completa, 

típico dos EUA e Canadá, e em sistemas baseados em pasto e vacas de menor produção, 

típico da Nova Zelândia (Harris & Kolver, 2001; Lucy, 2003). Uma das possíveis 

causas para a menor eficiência reprodutiva é a alta prevalência de doenças infecciosas, 

como IBR, BVD e mastite (Schrick et al., 2001; Hansen et al., 2004, Santos et al., 2004; 

Pereira et al., 2013). A intensificação dos sistemas de produção de leite aumentaram o 

risco de infecções intramamárias (IIM) e uterinas (Goldberg et al., 1992; Kaneene & 

Miller, 1994), sendo estas duas doenças cosideradas fatores de risco para a fertilidade 

de vacas leiteiras (Hansen et al., 2004; Le Blanc et al., 2002). 

A mastite é uma das infecções mais comuns nos rebanhos leiteiros, com 

incidência de 50 a 70 casos por 100 vacas/ano (Bradley et al., 2007). Smith & Hogan 

(2001), estimaram que o custo da mastite para a indústria leiteira dos Estados Unidos é 

ao redor de dois bilhões de dólares por ano ou 11% de toda a produção de leite do país. 

O monitoramento das IIM é fundamental para manter a qualidade do leite e a 

saúde do rebanho (Reis et al., 2011). Existem diversos métodos de diagnóstico de 

mastite e a cultura microbiológica das amostras de leite é considerada o método padrão 

(Dohoo et al., 2011), porém, geralmente é caro e trabalhoso para ser utilizado na rotina 

(Reis et al., 2011). Em geral, a Contagem de Células Somáticas (CCS) individual é 

utilizada já que este método está amplamente disponível para os produtores de leite 

(Schukken et al., 2003). Por isso, é necessário entender qual valor de CCS pode melhor 

estimar uma IIM. 

A relação entre IIM e redução do desempenho reprodutivo foi relatada em 

diversos estudos (Barker et al., 1998; Santos et al., 2004; Hertl et al., 2010). Mesmo na 

forma subclínica a mastite pode causar diminuição da fertilidade (Hudson et al.,2012), 

Schrick et al., (2001) relataram que animais com mastite clínica ou subclínica, 

apresentaram intervalo parto a primeira IA, dias aberto e serviços por concepção 

maiores que animais saudáveis. Moore et al., (2005) também relataram a importância da 

mastite subclínica, vacas com CCS maior que 300.000 céls./ml antes da IA foram 2,4 

vezes mais propensas a perder a gestação, entre o d 28 e d 40, que vacas com CCS 
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menor que 300.000 céls/ml (30% vs. 12.5%). Segundo Philpot & Nickerson (1991), 

para cada caso clínico de mastite existem entre 15 e 40 casos subclínicos. 

Os mecanismos pelos quais a mastite subclínica pode afetar a fertilidade de vacas 

leiteiras ainda não estão bem elucidados. Entre os possíveis fatores são descritos: falha 

na ovulação e menor produção de estradiol 17β (Hockett et al., 2005), menor 

manifestação de estro (Hockett et al., 2000) maior produção de PGF2α (Hansen et al., 

2004), aumento da temperatura corporal (Putney et al.,1988) e liberação de moléculas 

que podem afetar o oócito (LPS) e embrião (óxido nítrico [ON]) (Soto et al., 2003). 

Neste estudo foram utilizados apenas animais submetidos a transferência de embrião 

(TE). Pelo fato da TE ser feita apenas com embriões que já passaram por períodos 

críticos como o desenvolvimento oocitário e o desenvolvimento embrionário inicial 

(Ealy et al.,1993), a utilização desta biotecnologia torna-se interessante para entender os 

mecanismos pelos quais a mastite subclínica afeta a fertilidade de vacas leiteiras.  

Os objetivos destes estudos foram (1) determinar a Se e Sp de diferentes limiares 

de CCS para identificar mastite subclínica; (2) verificar o impacto do isolamento de 

bactérias causadoras de mastite e da CCS durante protocolo de TETF na Prenhez por 

TE (P/TE) de vacas em lactação. Nossa hipótese é que IIM está associada a aumento de 

CCS e que ambos afetam negativamente a P/TE de vacas em lactação. 

 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1. Animais, instalações e tratamentos 

 

2.1.1. Experimento 1 

 

Este estudo foi realizado em oito fazendas, na região sudoeste de Minas Gerais, com 

diferentes sistemas de produção (3 confinados, 4 semi confinados e 1 pasto). Um total 

de 2.516 vacas Holandesas (fazendas 2, 3 e 8) e Girolando (fazendas 1, 4, 5, 6 e 7) com 

dias em lactação (DEL) médio de 175,12 (±9,2) e produção média de 25,4 (±0,9) Kg de 

leite/dia foram submetidas a coleta de duas amostras de leite no mesmo momento, uma 

para análise de CCS e outra para cultura microbiológica. As amostras foram coletadas 
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de todas as vacas que estavam em lactação no dia da visita. Animais com sintomas de 

mastite clínica não foram utilizados neste estudo.  

Em todos os oito rebanhos a ordenha era realizada duas vezes ao dia e todos 

utilizavam as mesmas práticas de controle da mastite:  teste da caneca de fundo preto 

para verificar a existência de mastite clínica,  pré dipping, secagem dos tetos com toalha 

de papel descartável e pós dipping. Terapia de vaca seca e tratamento dos casos clínicos 

também faziam parte do programa de controle da mastite. 

 

2.1.2. Experimento 2 

 

O experimento 2 foi conduzido em uma fazenda comercial de bovinos leiteiros 

na região sudoeste de Minas Gerais. Foram utilizadas 1.397 vacas Girolando (1/2, 5/8, 

3/4 e 7/8 Hol) com DEL médio de 125,85 (±6,2) e produção média de 19,2 (±0,67) Kg 

de leite/dia. Os animais foram mantidos em sistema de semi confinamento, com 

pastagem de capim Mombaça e suplementação de silagem de milho e ração, para 

igualar ou exceder as exigências nutricionais. A ordenha foi realizada duas vezes ao dia 

e as práticas de controle da mastite foram as mesmas utilizadas pelas fazendas do 

Experimento 1. Duas amostras de leite foram coletadas de cada animal, dois dias antes 

da TE (Figura 1) para realização de cultura microbiológica e mensuração da CCS. A 

produção de leite foi mensurada no mesmo dia.  

Todas as vacas com mais de 40 dias pós parto foram avaliadas por 

ultrassonografia (Mindray - 2200VET DP; Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics 

CO., Shenzhen, China) e aquelas sem patologias visíveis no útero e ovários foram 

submetidas a um protocolo de TETF (Figura 1): Dia -11: inserção do dispositivo 

intravaginal de progesterona (CIDR® 1,9mg - Zoetis, SP - Brasil), administração de 

2mg de benzoato de estradiol IM (2ml de Estrogin® - Farmavet, Brasil); Dia -4: 25mg 

de dinoprost IM (5ml Lutalyse® - Zoetis, SP - Brasil); Dia -2: retirada do CIDR®, 

administração de 1mg de cipionato de estradiol IM (0,5ml ECP® Zoetis, SP - Brasil). 

No dia 7 foi realizada nova ultrassonografia em todos os animais a fim de detectar a 

presença de corpo lúteo (CL). Apenas as vacas que apresentavam CL receberam 

embrião. Os embriões transferidos foram produzidos pela técnica de Fertilização in 

vitro (FIV) e classificados segundo recomendações de Mapletoft (2006). 
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Figura 1. Diagrama esquemático do experimento 2. D-11: aplicação de 2mg de BE 

(Benzoato de Estradiol) e inserção do CIDR; D-4: aplicação de 25mg de Dinoprost; D-

2: retirada do CIDR e  aplicação de 1mg de ECP (Cipionato de Estradiol); D5: 

mensuração da produção e coleta de amostras de leite para análise de CCS e cultura 

microbiológica; D7: avaliação ultrassonográfica dos ovários para detecção de CL, e TE 

nos animais com CL; D31: primeiro diagnóstico de gestação; D66: segundo diagnóstico 

de gestação.  

 

2.2. Coleta de amostras para cultura microbiológica e CCS  

 

Para coleta de amostra para cultura microbiológica, os tetos foram desinfetados 

pelo pre-dipping e após a secagem dos mesmos, as extremidades limpas com álcool 

70%. Os três primeiros jatos de leite foram descartados e posteriormente foi realizada a 

coleta de uma amostra composta dos quatro tetos em tubo estéril. Todas as amostras 

foram compostas por leite dos quatro tetos. Imediatamente após a coleta, as amostras 

foram colocadas em recipientes com gelo (temperatura 4-5 ºC) e posteriormente 

congeladas e enviadas para laboratório (VidaVet - Botucatu, SP, Brasil). Para 

mensuração da contagem de células somáticas (CCS), as amostras foram coletadas em 

frascos contendo 2-bromo-2-nitropropano-1-3-diol e analisadas na Clínica do Leite 

(Piracicaba, SP - Brasil) por citometria de fluxo (Somacount 300, Bentley, Chaska, 

MN). 

 

2.3. Cultura microbiológica 

 

Semeou-se 0,1 mL por amostra em meio de ágar suplementado com sangue bovino 

(10%) desfibrinado em meio de MacConkey. As amostras foram incubadas em 

aerobiose, a 37ºC por 24-48 horas. As colônias foram submetidas a provas bioquímicas 

e de diferenciação bacteriana quando em crescimento no ágar MacConkey. As leituras 
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das placas foram procedidas as 24 e 48 horas com a descrição da macro morfologia das 

colônias. A micro morfologia foi executada pelo esfregaço em lâmina e corada pela 

Técnica de Gram. A identificação microbiológica foi realizada com base nas 

características morfológicas, bioquímicas e tintoriais de acordo com QUINN et al. 

(2005). 

 

2.4. Classificação das bactérias 

 

Após o resultado do isolamento e identificação microbiana, os animais foram 

divididos, de acordo com o isolamento apresentado, em 5 grupos conforme estabelecido 

pelo National Mastitis Council  (NMC) , 1996. 

 

1. Controle: (Não isolamento bacteriano). 

2. SCN: (Estafilococos Coagulase Negativa). 

3. Contagiosas Gram +: (C+; Corynebacterium bovis, Staphylococcus aureus, 

Streptococcus agalactiae). 

4. Ambientais Gram +: (AB+; Bacillus spp., Enterococcus spp., Micrococcus spp., 

Streptococcus spp.). 

5. Ambientais Gram -: (AB-; Citrobacter freundii Coliformes, Enterobacter spp., 

Klebsiella spp.) 

 

Animais com isolamento de mais um tipo de bactéria foram retirados do estudo, 

crescimento de mais de dois agentes foi considerado contaminação. Após análises 

prévias verificou-se que a P/TE dos animais com isolamento positivo para SCN foi 

igual aos animais Controle (42,0 vs. 42,2%), os SCN colonizam naturalmente a pele do 

úbere e canal do teto e o isolamento destes agentes normalmente não está relacionado a 

IIM  (NMC 1999). Por estes motivos, os SCN foram agrupados com o grupo Controle 

para as análises do experimento 2.  

 

Os animais também foram dividos de acordo com a patogenicidade dos agentes 

isolados:  
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1. Controle: (Não isolamento bacteriano) 

 

2. Agentes Principais: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Bacillus 

spp., Enterococcus spp., Micrococcus spp., Streptococcus spp. Citrobacter 

freundii Coliformes, Enterobacter spp., Klebsiella spp. 

 

3. Agentes Secundários:  SCN e Corynebacterium bovis.  

 

 

2.5. Se. e Sp. de diferentes limiares de CCS 

 

A sensibilidade é a capacidade de um teste detectar todos os verdadeiro-

positivos, quanto menor a Se. maior é o número de falso-negativos. A especificidade é a 

capacidade de um teste detectar corretamente os verdadeiro-negativos, quanto menor a 

Sp. maior o número de falso-positivos. Três limiares de CCS (100.000, 200.000 e 

400.000 céls./ml) foram testados para determinar a Se. e Sp. em identificar corretamente 

a infecção intramamária. A cultura microbiológica foi a referência utilizada para avaliar 

os diferentes limiares de CCS, animais com cultura positiva para algum patógeno foram 

considerados portadores de IIM.  

 

2.6. Diagnóstico de gestação 

 

Diagnóstico positivo de gestação foi considerado quando detectado a presença de 

embrião ou feto. A perda de gestação foi definida pela observação de retorno ao cio ou 

pelo exame de ultrassonografia onde vacas que estavam gestantes no primeiro 

diagnóstico não estavam gestantes no segundo diagnóstico. Os exames foram realizados 

nos dias 31 e 66. 

 

2.7. Análise estatística 

 

Para análise de sensibilidade e especificidade foram utilizadas as seguintes 

fórmulas: Sensibilidade=Verdadeiro Positivo/Verdadeiro Positivo + Falso Negativo. 
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Especificidade=Verdadeiro Negativo/Verdadeiro Negativo + Falso Positivo. As 

variáveis binomiais P/TE nos dias 31 e 66 e perda de prenhez foram analisadas pelo 

PROC GLIMMIX (SAS Institute Inc., Cary, NC). Foram incluídos no modelo inicial os 

efeitos de grupo de bactéria, CCS, DEL, ordem de parto, produção de leite e interações. 

Foram feitos dois contrastes, C1: controle vs. presença de agentes (AB+, AB-, e C+) e 

C2: Presença de agentes ambientais (AB+ e AB-) vs. Presença de agentes contagiosos 

(C+). Considerou-se P < 0,05 como significativo e P < 0,10 tendência. Os efeitos 

significativos foram reportados pela média dos quadrados mínimos. As variáveis não 

significativas foram excluídas do modelo de acordo com o critério de Wald’s. (quando 

P>0,20). 

 

 

3. Resultados 

 

3.1. Experimento 1 

 

A prevalência geral de IIM nas amostras analisadas foi de 58,7% (Tabela 1). 

Considerando apenas as amostras com cultura positiva, os agentes mais frequentemente 

isolados foram: SCN (31,5%), Corynebacterium bovis (23,4%), Streptococcus 

agalactiae (13,8%), Klebsiella ssp (9,8%) e Staphylococcus aureus (8,6%). Apesar de 

todos os 8 rebanhos utilizarem as mesmas práticas de controle da mastite a prevalência 

de patógenos variou entre as fazendas (Tabela 1).  
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Tabela 2. Sensibilidade (Se.) e especificidade (Sp.) de todas as amostras e por grupo de 

bactérias para diferentes limiares de CCS. 

Grupo
1
(n) CCS Referência

2
 Sensibilidade Especificidade 

 100 78,14 49,84 

Geral   200 60,32 65,14 

 400 42,64 78,15 

    

 100 86,71 49,84 

C+   200 72,81 65,14 

 400 56,95 78,15 

    

 100 74,00 49,84 

SCN  200 48,24 65,14 

 400 25,99 78,15 

    

 100 77,71 49,84 

AB+  200 61,41 65,14 

 400 39,67 78,15 

    

 100 63,67 49,84 

AB-  200 48,63 65,14 

 400 37,25 78,15 
1 

AB+: Presença de bactérias ambientais gram-positivas. AB- Presença de bactérias 

ambientais gram-negativa. C+: Presença de bactérias contagiosas gram-positivas. SCN: 

Estafilococos coagulase negativo.
2
 Contagem de células somáticas por ml utilizada 

como limite máximo de referência, valores desta coluna devem ser multiplicados por 

1.000. 

 

 

A Se. e a Sp. em identificar IIM causadas por diferentes grupos de patógenos 

estão apresentados na Tabela 2 para diferentes limiares de CCS. A Se. em detectar 

animais com a IIM, baseado em CCS como referência (100.000, 200.000 ou 400.000), 

foi mais baixa nos animais com isolamento de bactérias ambientais ou SCN (Tabela 2). 

Quando os animais foram divididos de acordo com a patogenicidade do agente isolado,  

em todos os limiares estudados, agentes principais apresentaram Se. maior que agentes 

secundários (Tabela 3). Aumento do limiar de CCS de 100 para 400.000 céls./ml 

resultou em aumento da Sp. e redução da Se. em todos os grupos estudados. Como 

esperado, quanto mais alto o valor de CCS utilizado como referência, maior foi a 

ocorrência de falso-negativos (Tabela 2 e 3).   
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Tabela 3. Sensibilidade (Se.) e especificidade (Sp.) por grupo de bactérias para 

diferentes limiares de CCS. 

Grupo
1
(n) CCS Referência

2
 Sensibilidade Especificidade 

 100 79,3 49,84 

Principais   200 64,7 65,14 

 400 49,2 78,15 

    

 100 77,0 49,84 

Secundários  200 56,3 65,14 

 400 36,4 78,15 
1
Principais: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Bacillus spp., 

Enterococcus spp., Micrococcus spp., Streptococcus spp. Citrobacter freundii 

Coliformes, Enterobacter spp., Klebsiella spp. Secundário: SCN e Corynebacterium 

bovis.
2
Contagem de células somáticas por ml utilizada como limite máximo de 

referência, valores desta coluna devem ser multiplicados por 1.000. 
 

3.2. Experimento 2 

 

Tabela 4. Número de animais, produção de leite, dias em lactação (DEL), número de 

serviços e ordem de lactação por grupo de bactérias. 

 Grupo
1
 

Item Controle AB+ AB- CT+ 

Vacas, n 869 82 201 245 

Leite (Kg/dia) 19,4(±0,37) 19,3(±0,89) 19,1(±0,67) 18,7(±0,60) 

DEL
2 

122,7(±3,5)
 
 118,5(±11,6)

 
 136,6(±7,3)

 
 130,4(±3,5)

 
 

Nº Serviços
3
 1,8(±0,1) 1,7(±0,3) 2,0(±0,2)

 
 2,1(±0,2)

 
 

Ordem 2,2(±0,1)
 
 2,4(±0,2) 2,5(±0,1) 2,4(±0,1) 

1 
Controle: Nenhuma bactéria detectada. AB+: Presença de bactérias ambientais gram 

positivas. AB- Presença de bactérias ambientais gram negativas. CT+: Presença de 

bactérias contagiosas gram positivas. 
2
Dias em lactação médio no dia da TE. 

3
 Número 

de serviços (TE) . 

 

A produção de leite, DEL, Nº de serviços e ordem foram semelhantes nos 

grupos estudados (Tabela 4). A prevalência geral de IIM nas amostras analisadas foi de 

55,9% (Tabela 3). Considerando apenas as amostras com cultura positiva, os agentes 

mais frequentemente isolados foram: SCN (32,8%), Corynebacterium bovis (16,2%), 

Streptococcus agalactiae (12,6%), Escherichia coli (11,7) e Klebsiella ssp (8,8%).  
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Tabela 5: Prevalência de patógenos causadores de mastite (Experimento 2). 

Microrganismo 

Total 

(no.) 

Total 

(%) 

Cultura Positiva 

(%) 

 

Total Amostras  1407   

Amostras com cultura negativa 611 43,3  

Amostras com cultura positiva  786 55,9  

Contaminadas 10 0,8  

Bacillus ssp 24 1,7 3,1 

Citrobacter freundii 3 0,2 0,4 

Corynebacterium bovis 127 9,0 16,2 

Enterobacter spp 13 0,9 1,7 

Enterococcus spp 14 1,0 1,8 

Escherichia coli 92 6,5 11,7 

Klebsiella spp 69 4,9 8,8 

Micrococcus spp 20 1,4 2,5 

Pseudomonas spp 24 1,7 3,1 

SCN 258 18,3 32,8 

Staphylococcus aureus 19 1,3 2,4 

Streptococcus agalactiae  99 7,0 12,6 

Streptococcus bovis 8 0,6 1,0 

Streptococcus dysgalactiae 7 0,5 0,9 

Streptococcus uberis 9 0,6 1,1 

    

 

Animais com isolamento positivo de agentes causadores de mastite tiveram 

menor P/TE aos 31 e aos 66 dias em relação ao controle (Tabela 4). Agentes ambientais 

independentemente se gram-positivos ou gram-negativos reduziram a P/TE aos 31 e 66 

d e agentes contagiosos gram-positivos tiveram tendência (P=0.09) a diminuir P/TE aos 

31 d em relação ao controle. Não houve efeito do isolamento bacteriano na perda de 

gestação (Tabela 4). 
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Tabela 6. Efeito do isolamento de agentes causadores de mastite subclínica sobre a 

P/TE e perda de gestação em vacas leiteiras.  

 Grupo
1
 Contraste

2
 

Item % (n/n) Controle AB+ AB- C+ C1 C2 

Prenhez       

d 31 44 

(367/869)
ax

 

29,9 

(24/82)
b
 

30,1 

(68/201)
b
 

36,6 

(86/245)
by

 

P=0,0069 P=0,2312 

d 66 32,6 

(286/864)
a
 

18,1 

(17/82)
b
 

19,6 

(52/197)
b
 

28,1 

(69/243)
ab

 

P=0,0013 P=0,0762 

Perda de 

Gestação 

20,6 

(81/367) 

33,3 

(7/24) 

25,8 

(16/68) 

17,0 

(17/86) 

P=0,3530 P=0,1290 

a-b
Médias na mesma linha seguidas de letras distintas são diferentes (P<0,01). 

x-y 
Médias 

na mesma linha seguidas de letras distintas são diferentes P(<0,10). 
1 

Controle: Vacas 

sem isolamento. AB+: Isolamento de bactérias ambientais gram-positivas. AB- 

Isolamento de bactérias ambientais gram-negativas. C+: Isolamento de bactérias 

contagiosas gram-positivas. 
2 

C1: controle vs. isolamento de agentes (AB+, AB-, E C+). 

C2: Isolamento de agentes ambientais (AB+ e AB-) vs. Isolamento de agentes 

contagiosos (C+). 

 

No contraste 2 vacas com isolamento de agentes ambientas apresentaram 

tendência (P < 0.10) de redução da P/TE no d 66 comparados com animais com 

crescimento de agentes contagiosos. 

 

Tabela 7. Efeito do isolamento de agentes principais ou secundários sobre a P/TE e 

perda de gestação em vacas leiteiras. 

 Grupo
1 

 

Item % (n/n) Controle Principais Secundários Contraste
2
 

Prenhez     

d 31 43,2  

(258/611)
a
 

32,1  

(133/411)
b
 

41,1  

(154/385)
a
 

P =0,03 

D 66 33,5  

(200/607)
a
 

24,4  

(102/396)
b
 

32,3  

(122/383)
a
 

P =0,09 

Perda de 

Gestação 

20,2  

(54/258) 

19,1  

(26/133) 

18,2  

(30/154) 

P =0,42 

a-b
Médias na mesma linha seguidas de letras distintas são diferentes (P<0,01). 

1
Controle: 

Vacas sem isolamento.
 1

Principais: Staphylococcus aureus, Streptococcus 

agalactiae,Bacillus spp., Enterococcus spp., Micrococcus spp., Streptococcus spp. 

Citrobacter freundii Coliformes, Enterobacter spp., Klebsiella spp. Secundário: SCN e 

Corynebacterium bovis.
 2 

Contraste: controle vs. isolamento de agentes (Principais + 

Secundários).  

 

Animais com isolamento de agentes principais apresentaram menor P/TE no d 

31 e 66 e animais com isolamento de agentes secundários apresentaram P/TE igual ao 

grupo controle (Tabela 7) 
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A CCS também impactou a P/TE, vacas com CCS acima de 400.000 céls./ml 

apresentaram menor P/TE, aos 31 e 66 dias, que vacas com CCS menor que 200.000 

céls./ml. Não houve efeito da classe de CCS sobre a perda de gestação (Figura 2). 

Interação entre CCS e isolamento bacteriano não foi detectada. 

 
 

 

 

4. Discussão 

 

No presente estudo quando se usou como limiar a CCS de 200.000 céls./ml, 

sugerida por alguns autores (Dohoo & Leslie, 1991; Lavens et al., 1997;), encontrou-se 

Se. e Sp. de 60,32% e 65,14% respectivamente. Utilizando o mesmo limiar, os valores 

de Se. (74,5%) e de Sp. (89,6%) foram maiores em estudo de Schepers et al., (1997). 

Neste estudo foram utilizadas amostras compostas dos quatro tetos, já Schepers et al., 

(1997) utilizaram amostras individuais por teto, podendo ser esta uma possível 

explicação para a diferença na Se. e e Sp. dos dois estudos. Porém, Reis et al., (2011) 

também utilizando amostras individuais por teto e 200.000 céls./ml como limiar, 

encontraram Se. ainda mais baixa (51,5%). Dohoo & Leslie (1991), também utilizando 

o mesmo limiar e amostras composta, encontraram Se. de 83,4% e Sp. de 58,9%. A 

diferença na Se. pode ser explicada pelo tipo de patógeno prevalente, algumas bactérias 

Figura 2. P/TE de acordo com a CCS. Os animais foram divididos em três classes 

de CCS: 1) < 200.000 céls./ml n=716,  2) de 200 a 400.000 céls./ml n= 134 e 3) 

mais que 400.000 céls./ml n=247. 
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são capazes de causar um aumento maior na CCS do que outras. Quando as bactérias 

são separadas por classes (Tabela1), os agentes contagiosos gram-positivos apresentam 

maior Se. que os agentes ambientais ou SCN, já que estes dois últimos grupos de 

patógenos induzem uma resposta relativamente pequena na CCS (NMC,1999).  

Andersen et al., (2010) consideraram a cultura microbiológica de amostras em 

triplicata como sendo o padrão-ouro para detectar IIM, porém no presente estudo foi 

utilizada uma amostra por animal. Segundo Dohoo et al., (2011), a utilização de apenas 

uma amostra é aceitável para identificar IIM causada pela maioria dos patógenos e 

comparada com o padrão-ouro apresentou Se. de 85,8% e Sp. de 75,1%.  

Segundo McDermott et al., (1982) o objetivo principal de escolher um limiar 

específico de CCS é otimizar o programa de controle de mastite. A utilização do limiar 

adequado minimiza os erros de diagnóstico de infecções intramamárias e diminui a 

propagação dos agentes dentro do rebanho (Reis et al., 2011). No presente estudo o 

limiar de 100.000 céls./ml teve maior Se. em detectar IIM. Reis et al., (2011) relataram 

que o limiar de 100.000 céls./ml é o mais adequado para diferenciar quartos infectados 

de não infectados e reduzir o número de resultados falso-negativos. A utilização de 

limiares maiores (200.000, 300.000 ou 400.000 céls./ml) resulta em maior número de 

falso-negativos o que pode ser crítico na implementação de um programa de controle de 

mastite em rebanhos (Reis et al., 2011). Além disso, quartos mamários com mais de 

100.000 céls./ml estão, geralmente, relacionados a processo inflamatório na glândula 

mamária de vacas holandesas (Schwarz et al., 2010). A alta prevalência de IIM nos 

rebanhos estudados indica que o programa padrão de prevenção de mastite não está 

adequado. 

Estudos têm mostrado efeitos deletérios da mastite sobre a fertilidade de vacas 

leiteiras tanto na forma clínica quanto na forma subclínica (Schrick et al., 2001; Santos 

et al., 2004; Hertl et al., 2010; Hudson et al., 2012). Em geral, os trabalhos com mastite 

subclínica são baseados na CCS (Pinedo et al., 2009; Lavon et al., 2011; Hudson et al., 

2012), porém, diferentemente de outros estudos, neste trabalho, a mastite subclínica foi 

avaliada com base no isolamento de agentes causadores da doença. A presença de 

bactérias causadoras de mastite diminuiu a P/TE (Tabela 4). Alguns autores (Hansen et 

al., 2004; Soto et al., 2003) afirmam que os distúrbios na fertilidade de vacas com 

mastite são causados apenas por bactérias gram-negativas, e que estes distúrbios seriam 
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mediados pelo LPS (lipopolissacarídeo exclusivo de bactérias gram-negativas). Porém, 

neste estudo, foi encontrado impacto na P/TE independente do tipo de bactéria isolada 

(Contraste 1, Tabela 4), estes resultados concordam com os de Baker et al., (1998), 

Schrinck et al., (2001) e Santos et al., (2004) que demonstraram que bactérias gram-

positivas e gram-negativas impactam negativamente na fertilidade de vacas leiteiras. 

Animais apresentando isolamento de agentes ambientais tiveram tendência em 

diminuir a P/TE no d 66 quando comparados com animais com isolamento de agentes 

contagiosos (Contraste 2, Tabela 4). Esta tendência pode ser explicada devido ao alto 

número de animais com isolamento de Corynebacterium bovis no grupo dos agentes 

contagiosos (127/245), sendo esta bactéria considerada de menor patogenicidade 

(Sheppers et al., 1997). 

O presente estudo mostrou que a CCS alta também tem impacto negativo sobre a 

fertilidade, vacas que apresentaram CCS maior que 400.000 céls./ml tiveram a P/TE 

reduzida em 25,5% (Figura 2). Hudson et al. (2012) também observaram redução da 

performance reprodutiva de vacas com CCS acima de 399.000 céls./ml. De forma 

semelhante, Pinedo et al. (2011), relataram que vacas com CCS maior que 300.000 

céls./ml antes da IA tiveram um risco 44% menor de se tornarem gestantes do que vacas 

com CCS menor que 300.000 céls./ml.  

Os mecanismos pelos quais a mastite pode afetar a performance reprodutiva 

ainda não são totalmente conhecidos, principalmente quando se trata da sua forma 

subclínica. A mastite desencadeia a produção de uma série de moléculas bioativas (IL-

1β, IL-8, TNFα, LPS, ON e PGF) que, potencialmente, podem prejudicar os tecidos do 

trato reprodutivo (Hansen et al., 2004). A liberação destas moléculas é desencadeada 

em resposta a sinais provenientes da glândula mamária, mas não necessariamente são 

produzidas na mesma, outros tecidos também podem produzi-las (Hansen et al., 2004). 

Isto explica o fato de que mesmo sem manifestação clínica na glândula, agentes 

inflamatórios podem estar envolvidos nos processos de diminuição da fertilidade. 

Soto et al., (2003) sugerem que as vacas com mastite tem menor fertilidade 

devido a distúrbios no desenvolvimento oocitário e clivagem e desenvolvimento 

embrionário até blastocisto. Menor manifestação de estro (Hockett et al., 2000), falhas 

na ovulação (Hockett et al., 2005; Williams et al., 2008), interrupção do crescimento 

folicular (Herath et al., 2007), menor pulsatilidade de LH e menor produção de estradiol 
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17β (Hockett et al., 2005) são sugeridos como responsáveis pela diminuição da 

fertilidade de vacas com mastite. No presente estudo, foi utilizada apenas transferência 

de embrião, ou seja, todos os animais no d 7 possuíam um CL e receberam um embrião 

viável de sete dias no estágio de blastocisto. Sendo assim, nenhuma das explicações 

acima seria plausível para a redução na P/TE encontrada neste estudo. Outro mediador 

que pode estar envolvido na diminuição da fertilidade de vacas com mastite, é o óxido 

nítrico (ON) (Soto et al., 2003). Blum et al., (2000) encontraram níveis aumentados de 

ON em vacas com mastite, o ON é um radical livre e participa de processos fisiológicos 

como a inflamação e implantação embrionária (Lima-Verde, et al., 2007), este radical 

pode bloquear o desenvolvimento embrionário pela ativação da apoptose (Soto et al., 

2003), infusão de ON em camundongas causou a inibição da implantação embrionária 

de maneira dose-dependente (Barroso 2005).  

A presença de agentes na glândula mamária pode desencadear uma cascata 

inflamatória e consequentemente aumentar a produção de PGF2α, que pela lise do CL 

impede a manutenção da gestação. Esta cascata seria iniciada em resposta a liberação do 

LPS das membranas das bactérias gram-negativas (Hansen et., 2004). As bactérias 

gram-positivas possuem outro componente de membrana, o ácido lipoteicóico ou ácido 

teicóico (ALT), que pode afetar a fertilidade de maneira semelhante ao LPS, infusão de 

ALT foi capaz de induzir aborto em camundongas (Kajikawa et al., 1998). 

Independentemente de qual mecanismo esteja envolvido, no presente estudo é mostrado 

que os agentes causadores de mastite e a alta CCS exercem efeito deletério sobre a 

fertilidade de vacas leiteiras receptoras de embrião. 

 

5. Conclusão 

 

O uso de uma única análise de CCS por animal pode não ser um parâmetro eficaz 

para detectar IIM já que a Se. e Sp. foram baixas nos limiares estudados. CCS elevada e 

infecção intramamária reduzem a P/TE de receptoras de embrião em lactação.   
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Considerações Gerais e Implicações 

 

A mastite é uma das doenças mais prevalentes nos rebanhos leiteiros brasileiros, 

levantamento do laboratório VidaVet mostrou isolamento de agentes causadores de 

mastite em 70% das amostras analisadas. Cassoli (2013) mostraram que 23% dos 

produtores não atendem as exigências do governo para qualidade e produzem leite com 

CCS acima de 600.000 céls./ml. O presente estudo mostrou que CCS alta e infecções 

intrmamárias (IIM) podem ser responsáveis por diminuição da fertilidade. O correto 

controle da mastite pode influenciar diretamente a lucratividade das propriedades 

aumentando a produção por dia de intervalo entre partos. Programas de controle 

baseado apenas na CCS podem não ser totalmente eficazes já que parte dos animais que 

apresentam CCS baixa também podem apresentar IIM. 

  

Dessa forma, as implicações práticas deste estudo são: 

1- O uso de uma única análise de CCS por animal pode não ser um parâmetro 

eficaz para detectar IIM . 

 

2- Agentes causadores de mastite podem ser isolados em amostras de leite 

independentemente da CCS. 

 

3- Vacas com CCS alta ou IIM apresentam P/TE reduzida. 
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