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WANDERLEY, G.G. Proposta de um Programa de Qualidade do Leite e Controle
da Mastite em Rebanho Bovino de Vacas Holandesas. Botucatu, 2015. 99p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

A mastite ¢ a afeccdo que mais onera o setor leiteiro mundial, sendo ainda importante
entrave para melhoria da produgao. O objetivo deste estudo epidemioldgico prospectivo
foi desenvolver um plano de controle de mastite em um rebanho de vacas Holandesas.
A propriedade foi visitada durante 18 meses para colheita de dados e instituicdo do
plano de controle. Os primeiros quatro meses corresponderam a fase de diagndstico,
seguida de uma fase de intervencao perfazendo 14 meses. O plano de controle reduziu
de 53,7% para 23,3% a mastite subclinica. A contagem de células somaticas do tanque
reduziu de 1446 x 10° células/mL para 214 x 10° células/mL. A prevaléncia de mastite
clinica foi 11,11% e a incidéncia média foi de 7,6%. Do total de 704 casos, 30,1%
(217/704) ndo puderam ser avaliados quanto a cura bacterioldgica, por ndo haver a
amostras pos-tratamento, 51,3% (249/485) curaram, 49,7% (236/485) falharam e
repetiram o mesmo patdégeno ou falharam com isolamento de um novo patéogeno. Do
total de 485 casos que puderam ser avaliados quanto a cura bacteriologica 71,9%
(349/485), 19% (92/485), 7,4% (36/485) e 1,6% (8/485) eram, respectivamente,
referentes aos primeiros, segundos, terceiros e quartos casos de mastite clinica na
mesma glandula mamadria. Houve falha no tratamento em 53,65% (44/82), 47,5%
(165/347) e 48,21% 27/56, severidade um, dois e trés, respectivamente. O plano de
controle de mastite foi eficiente em reduzir a prevaléncia de mastite subclinica e
elucidar os indices de mastite clinica, através de medidas simples de manejo e embasada
no adequado diagndstico epidemiolégico.

Palavras-chave: mastite bovina, qualidade do leite, epidemiologia, fatores de risco.



WANDERLEY, G.G. Proposal for a Quality Milk Program and Control of Mastitis
in Holsteins Cows Cattle Herd. Botucatu, 2015. 99p. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade

Estadual Paulista.

ABSTRACT

Mastitis is a disease that more burdens the world dairy sector still major obstacle to
improving production. The aim of this prospective epidemiological study was to
develop a mastitis control plan in a Holstein cow herd. The property has been visited for
18 months to harvest data and control plane of the institution. The first four months
corresponded to the diagnostic phase, followed by an intervention phase amounting to
14 months. The control plan has reduced from 53.7% to 23.3% subclinical mastitis. The
somatic cell count of the tank reduced from 1446 x 103 cells / ml to 214 x 103 cells/ml.
The prevalence of clinical mastitis was 11.11% and the average incidence was 7.6%. Of
the total 704 cases, 30.1% (217/704) could not be evaluated for bacteriological cure
because there is no post-treatment samples, 51.3% (249/485) healed, 49.7% (236/485)
failed and repeated the same pathogen or failed to isolation of a new pathogen. Of the
total 485 cases that could be evaluated for bacteriological cure 71.9% (349/485), 19%
(92/485), 7.4% (36/485) and 1.6% (8/485) They were, respectively, related to the first,
second, third and fourth cases of clinical mastitis in the same mammary gland. There
was treatment failure in 53.65% (44/82), 47.5% (165/347) and 48.21% 27/56, severity
one, two and three, respectively. The mastitis control plan was effective in reducing the
prevalence of subclinical mastitis and elucidate the clinical mastitis rates through simple
measures of management and grounded in proper epidemiological diagnosis.

Keywords: bovine mastitis, milk quality, epidemiology, risk factors.



1. INTRODUCAO

O Brasil vem apresentando um constante crescimento na produgdo de leite. S6 em
2008, a producao nacional apresentou um crescimento de 5,5%, quando comparada com
2007. Com um rebanho leiteiro de aproximadamente 21,5 milhdes de animais, € o
segundo maior rebanho leiteiro do mundo, constituindo indices de produtividade e
qualidade ainda desfavoraveis. Em média uma vaca brasileira produz por dia pouco
mais de quatro litros de leite, cerca de sete vezes menor que nos Estados Unidos que
tétm o quarto maior rebanho leiteiro do mundo e ¢ o maior produtor, ou apenas o
equivalente a 20% do que uma vaca francesa produz (FAGUNDES, 2012).

A melhoria no cenario do indice de produtividade dos rebanhos brasileiros deve
estar alicercada na adogdo de tecnologias que melhorem a eficiéncia e o uso dos fatores
de produgdo. O aprimoramento das ragas, bem como das técnicas de manejo
relacionadas a alimentagcdo e¢ a sanidade do rebanho exercem papel fundamental no
aumento da produtividade do leite. A crescente preocupag¢ao dos consumidores em
relacdo a qualidade dos produtos em geral tem levado a industria alimenticia a buscar
adequagoes que atendam as exigéncias do mercado. A demanda por qualidade do leite
ocorre em razao de dois fatores importantes: um no que diz respeito a0 cumprimento
legal de padrdes minimos regidos pela Instrucdo Normativa N° 62 (IN62) (BRASIL,
2012) e o segundo refere-se as exigéncias de qualidade por parte da empresa
compradora e da percepg¢ao pelo consumidor (FIGUEIREDO & PAULILLO, 2005).

No Brasil, mesmo com o estabelecimento de um marco legal em 2002, a Instrugado
Normativa N° 51 (IN51) (BRASIL, 2012), a qualidade do leite ndo alcangou os padrdes
previstos para 2011 que seriam 750 mil UFC/mL de leite (unidade formadora de
colonia/mililitro de leite) para contagem bacteriana total (CBT) e 750 mil células/mL de
leite para contagem de células somaticas do leite (CCS). Dados da Clinica do
Leite/ESALQ-Piracicaba, Sao Paulo, mostram que 20% e 15% dos produtores nao
estariam nos padrdes para CBT e CCS, respectivamente. Com a revogacao da IN51 em
dezembro de 2011, a nova legislagdao a IN62, que estabelece novos limites validos para
2016, 50% dos produtores estariam fora dos padrdes para ambos os requisitos: 400 mil

CCS/mL e 100 mil UFC/mL (MILKPOINT, 2011).



A revogacdo da IN51 e a publicacdo da IN62 com novos prazos para 2016
demonstra a fragilidade da produ¢do de leite de vaca no Brasil, explicado
principalmente pela ndo adequacao de indices de CBT e CCS, principalmente, por mais
da metade dos produtores até 2011. Outro ponto € que a IN51 ndo previa puni¢ao para
os produtores de leite que ndo atendessem aos requisitos de qualidade, ja na IN62, o
produtor serd notificado e o produto deverd sofrer destinacdo indicada pelo
estabelecimento, baseado nas Normas de Destinagdao do Leite e Derivados, incluindo o
produtor como peca fundamental para a melhoria na qualidade do leite (BRASIL,
2012).

Para alguns autores, a melhoria da qualidade do leite depende essencialmente da
politica de aquisicdo da matéria-prima por parte da industria (CARVALHO, 2005).
Dados recentes publicados pela Clinica do Leite (ESALQ, Piracicaba) com produtores
que participam de um programa de valorizacdo por qualidade e outros que ndo
participam, mostram uma melhora significativa na CBT no grupo que participa do
programa em relagdo ao que ndo participa, sendo 65% e 23%, respectivamente. Quando
se analisa a CCS, 55% dos que ndo recebem por qualidade e 49% dos que recebem por
qualidade estariam fora dos padrdes da IN62, o que pouco evoluiu em cinco anos de
analise, demonstrando que o pagamento por qualidade ndo ¢ o tUnico fator para a
melhoria nos indices de qualidade (CASSOLI, 2012).

Mesmo tendo poucas empresas que pagam por qualidade, ha ainda varios critérios
que devem ser adotados para que a qualidade no leite no Brasil melhore
significativamente: instituicdo de critérios legais definidos e padronizados; melhoria das
condig¢des estruturais do pais e incentivo das industrias para a valorizacdo da qualidade
do produto (CARVALHO et al., 2007; MILKPONT, 2011). Conhecer a realidade da
producdo leiteira no Brasil ¢ primordial, bem como a instituicdo de um programa de
controle da qualidade do leite conciso e¢ embasado em indices epidemioldgicos
(LANGONI, 2013).

Existem poucos estudos epidemioldgicos prospectivos em rebanhos bovinos
leiteiros brasileiros, sendo poucos dados sobre fatores de risco para mastite em
condigdes proprias (COENTRAO et al., 2008). A falta de conhecimento técnico,
difusdo tecnoldgica, dados epidemioldgicos e estatisticos somam para que o cendrio da

qualidade do leite no Brasil esteja estagnado, explicando que ndo houve qualquer tipo



de melhoria nos indices de CCS, indicando que o controle da mastite ¢ um dos grandes
desafios dos produtores e técnicos, como demonstrados por Cassoli (2012). Bases
solidas de analises e interpretacao destes dados sdo essenciais para um adequado
controle da qualidade do leite (RUEGG, 2003).

A producao de leite de vaca demandara cuidados desde sua produgdo, transporte e
industria. Na unidade de produc¢do a investigagdo de problemas de mastite com
adequados programas de controle de mastite, baseado em metas para a ocorréncia de
mastite clinica e subclinica sob estruturada investigagcdo epidemiolodgica e estatistica dos
fatores de risco para a infec¢do sé se concretizara com a implementacdo de programa de
controle da qualidade do leite, assim como ocorre nos EUA, Canadd e Unido Europeia
(RUEGG, 2003).

Carvalho et al. (2007) projetando a producdo de leite no Brasil em 2020 elaborou
um modelo das cinco forcas competitivas para a cadeia do leite no Brasil. Como
variaveis intermediarias, destacam-se a qualidade do leite produzido e a produtividade,
e como variaveis resultantes, destacam-se a producdo de leite no Brasil e o perfil da
producdo. Neste caso a qualidade do leite produzido depende de uma série de fatores na
unidade de producdo, uma delas ¢ quanto a adocdo de um programa de controle das
mastites, seja, clinica ou subclinica, visando a melhoria do produto que sai da fazenda.

Por muitos anos o National Mastitis Council (NMC) recomendou o programa dos
cinco pontos para o controle das mastites. Desenvolvido no Reino Unido na década de
1960, o programa incluia: desinfec¢do das tetas apds a ordenha, terapia da vaca seca,
tratamento dos casos clinicos durante a lactagdo, manutencdo adequada do equipamento
de ordenha e descarte de vacas com mastite cronica. Ha alguns anos o NMC expandiu o
programa para dez pontos, a seguir: estabelecimento de metas para saude do ubere;
manuten¢do do ambiente limpo, seco e confortavel; produtos de ordenha adequados;
manuten¢do e uso adequado do equipamento de ordenha; boa manutencao de registros;
gestdo adequada de casos de mastite clinica durante a lactagdo; gestao eficaz das vacas
em periodo seco; manutencdo de biosseguranga para agentes patogénicos contagiosos e
descarte de vacas infectadas cronicamente; acompanhamento regular do estado de saude
do ubere e revisao periddica do programa de controle de mastite (NMC, 2006).

No Brasil sd@o poucos os relatos de implementagdo de um programa de controle da

qualidade do leite que abranja o programa de dez pontos de controle de mastites



(LARANJA e MACHADO, 1994). Revisando a literatura, encontram-se casos onde se
instituiu apenas uso do California Mastitis Test (CMT) como parametro para avaliacdo
de mastite subclinica (MS) correlacionando com dados observacionais de mastite
clinica (MC) (DURAO, 2008), mas ha um estudo onde se alcancaram reducdes de
38,9% para 2,7% e de 21% para 3,1% em duas propriedades em um plano de controle
de mastite durante trés anos (LANGONI et al., 1984).

Em um programa de controle e prevencdo de mastite, além dos fatores de riscos
identificados previamente por estudos epidemiologicos como caracteristicas do animal,
ambiente e procedimentos de manejo, ¢ de extrema importdncia a avaliacdo e
manuten¢do periddica do equipamento de ordenha e do reconhecimento dos patdogenos
causadores das mastites (MEIN, 2012).

Na unidade produtora de leite, a mastite ¢ um entrave a melhoria na qualidade do
produto final, sendo esta afeccdo o maior problema dos rebanhos leiteiros em todo o
mundo. Identificar quanto a ocorréncia de MS, MC, fatores de riscos, patdgenos
presentes, manejo, parametros de equipamento de ordenha, ambiente e sazonalidade sdo
essenciais para elucidar as medidas de preven¢do a serem seguidas (RUEGG et al.,

2003).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O cenario do controle de qualidade do leite

A mastite continua sendo uma das mais importantes causas de morbidade de
vacas adultas e resulta em diminui¢do da rentabilidade para a industria leiteira (USDA,
2008). A consolidagdo dos rebanhos leiteiros resultou na continua mudanga de rebanhos
menores para rebanhos maiores, ou seja, ¢ nitido que o setor vem crescendo
(RODRIGUES et al., 2005).

As maiores exploragdes leiteiras se especializaram para gerenciar a sua propria
produgdo, facilitados aparentemente por servigos gratuitos prestados por grandes
empresas multinacionais do setor. Na maioria das fazendas, deteccdo, diagnostico e
administracdo de tratamentos para mastite clinica sd3o de responsabilidade dos
funcionarios, e veterinarios sdo frequentemente consultados apenas quando o caso
torna-se de risco para a producdo. Varios estudos tém indicado que muitos veterinarios
sdo apenas marginalmente envolvidos em programas de controle de mastite. Apenas
24% dos produtores inscritos em um programa de qualidade do leite em Wisconsin,
EUA, indicaram que usaram veterinarios para planejar programas de qualidade do leite
(RODRIGUES et al., 2005).

Pol e Ruegg (2007) indicaram em um estudo, que a maioria dos veterinarios
especialistas em qualidade do leite passou menos que 10% do seu tempo profissional
trabalhando ativamente em algum programa de controle de mastite. Mesmo com este
cenario, aparentemente desfavoravel, ha amplas razdes econOmicas e sociais para
aumentar a participagdo do médico veterindrio em programas de controle mastite
bovina.

A ocorréncia de mastite reduz a producdo de leite, aumenta a quantidade de leite
descartado e aumenta os custos de producdo e diminui o tempo de vida produtiva
devido ao abate prematuro de animais cronicamente infectados (FETROW, 2000).
Além disso, tanto MC quanto MS demonstram reduzir a eficiéncia produtiva (BARKER
et al., 1998; SANTOS et al., 2004). O objetivo da medicina veterinaria preventiva do
setor leiteiro € prevenir as doencas dos rebanhos leiteiros, melhorar o bem-estar animal,
reduzir tratamentos e ajudar a garantir a rentabilidade da atividade leiteira. O sucesso da
implementa¢do de um plano de controle de qualidade do leite ajuda a atingir esses

objetivos e pode resultar em um melhor desempenho econdmico para o setor lacteo.



A mastite pode ser controlada pela prevenc¢do de novas infec¢des e eliminagdo
de casos existentes. O plano de cinco pontos do National Mastitis Council usado ha
anos e posteriormente expandido para um plano de dez pontos vem sendo eficaz para
controlar a mastite causada por patdogenos contagiosos e reduz a exposi¢ao a patdogenos
ambientais (NMC, 2009). A prevaléncia de agentes contagiosos diminuiu em rebanhos
que se modernizaram e adotaram tais praticas (MAKOVEC e RUEGG, 2003). H4 uma
tendéncia, atualmente, que os programas foquem na prevencdo de mastite causada por
patogenos ambientais e outras questdes que influenciam a percepcao dos consumidores,
que passaram a cobrar por um produto de melhor qualidade.

Historicamente, a percep¢do da qualidade do leite era definida por parametros
medidos por laticinios com base apenas nas caracteristicas do leite cru adquirido por
eles. Na maioria dos paises, o padrdo de qualidade ¢ medido pelo controle de CCS, CBT
e deteccao de residuos de antimicrobianos. Atualmente esse conceito vem sendo
ampliado, principalmente pela pressdo do mercado consumidor em adquirir um leite de
boa qualidade, custo acessivel e seguro (RUEGG, 2003).

Diante deste cenario, os médicos veterinarios que oferecem programas de
qualidade do leite devem ter uma so6lida compreensdo dos conceitos de qualidade do
leite, bem como conhecer os problemas praticos vividos em sua regido para obter

melhores resultados (NMC, 2009).

2.2 Importancia do programa de controle de mastite no cenario brasileiro

Devido a sua enorme importancia social, o agronegocio do leite ocupa posigao
de destaque no pais. A atividade leiteira ¢ praticada em todo territério nacional
contendo mais de um milhdo de propriedades rurais destinadas para tal fim, sendo 25%
do total de estabelecimentos rurais. Na produg@o primadria, gera mais de trés milhdes de
empregos diretos e agrega mais de seis bilhdes ao valor da produgdo agropecuaria
nacional (VILELA et al., 2002).0 Brasil destaca-se também na producdo mundial,
segundo Guimaraes (2006) baseado nos dados fornecidos pela International Dairy
Federation (IDF, 2005), o pais € o sexto maior produtor de leite.

Fagundes (2003) relatou que o déficit na balanga comercial diminuiu de US$
445,2 milhdes em 1997 para US$ 207,3 milhdes em 2002, o que ainda estava longe do

ideal, constituindo-se assim como um pais importador de lacteos. No inicio da década



de 1990 houve a liberalizagdo da importacdo de produtos lacteos, ficando o Brasil
exposto a concorréncia direta de paises vizinhos como o Uruguai e a Argentina. O
Mercosul tornou-se uma dura realidade para a pecuaria leiteira nacional, o
cooperativismo encolheu e a captacdo caiu de mais de 60% para 40% (CARVALHO et
al., 2007). Este cenario comegou a mudar em 2001 devido a aplicagdo de direitos
antidumping nas importacdes de leite em po proveniente da Unido Européia, Nova
Zelandia, Argentina e Uruguai, dando um novo animo ao setor leiteiro brasileiro,
possibilitando maior crescimento da producdo e industrializagdo (CARVALHO et al.,
2007; FAGUNDES, 2012). Como resultado, em 2004, pela primeira vez, o Brasil
alcangou superdvit na balanga comercial de lacteos, se manteve até o final de 2008,
porém a partir de 2009 voltou ao déficit e desde entdo se mantém em balanca comercial
negativa (CARVALHO, 2011).

A contribui¢dao da ordenha mecanica para a incidéncia de mastite ¢ ainda pouco
estudada no Brasil, pela sua complexidade de entendimento. Os efeitos relacionados
com os equipamentos de ordenhadeira mecanica como causadores de mastite conotam
menos importancia que outros fatores como o manejo de ordenha e manejo do rebanho,
porém as forgas aplicadas pelo equipamento de ordenha nas tetas durante quatro a dez
minutos, duas ou trés vezes ao dia ¢ um fator que pode acarretar sérios problemas em
um rebanho, portanto o uso de equipamentos que avaliem periodicamente os parametros
do equipamento de ordenha mecanica ¢ essencial para um adequado programa de
controle de mastite (MEIN, 2012).

Na unidade produtora de leite, a mastite ¢ um entrave a melhoria na qualidade do
produto final, sendo esta afeccdo o maior problema dos rebanhos leiteiros em todo o
mundo. A mastite ¢ a inflamacdo da glandula mamaéria, de ordem fisioldgica,
traumadtica, alérgica, metabolica ou infecciosa. Constitui o problema mais sério nos
rebanhos leiteiros pela sua elevada prevaléncia, prejuizos pela redugdao da producao,
menor rendimento industrial, comprometimento funcional da glandula mamaria,
descarte prematuro e ocasional morte de animais (LANGONI et al., 1998; RADOSTITS
et al., 2007).

Estimativas em varios paises calculam perdas da ordem de 10 a 15% da
producdo (SANTOS & FONSECA, 2007). A mastite infecciosa assume o risco & satde
publica pela transmissdo de agentes etiologicos de zoonoses tradicionais e emergentes
(GUIMARAES & LANGONI, 2009). A mastite clinica caracteriza-se por alteracdes

visiveis da glandula e/ou do leite. Pode ser aguda apresentando sintomatologia evidente
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de processo inflamatorio (edema, dor, calor, rubor) ou cronica, caracterizada por
fibrosamento, auséncia de sinais de processo inflamatdrio e alteragdes no leite, como
grumos e coagulos (COSTA, 1998).

A forma de evolucao subclinica caracteriza-se pela diminui¢do da produgao
leiteira sem que, contudo, sejam observados sinais de processo inflamatério ou
fibrosamento, e auséncia de modificagdes visiveis no leite e/ou na glandula mamaria.
Para o diagndstico da mastite subclinica sdo utilizados testes indiretos como o CMT,
Whiteside, condutibilidade elétrica, contagem eletronica de células somaticas, ou em
lamina, pelo método de Prescott Breed (COSTA, 1998; CUNHA et al., 2008).

Para identificagdo de MS a CCS ¢ o método universalmente mais utilizado e
dependendo do objetivo do programa de qualidade do leite, a CCS pode ser estimada
por meio de uma variedade de testes como o CMT e os contadores eletronicos
industriais. Em todo mundo, testes de CCS no leite de glandulas mamarias (amostras
simples) ou vacas (amostras compostas) sdo realizadas para tomar decisdes de manejo
como a identificacao de vacas com mastite para o tratamento, ou coleta de amostras de
leite para identificagdo do patégeno existente. Em nivel de rebanho, a CCS realizada
mensalmente no leite composto de cada vaca em lactacio ¢ uma ferramenta
indispensavel para a estimagdo de indices epidemiologicos que permitem estudar a
dinadmica da mastite na populagdo (PANTOJA et al., 2011).

A CCS no leite normal ¢ constituida de células de defesa e uma proporgao
menor de células epiteliais origindrias do tecido mamario. No leite normal, a CCS ¢
geralmente menor que 200 mil células/mL de leite e aumenta rapidamente na presenca
de mastite. O aumento da CCS apds a infec¢do depende da bactéria causadora da
mastite, sendo os patdogenos maiores: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae
e os coliformes que induzem uma resposta de CCS mais intensa (comumente maior que
600 mil células/ mL) do que aquela observada no leite de vacas infectadas com
patogenos menores (Corynebacterium spp e Staphylococcus coagulase-negativos
(SHELDRAKE et al., 1983; SCHUKKEN et al., 2003).

A variagdo temporal da CCS apo6s a infeccdo da glandula mamaria também ¢
influenciada pelo patégeno causador e pode apresentar padrdes distintos reconheciveis
(SCHEPERS et al., 1997; DE HAAS et al., 2004). Mastite causada por Escherichia coli
e outras bactérias ambientais, que ndo sdo adaptadas ao ambiente da glandula mamaria,
normalmente resulta em um aumento subito da CCS (ao redor de dois dias apos a

infec¢do), que regride entre trés a quatro semanas (ERSKINE et al., 1992; PYORALA
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et al., 1994). Pelo contrario, um aumento persistente na CCS (varios meses) ¢
geralmente observado apds infeccdo com patdgenos contagiosos. Infec¢des cronicas
também podem resultar em perfis flutuantes de CCS, que se alterna entre o ponto de
corte usado para definir uma infec¢do intramamaria (RUEGG et al., 2003).

Em geral, um ponto de corte de 200 mil células/mL tem sido usado
universalmente para minimizar a quantidade de resultados falso-positivos e falso-
negativos, diminuindo a influéncia de fatores como fase de lactagdo, idade, nimero de
quartos infectados, estacdo do ano e fracdo do leite coletado (DOHOO and MEEK,
1982; DOHOO & LESLIE, 1991; BARKEMA et al., 1999).

O uso do CMT no momento de ordenha indica qualitativamente o quarto
mamario em nivel de vaca que precisa ser coletado para cultivo microbioldgico do leite,
isso porque reagdes positivas indicam presenca de células somaticas, devendo ser
confirmadas pela coleta de leite para CCS. Estes parametros resultam em dados
epidemioldgicos valiosos para o rebanho e dependendo do patdgeno isolado as agdes de
controle serdo diferentes (LAGO, 2004). Listas historicas dos dados por animal devem
ser criadas para que fomente as agdes com base na realidade local, principalmente
quando os casos de MS resultam em uma mastite clinica, facilitando o posicionamento
quanto ao tratamento e qual droga podera ser usada (RUEGG et al., 2003).

O controle da MC tem se tornado um grande desafio para os produtores leiteiros
especializados e ¢ baseada na prevencdo de casos novos, tratamento de casos existentes,
e descarte de animais doentes (RUEGG, 2003; LANGONI, 2013). Neste contexto os
registros de MC sdo uma ferramenta essencial para medir a efici€éncia de programas de
controle. O uso de registros permanentes ainda ¢ muito limitado e restrito a rebanhos
maiores. Mesmo em rebanhos especializados, onde programas de gerenciamento sdo
frequentemente disponiveis, a analise de dados de MC ¢ subutilizada devido a
complexidade desta tarefa (PIZON & RUEGG, 2011).

O cultivo microbiologico do leite para identificagdo dos patdégenos causadores
de mastite seja subclinica ou clinica, no rebanho ¢ uma ferramenta indispensavel em
programas de controle. Na MS, o cultivo microbioldgico de leite de quartos mamarios
positivos ao CMT ou vacas com CCS composta maior que 200 mil células/mL ¢ uma
estratégia para elaboragdo mensal de uma lista de grupos de vacas-problema, além de
gerar dados para elaboragdo de grupos de interesse que podem ser: vacas recém-paridas,
vacas cronicamente infectadas e vacas com infecgdes novas. Para monitoramento da

MC, coleta e armazenamento de leite de quartos afetados, devem ser congeladas e
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enviadas ao laboratorio para cultivo microbioldgico, estabelecendo o perfil de
patdgenos presentes no rebanho o que determinard os tipos de tratamento e manejo
empregado no programa de controle (RUEGG, 2003).

O intervalo de tempo para definir um caso repetido de MC na mesma vaca como
um caso novo varia entre os pesquisadores e consultores, mas deve ser consistente na
mesma fazenda, normalmente adota-se 14 dias. Para monitorar a eficiéncia do
tratamento coleta-se uma amostra no dia do caso da mastite clinica e uma segunda
amostra 21 dias apds o diagnostico e comparando com o resultado das duas culturas
pode-se definir se houve cura ou ndo dependendo dos patdgenos isolados nos dois
exames (PIZON & RUEGG, 2011).

A elaboragdo de programas de controle de qualidade do leite em fazendas
leiteiras no Brasil ¢ ainda uma realidade a ser alcangada, pois muitos estudos sdo
pontuais e levam em consideragdo poucas variaveis analisadas, pouco tempo de estudo,
interpretagdo inadequada dos dados obtidos, falha na tomada de decisdes, sazonalidade
dos dados e falta de mao de obra especializada. Estudos que elenquem os principais
fatores de risco para a melhor qualidade do leite em rebanhos brasileiros, devem ser
instituidos, analisados e discutidos para que em todo territério nacional estes dados
possam ser usados a fim de induzir os produtores a buscarem melhor producao,
valorizagdo, competitividade e maior rentabilidade, visto que o setor leiteiro nacional
vem sofrendo mudangas e a cadeia produtiva tem cobrado cada vez mais um produto de

melhor qualidade.

2.3 Definicao de mastite bovina

A definicdo de infeccdo intramamaria (IIM) tem sido amplamente discutida, mas
nem sempre ¢ consistente (ANDERSEN et al., 2010). Muitas vezes as defini¢des de [IM
e MS sdo quase sempre indistintamente utilizadas (BARKEMA et al., 1998). A 1IM
implica na presenca de um micro-organismo infeccioso e esta definicdo ¢ embasada
com o requisito de aumento de CCS (BERRY; MEANY, 2006). A MS indica
inflamacao, porém nao necessariamente infec¢do do ubere (IDF, 2011), no entanto MS
¢ na maioria das vezes causada por infec¢ao bacteriana (DJABRI et al., 2002).

Muitos estudos tém utilizado apenas o leite de quartos mamarios de uma
ordenha para o diagndstico de IIM, outros, porém utilizam amostras em duplicata e até

em triplicata (HILLERTON; COOPER; MORELLI, 2007). A utilizacao da CCS ¢
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baseada em ponto de corte, dicotomizando o resultado em negativo ou positivo que
pode variar a depender dos objetivos entre 100 a 300 mil CCS/mL de leite
(SCHUKKEN et al., 2003).

Na pratica, a [IM pode ser definida pela isolamento de um micro-organismo,
com isolamento puro do causador da infec¢do em meios de cultivos. A mensuracao pela
CCS deve ser um indicativo de infeccdo quando superior a 200 mil CCS/mL de leite

(DOHOO et al., 2011).

2.4 Mastite clinica e subclinica

A infeccdo da glandula mamaria pode se manifestar de forma clinica ou
subclinica. A MC ¢ marcada por respostas inflamatorias mais graves, que resultam em
mudangas visiveis da secrecdo lactea ou do tecido mamario, caracterizada por sinais
clinicos perceptiveis como dor, inchaco e rubor do ubere, aparéncia deprimida do
animal, perda de peso e posturas anormais, além da perda funcional do tecido secretor
do leite (HORTET; SEEGERS, 1998).

A MS ¢ a principal forma de mastite nas fazendas leiteiras modernas, que pode
acometer de 20-50% das vacas em lactacdo, entretanto uma avaliacdo de custos
relacionada a um caso de MS ndo parece ser facil, e isto se deve ao efeito da diluicdo do
leite produzido por quartos sadios sobre os afetados, o que torna imperceptivel esta
forma de mastite quando realizadas mensuragdes de qualidade do leite por amostras
compostas ou de leite do tanque (FORSABACK et al., 2010). Na MS ndo hd mudangas
visiveis nas caracteristicas do leite ou do tbere, mas ¢ a forma mais predominante e que
apresenta maior importancia epidemioldgica por ser transmitida de forma silenciosa
pelo rebanho (BRADLEY, 2003). Um agravante, ¢ que essa forma de mastite pode se
tornar cronica, mesmo permanecendo indefinidamente em uma fase subclinica, mas
algumas vezes alterna entre a forma clinica e subclinica (OVIEDO-BOYSO et al.,
2007).

Os programas de controle de mastite t€ém sido eficientes ao longo dos anos em
controlar as mastites causadas por patdgenos contagiosos, porém os ambientais tém sido
problema para as propriedades que utilizam sistemas intensivos de producdo de leite
(BRITTEN, 2012). Um fato vem sendo estudado ha alguns anos em decorréncia de que

a incidéncia de MS causada por patdogenos primarios (contagiosos, principalmente) em
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fazendas onde o sistema de producdo ndo € intensivo vem apresentando decréscimo em
relacio a incidéncia de MS causada por agentes secunddrios (ambientais,

principalmente) (PYORALA et al.,1994).

2.5 Micro-organismos causadores de mastite bovina

Cento e trinta e sete diferentes espécies de micro-organismos podem causar
mastite, sendo que a causa mais comum da infec¢do do tecido glandular sdo bactérias,
mas também pode ser causada por fungos, algas, e at¢ mesmo por virus (BRADLEY,
2003).

Segundo Bradley e Green (2005) os patdgenos principais sdo: Streptococcus
agalactiae, Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae e
Escherichia coli e sdo responsaveis pela reducao de qualidade do leite por provocarem
resposta imunoldgica de diferentes intensidades. Corynebacterium spp. e
Staphylococcus coagulase-negativa sdo classificados como patégenos secundarios,
devido ao moderado aumento da CCS (SCHUKKEN, 2003).

A literatura mundial classifica os micro-organismos causadores de mastite em
dois grupos com base em sua origem: patdgenos contagiosos € ambientais. Os
patogenos contagiosos sdo aqueles adaptados a glandula mamaria, caracterizados pela
alta incidéncia de MS, porém persistentes ou com episddios clinicos intermitentes de
baixa incidéncia (BRADLEY, 2003). Os patdgenos contagiosos sdo transmitidos entre
vacas ou entre quartos durante a ordenha por contamina¢do do equipamento de ordenha,
maos dos ordenhadores, ou toalhas que sdo utilizadas em mais de um animal (OVIEDO-
BOYSO et al., 2007). Essa mastite ¢ também associada com a diminui¢ao na producao
de leite e aumento de CCS do tanque. Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae sdo exemplos de patdgenos contagiosos (SCHUKKEN et al., 2003).

Os patdgenos ambientais t€ém origem no ambiente em que a vaca vive, com
maior prevaléncia das bactérias coliformes e algumas espécies de Streptococcus. Sao
ditos oportunistas por invadirem a glandula mamadria sem conseguir se adaptar em seu
interior, o que leva a imediata inducdo de resposta imune (BRADLEY, 2003). A MC ¢
caracterizada por infec¢des de curta duracdo que podem resultar at¢é em morte do
animal. Normalmente, fazendas com baixas CCS do leite do tanque sdo acometidas pela

ocorréncia de mastite ambiental (SCHUKKEN, et al., 2003).
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Pertencem a familia Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Enterobacter spp,
Klebsiella spp, Proteus spp), Pseudomonas spp, leveduras, fungos, algas e certas
espécies do género Streptococcus. Esses sdo veiculados por manejo inadequado de
camas, excesso de sujidade nas areas de permanéncia dos animais, higiene inadequada
no preparo de pré-ordenha, ou por objetos em instalagdes e pastos que favorecam a
ocorréncia de lesoes nos tetos (COSTA, 1998).

Entre os contagiosos destacam-se Staphylococcus spp., Streptococcus
agalactiae, Corynebacterium bovis, € Mycoplasma spp. Sao conhecidos como “vaca
dependentes”, transmitidos a partir de vacas infectadas ou portadoras para outras no
momento da ordenha, pelas maos de ordenhadores, equipamentos de ordenha, toalhas

de secagem dos tetos e outros fomites de uso comum entre os animais (COSTA, 1998;

RADOSTITS et al., 2007).



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
v" Implementar e avaliar um programa de controle de qualidade do leite em um

rebanho de vacas de leite.

3.2 Objetivos Especificos
v Elaborar um plano para diagnostico e controle das mastites: detec¢do do
problema;
Monitorar a ocorréncia de mastite subclinica e clinica;
Identificar fatores de risco para infecgao;
Elaborar um plano de controle de mastites;

Planejar medidas preventivas;

NS NEE N NERN

Avaliar a eficiéncia das medidas adotadas no plano de controle de mastite.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

O programa de controle de qualidade do leite foi implementado apds uma fase de

investigacao (diagnoéstico) e posterior intervencao (plano de controle de mastite) Figura

1, de acordo com Ruegg (2003).

Diagndstico

Analise
dos dados;

hipoteses Intervengéo: plano de controle de mastite

Més 1

Figura 1. Plano de trabalho em trés fases para a efetiva realizagdo do programa de

v

]
| |
Més 5 Més 19

controle de mastite em vacas Holandesas. Botucatu, Sao Paulo 2015.

a) Definicao do problema

Nesta fase foi essencial a padronizagao, a identificacao ¢ a avaliagdo do rebanho

atentando para o impacto da ocorréncia de mastite.

Existe mastite?

—>

b) Definicio dos casos

A padronizacdo e o adequado diagnostico neste momento geraram dados

homogéneos ao longo do estudo, permitindo a comparagao entre as fases de diagnostico

e a intervencao.

Mastite clinica

Mastite subclinica

Perdas em R$

- Prevaléncia/incidéncia
Quantifica¢do do problema (S

CCS/mL de leite do
tanque

Detecgdo (Sinais clinicos, Tamis)
Preenchimento do formulario

Coleta e congelamento da amostra

CMT/més/teto

CCS/mL leite/vaca/més

CCS/mL leite/teto reagente ao CMT

Infecc¢do intramamaria (IMI)

——=>| Cultivo microbioldgico casos clinicos, subclinicos,

vacas secas ¢ colostro
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¢) Identificacio de fatores de risco
Identificagdo dos fatores de risco a partir da avaliagdao das varidveis € o seu peso
para a ocorréncia de mastite clinica e subclinica, dando subsidio para formular a¢des

que culminaram em possiveis melhorias nos indices produtivos.

Locais onde estdo ocorrendo mastite
Avaliagdo do ambiente: formularios

Avaliacao das instalagdes: formularios

Onde? [—> ) )
Avaliacdo da sala de ordenha: formularios
Monitoramento dos pardmetros da ordenhadeira
mecanica: equipamento de medi¢do dos niveis de vacuo
e fluxo de ar do sistema
Animais com mastite clinica e subclinica
Quem? |/—>

Idade, raga, grupo da linha de ordenha, paridade

Periodo do ano (avaliagdo temporal): indices
) pluviométrico, umidade e temperatura

Quando?

Estagio de lactagdo

4.2 Unidade produtiva de leite

A fazenda utilizada no estudo localiza-se na regido geografica Centro do Estado de
Sdo Paulo, municipio de Sdo Pedro. Possui clima tropical de altitude, 580m acima do
nivel do mar, bioma de cerrado e temperatura média de 22° C. Possui um tipico rebanho
leiteiro de vacas Holandesas, sendo ordenhadas mecanicamente por sistema carrossel,
com capacidade para 17 vacas. Possui em média 330 vacas em lactagdo/més ordenhada
trés vezes por dia com perspectivas de crescimento de 8-15% anualmente, produz em
média 11 mil kilogramas de leite/dia, destinado pelo menos a dois laticinios situados na
regido. Foi assinado um termo de responsabilidade entre o produtor, que esteve disposto
disposto a seguir as recomendacdes e o orientador, a fim de estabelecer o compromisso

com o presente estudo.
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4.3 Plano do estudo

Durante o periodo de abril de 2012 a outubro de 2013 foram realizadas as

seguintes etapas do projeto:

1) Diagnéstico e definicio do problema: levantamento epidemioldgico do status de
mastite no rebanho. O periodo para diagnostico e defini¢do do problema compreendeu,

portanto os meses de abril, maio, junho, julho e agosto (Figura 1).

2) Analise preliminar dos dados e levantamento de hipodteses: esta fase ocorreu
imediatamente apos a fase de diagndstico. O levantamento realizado nos primeiros
cinco meses do estudo foram compilados a fim de gerar hipoteses para a formulagdo das
acdes de controle dos meses subsequentes. Exatamente no quinto més do estudo
(agosto/2012) o relatério da fase de diagnostico foi confeccionado e discutido para as

possiveis intervengdes realizadas;

3) Fase de intervencio — plano de controle de mastite: com os dados elencados na
fase de diagndstico, apds adequada interpretagdo foram formuladas acdes para tentativa
do plano de acdo para o controle de mastite no rebanho estudado. Esta fase iniciou-se
em agosto de 2012 e foi até outubro de 2013.

Todos os procedimentos laboratoriais foram realizados no Laboratorio de
Nucleo de Pesquisa em Mastite (NUPEMAS), da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ-UNESP), no campus de Botucatu, Sao Paulo.

4.4 Detalhamentos dos progressos realizados

4.4.1 Andlise preliminar de dados e formacdo da equipe de qualidade do leite

Antes da primeira visita, foi realizada uma analise dos dados de produgdo e CCS
para estimar indices epidemiologicos de mastite e as perdas financeiras decorrentes
dessa doenca. Informacdes sobre a propriedade foram registradas, tais como
identificacdo da fazenda, nome do produtor e responsaveis pelo manejo dos animais e
médico veterinario responsavel. A equipe foi formada por funcionarios da fazenda que

se comprometeram com as etapas a serem realizadas no plano proposto.
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4.4.2 Visita de exploragao

Uma visita inicial foi realizada para registrar caracteristicas de todas as categorias
animais e praticas de manejo como dimensdes das instalagdes, densidade de animais por
instalacdo, caracteristicas da cama como material, profundidade e tempo de renovagao,
frequéncia de remogao das fezes dos corredores e cubiculos, e tipo de piso. A rotina de
ordenha foi documentada e as praticas utilizadas foram avaliadas. Ao final da visita, as
equipes do estudo e da propriedade se reuniram para definir os objetivos de qualidade
do leite. Subsequentemente, as mesmas avaliagdes foram realizadas mensalmente como

parte do banco de dados.

4.4.3 Durante a ordenha

O desempenho dos ordenhadores foi avaliado quanto as atividades realizadas na sala
de ordenha.

A rotina de ordenha foi avaliada medindo o tempo de cada acdo (tempo de contato
do pré-dipping, tempo do estimulo de ejecdo do leite ¢ o tempo de ordenha). Outros
eventos também foram mensurados como: o numero de quedas do conjunto de teteiras,
0 uso da ordenha em modo manual e qualidade da aplicacdo do pos-dipping. Estes
dados foram anotados em formularios criados para cada observagao.-.

Sistemas de avaliacdo foram utilizados para estimar a higiene do ubere (escore de
ubere) e a condigdo das extremidades das tetas, quanto a presen¢a de hiperqueratose.
Escores de higiene do ubere foram registrados em uma escala de 1 a 4 (limpo a muito
sujo) e a condi¢do morfologica da teta em uma escala de 1 a 4 (1 = lisa sem queratina, 2
= presenca de um anel sem queratina, 3 = presenca de um anel com pouca queratina e 4
= presenca de um anel com muita queratina (NEIJENHUIS et al., 2000; RUEGG,
2003).

A avaliagdo dos niveis de vacuo e fluxo de ar do sistema do equipamento de
ordenha mecanica nao foram realizados como previsto, pois nao foi possivel a aquisi¢ao

do equipamento necessario para esta etapa.
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4.5 Coleta de amostras de leite

4.5.1 Monitoramento da mastite subclinica

Foram realizadas visitas mensais durante todo o periodo do estudo, coletando-se
leite para o monitoramento da MS de todo o rebanho. Como teste de triagem para
amostras do leite dos quartos mamarios foi o CMT (SCHALM e NOORLANDER,
1957), qualitativo para a presenca de células somaticas e amostras de leite com escores
positivo (+, ++ ou +++). Foram coletadas tanto para CCS, quanto para cultivo
microbiano. Independente do CMT positivo ou negativo, foi coletada amostra de leite
composta de cada vaca para CCS. Quando pelo menos um quarto mamadrio foi positivo
ao CMT, foi coletado 15 mL de leite para cultivo microbiano em tubos estéreis e 50 mL
de leite do respectivo quarto mamario para CCS individual em frasco plastico contendo
conservante celular bronopol (BERTRAND, 1996). Foi também coletada amostra de
leite do tanque de expansdo para CCS. A CCS foi realizada em equipamento Somacount
300" (Bentley, UK) por citometria de fluxo, no Nucleo de Pesquisas em Mastites —
NUPEMAS — FMVZ — UNESP, Botucatu, Sdo Paulo.

A MS foi considerada quando a CCS foi maior que 200 mil células/mL de leite. Os
seguintes indices epidemiologicos foram calculados com base em testes de CCS
consecutivos: 1) casos novos: vacas que apresentassem um teste anterior menor que 200
mil células/mL de leite e o consecutivo maior; 2) casos cronicos: considerados quando
houvesse dois testes consecutivos maiores que 200 mil células/mL de leite; 3) vacas
curadas: quando um teste anterior com mais de 200 mil células/mL e o consecutivo
menor e 4) vacas sadias: quando dois testes consecutivos apresentassem menos que 200
mil células/mL de leite. Esses indices foram mensurados mensalmente.

As perdas econOmicas referentes a ocorréncia de mastite subclinica foram
calculadas de acordo com Shook (1982). Mensalmente os dados foram tabulados em
planilhas, a fim de elaborar um documento que contemplasse todo o historico da vaca,

para acesso destes dados na rotina didria da fazenda.

4.5.2 Monitoramento da mastite clinica — registro de mastite clinica

Paralelamente foi instituido um registro de casos de MC. Protocolo de avaliagao de

cada caso clinico diagnosticado era anotado em planilha especifica disposta na fazenda,
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preenchidas logo que a mastite era diagnosticada contendo os seguintes itens: vaca, teto,
inicio do caso clinico, severidade da mastite (severidade 1: quando alteracdes no leite;
severidade 2: quando alteragdes visiveis no leite e no ubere; severidade 3: quando
alteragdes visiveis no leite, no ubere e a vaca apresentou-se apatica) , medicamento
utilizado, via de aplicacdo do medicamento, total de dias de descarte do leite, término
do tratamento, total de dias que o leite demorou em retornar ao normal e se houve perda
do teto. Paralelamente no momento do diagnostico uma amostra de leite do quarto foi
coletada, antes do tratamento, ¢ congelada para cultivo microbiano. Vinte e um dias
apos o tratamento da MC, uma segunda amostra do mesmo caso clinico foi coletada e
congelada para cultivo microbiano. Foram considerados como caso novo de mastite
clinica, aqueles ocorridos apds 14 dias ao caso anterior, € quando o micro-organismo
fosse diferente na segunda amostra de leite (RUEGG, 2003; PIZON & RUEGG, 201 1).
Foram calculadas as taxas de cura com o tratamento da mastite clinica, consisténcia

do protocolo e custo com o tratamento.

4.5.3 Cultivo microbiano

O cultivo microbiano foi realizado de acordo com os procedimentos do National
Mastitis Council (NMC, 1999). Inicialmente foram cultivados 10 microlitros de cada
amostra, em meios de agar sangue ovino a 8% e agar MacConkey incubando-se a 37° C
aerobicamente, com observacdo do desenvolvimento microbiano a cada 24 horas,
durante 3 dias. A morfologia das colonias era avaliada, com relacdo ao tamanho, forma,
odor, pigmento e hemolise. As colonias isoladas em ambos os meios de cultivos foram
repicadas em caldo cérebro-coragdo (BHI), estudadas quanto as -caracteristicas
fenotipicas e morfoldgicas pela coloragdo de Gram e classificadas bioquimicamente, de
acordo com Hirsh e Zee (2003).

Foram consideradas como amostras positivas as que revelaram o isolamento de trés
ou mais colonias de um mesmo micro-organismo, exceto para Staphylococcus aureus
que foi considerado a partir do isolamento de uma coldnia. No caso de isolamento de

trés ou mais micro-organismos a amostra foi considerada como contaminada.
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4.5.4 Identificacdo de Staphylococcus aureus

De acordo com as caracteristicas fenotipicas das colonias, como tamanho, producao
de pigmento e hemolise, ¢ morfologia como cocos Gram positivos agrupados na
bacterioscopia, foi realizada a prova de catalase para confirmagao do género,
diferenciando-se de Streptococcus spp. Sendo a prova positiva, a cepa foi submetida a
prova de coagulase. Uma vez positivo a prova de coagulase em tubo, foram
classificadas como Staphylococcus aureus as cepas que fermentaram a maltose, o
manitol e trealose; produziram acetoina e apresentaram resisténcia a polimixina-B

(KONEMAN et al., 1997).

4.5.5 Identificacdo de Streptococcus spp.

Os estreptococos isolados nas amostras de leite foram diferenciados por meio de
quatro testes:
1) Crescimento em meio de Edwards modificado; 2) Camp Test; 3) Hidrolise da

esculina; e 4) Teste de tolerancia a de bile-esculina (HIRSH E ZEE, 2003).

1) Crescimento em meio de Edwards modificado: usado para isolamento seletivo
de Streptococcus spp. e Enterococcus faecalis. Os espécimes que cresceram neste meio
em até¢ 24 horas foram selecionados para os testes a seguir tendo como prerrogativa
estarem no grupo dos cocos Gram positivos catalase negativo.

2) Camp test: O fator CAMP (Catherine, Atkins, Muench e Petersen) produzido
pelo micro-organismo atua de forma sinérgica com a beta-homolisina produzida por S.
aureus ¢ para tanto utilizou-se a cepa ATCC 25923. Foi semeada uma estria central
desta e estrias perpendiculares de colonias de estreptococos confirmadas pelo teste
anterior a uma distancia de 0,5 cm. A placa foi incubada a 37°C por 24 horas. O
resultado foi considerado como positivo quando apresentaram formacao de uma seta ou
meia-lua na intersec¢do do crescimento das duas bactérias. O resultado foi negativo

quando nao houve a formacao deste sinergismo (QUIN et al., 1994).
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3) Hidrolise da esculina: micro-organismos do grupo dos cocos catalase negativo,
em especial os Streptococcus uberis e o Enterococcus faecalis toleram a bile a 40% e
hidrolisam a esculina. Bactérias possuindo um sistema enzimatico capaz de hidrolisar
provocam a formagao de esculetina, que ao reagir com ions ferro, d4 origem a um
complexo de cor escura, causando enegrecimento do meio, correspondente a reagdo

positiva. A reacdo negativa ¢ observada quando a superficie do meio ndo altera a

coloragao (HIRSH E ZEE, 2003).

4) Tolerancia a bile-esculina: a capacidade de hidrolisar a esculina em presenga de
bile ¢ uma caracteristica de todos os estreptococos do grupo D de Lancefield e do
género Enterococcus. Cepas suspeitas, que cresceram em Edwards modificado foram
inoculadas no meio denominado Bile-Esculina, e foram consideradas como positivas
aquelas que cresceram e apresentaram uma colorac¢ao escura do meio em placa de Petri,
e negativas quando ndo apresentaram crescimento.

Foram considerados como Streptococcus agalactiae aqueles que cresceram no
Edwards modificado, Camp test positivo, esculina e bile-esculina negativos;
Streptococcus dysgalactiae foram considerados quando cresceram no meio de Edwards
modificado, Camp Test negativo, esculina e bile-esculina negativos; foram considerados
como Streptococcus uberis quando cresceram no meio de Edwards modificado, Camp
Test negativo, esculina positivo e bile-esculina negativo; micro-organismos que
cresceram no meio de Edwards modificado, Camp Test negativo, esculina e bile-
esculina positivos foram diferenciados quanto a prova de tolerancia ao NaCl 6,5%
realizado em caldo BHI acrescido de NaCl e glicose, onde a turbidez indicou tolerancia
e estes foram classificados no género Enterococcus diferenciando-os dos Streptococcus

do grupo D de Lancefield (QUIN et al., 1994).

4.5.6 Identificacdo de enterobactérias

O leite semeado em placa de Petri contendo dgar MacConkey foi incubado a 37°C
por 24 a 48 horas (NMC, 1999). Evidenciando-se o crescimento foram anotadas as
caracteristicas morfologicas quanto a producao de muco ou nao, bem como se foram ou
ndo fermentadoras da lactose. Foram submetidas & coloragdo de Gram e prova de
citocromo oxidase e repicadas em BHI para posterior caracterizagdo bioquimica

utilizando os testes da Escola Paulista de Medicina (EPM), MILi (motilidade, indol,



25

lisina) e o citrato de Simmons. Os resultados foram analisados com base na tabela de

classificagdo de enterobactérias (KONEMAN et al., 1997).

4.5.7 Identificacdao de Corynebacterium spp.

Em casos suspeitos de Corynebacterium spp. pelas caracteristicas fenotipicas
das coldnias, tempo de crescimento e morfologia pelo Gram, foram repicadas de duas a
trés colonias em caldo BHI adicionado de 1% de tween-80, incubando-se por 24 horas.
Os micro-organismos suspeitos foram congelados em solucdo de glicerol a 20% para

posterior identificacao.

4.5.8 Outros patogenos isolados

Micro-organismos  eventualmente isolados foram identificados seguindo

recomendacdes no National Mastitis Council (1999).

4.6 Diagnostico e processamento das informacoes

Os dados foram tabulados em planilha de Excel e processados com as seguintes
caracteristicas de cada animal mensalmente, que foram cedidas pela fazenda: raca,
idade, nimero de lactagdes, dias em lactacdo, nimero de lactacdes, status reprodutivo,
producao diaria, histérico de doengas anteriores e producao mensal. Ao final do quinto
meés, um relatério dos fatores de risco foi efetuado, aliado com as avaliagdes de CMT,
CCS, cultivo microbiano, monitoramento da mastite subclinica e clinica. Foi efetuado
um diagndstico e posterior instituicdo de um plano de acdo contra os principais

problemas observados, discutido entre todos os participantes do projeto.

4.7 Elaboracio do programa de controle da qualidade do leite: intervencao

Durante os cinco primeiros meses, foi realizado um diagnostico, um estudo
observacional do rebanho, sem quaisquer intervencdes. Munidos destas informacdes, os
dados foram avaliados estatisticamente e elaborado um plano de a¢do contendo

primeiramente os principais pontos a serem atingidos para melhoria da qualidade de
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produgdo. O diagnostico dos primeiros cinco meses resultou em uma lista de problemas
ou fatores de risco que tiveram sua avaliagdo continua, levando-se em consideracdo o
custo-beneficio das possiveis intervencoes indicadas para a melhoria.

Foi elaborado um plano de a¢des que durou 15 meses, contemplando uma lista de
acdes focando-se nas intervencdes que t€ém maiores impactos no problema de qualidade
do leite. Esta lista gerada com os dados dos cinco primeiros meses tiveram intervengdes
de comum acordo, com informagdes claras e diretas no que tange a eliminacdo dos
problemas. Novas agdes foram instituidas assim que os fatores de risco foram sendo

elucidados.

4.8 Acoes indicadas na fase de intervencio

Durante os primeiros cincos meses, considerado como fase de diagndstico,
usava-se no pré-dipping uma composi¢do a base de acido latico (Biofoan® Delaval)
uma solucdo espumante, formulada com ingredientes naturais com a¢do respeitando um
tempo de 30 segundos. No pds-dipping usava-se o composto SalvoDip B (GEA Farm
Technologies®) que continha glicerina, alantoina, lanolina, polipropileno glicol, aloe
vera e PVP (polivinilpirrolidona), basicamente acido latico.

J& na fase de intervencao foi indicado o Theraflex um composto a base de iodo,
porém usado no pré-dipping na concentracdo de 0,5% e indicou-se no pds-dipping o

mesmo composto, porém na concentragdo de 1%.

4.8.1 Tratamento de mastite clinica

Padronizou-se de acordo com a severidade sendo que para severidade grau um,
seria realizado trés dias de tratamento e severidade graus dois e trés indicou-se seis dias
de tratamento. Neste ponto, em dezembro de 2012 (cinco meses decorrido da fase de
interven¢ao) foi abolido este tipo de pratica e foi indicado para todos os casos de mastite
clinica, cinco dias de tratamento, independente da severidade do caso. O tratamento
deveria ser discutido com os responsaveis pela fazenda baseando-se na historia da vaca,

disponibilizado em um planilha de resultados mensais.

4.8.2 Tratamento de mastite subclinica
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As vacas com isolamento de Streptococcus agalactiae, tdo logo fossem
identificadas passaram por blitzterapia, que consistiu no tratamento da glandula afetada
com penicilina.

Vacas de alta producdo e de importancia genética, mesmo com isolamento
cronico de Staphylococcus aureus nao foram encaminhadas para descarte, porém
indicou-se a secagem for¢ada e definitiva da glandula afetada com 10 mL de
iodopovidona a 10% apods a ordenha total. Aquelas com isolamento deste patdgeno,
porém em dois ou mais quartos, foi indicado o descarte ao final da lactagdo, sendo

entretanto, remanejadas para o ultimo lote, para ordenha final.

4.8.3 Descarte de animais

Na fase de intervencao foi elaborada uma lista de descarte mensal, basecada na
planilha de resultados e respeitando-se alguns critérios: vacas com isolamento de
Staphyloccocus aureus e de Streptococcus agalactiae que nao curassem apos a
blitzterapia; repetidoras de MC; vacas cronicamente infectadas de forma subclinica por
Pasteurella spp.; vacas com CCS cronica com idade avangada, baixa fertilidade e baixa

producdo de leite.

4.8.4 Pré e pos-dipping

No pré-dipping foi usado iodo a 0,5% até dezembro de 2012 e a partir deste meés
iniciou-se com o cloro a 0,5%. No pos-dipping indicou-se a mudan¢a do acido latico

para o iodo a 1%.

4.8.5 Linha de ordenha

Readequacdo e formagdo de linha de ordenha que até a fase de diagnoéstico era
feita de forma inadequada, onde as vacas recém paridas permaneciam no mesmo
ambiente que o lote cinco, ou seja, lote de vacas problema. Foi indicada a mudanga de
stall e entrada destes animais no primeiro lote, antes de todos os outros. O segundo lote
foi formado por vacas de primeira lactagdo sem historico de mastite clinica e subclinica,
o terceiro lote era formado por vacas de segunda lactacdo ou mais, de alta producdo, o

quarto lote era formado por vacas que se recuperavam de episodios de mastite e o
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quinto lote foi designado como lote problema, onde as vacas deveriam ser tratadas e

terem o leite descartado.

4.8.6 Acompanhamento do plano de controle da qualidade do leite

Ao passo que acdes indicadas pelo diagnostico foram implementadas, estas
também foram monitoradas e revisadas mensalmente. A eficiéncia do programa de
controle foi mensurada realizando coletas mensais e os registros de MC e MS do
mesmo modo que foram realizadas nos primeiros cinco meses. Relatdrios mensais,
acompanhamento e revisoes das agdes instituidas para a melhoria na qualidade do leite,

foram realizadas mensalmente.

4.9 Analise estatistica

Estatisticas descritivas foram produzidas para caracterizar a populacdo e estimar
indices produtivos e epidemioldgicos de importancia de acordo com Dohoo (2010).

Analise univariada foi realizada para identificar possiveis fatores de risco para a
ocorréncia de mastite no rebanho. Testes de Qui-quadrado e Fisher (PROC FREQ, SAS
Institute, 2009) foram usados para testar a associac¢do entre a presenca de mastite clinica
ou subclinica e varios fatores de manejo, ambientais e de producao (DOHOO, 2010).

Modelos de regressao logistica (PROC GLIMMIXQ, SAS Institute, 2009) foram
usados para identificar fatores de risco para mastite em analise multivariada. A razdo
das chances (odds ratio) foi a medida de associa¢ao de escolha (DOHOO, 2010).

Para avaliar a eficacia do programa, modelos lineares mistos e regressao logistica
foram usados para comparar os indices epidemiologicos e produtivos entre as fases de
diagnostico e intervengao, corrigindo para fatores de confusao como estacdo do ano. O
nivel se significancia estatistica foi definido em 0.05 (DOHOO, 2010).

Para avaliacdo do tamanho do efeito tanto para mastite subclinica quanto para
mastite clinica foi usado o modelo linear generalizado misto para variavel bindria a ser
analisada com fungao de ligagao logito (FIELD, 2009).

Neste modelo entraram como preditoras para mastite subclinica e mastite clinica as
seguintes classes: nimero de lactacdo (1 = uma lactagdo, 2 = duas lactagdes e 3 = trés
ou mais lactagdes); dias em lactacdo (1 =1—-90,2 =91 —-180,3 =181 —-270 e 4 =>

270 dias em lactagcdo); més (foi usado apenas o efeito linear para esta classe); producdo
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diaria média e o estado subclinico da vaca um més (prevl), dois (prev2) e trés meses

(prev3) antes de cada analise. O efeito de vaca foi considerado aleatorio (FIELD, 2009).

MS ou MC(t) = (Namero de lactacbes + DIM + Producio diaria de leite

+ prevl + prev2 + prev3) + erro (t).

Para avaliagdo do sucesso do tratamento da mastite clinica foi utilizado o Teste de
Qui-quadrado e Fischer quando necessario para testar a associagdo entre o insucesso do
tratamento com as variaveis mensuradas. Para tanto foram testadas as associagdes entre
0 insucesso na terapia de casos de mastite clinica com a ordem do caso; se primeiro,
segundo, terceiro ou quarto caso na mesma glandula; a varidvel més; a severidade do
caso, se grau 1, 2 ou 3; duracdo do tratamento; dias em lactacdo (1 =1 —90,2 =91 —
180,3 =181 -270 e 4 => 270 dias em lactacdao); nimero de lactacdo 1 = uma lactagao,
2 = duas lactagdes e 3 = trés ou mais lactagdes); tipo de tratamento, se topico ou
associado; principio ativo do antimicrobiano e micro-organismo isolado do caso clinico.

A classe de micro-organismos foi subdividida em 6: classe 1 compreendeu:
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae; classe 2 compreendeu:
Staphylococcus coagulante-negativa, Staphylococcus coagulase-positiva,
Corynebacterium spp., Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus
spp. do grupo D, Pasteurella spp., Prototeca spp., Trueperella pyogens., bacilos gram
positivos irregulares e o grupo dos outros actinomicetales; a classe 3 compreendeu:
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterococcus faecalis,
Enterobacter spp., Pseudomonas sp., Providencia rettgeri, Enterobacter aerogenes,
Morganella morganii, Proteus vulgaris, Citrobacter freundii, Salmonella spp., Shigella
sp., Edwardisiella tarda, Serratia marcescens e Hafnia alvei; a classe 4 compreendeu:
Geothricum candidum, Candida sp. e outros fungos; a classe 5 compreendeu culturas
microbioldgicas contaminadas e classe 6 compreendeu as amostras com cultura
microbiologica negativa.

Durante todo o estudo o tratamento de MC nao sofreu controle, ou seja, ndo foi
indicado a propriedade o uso de qualquer antimicrobiano sendo este critério adotado
estritamente pelos funciondrios e gerentes. Foram usados ao longo do estudo 20

formulacdes diferentes de antimicrobiano, porém aquelas com amostragem
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estatisticamente significativas para entrarem no modelo estatistico foram sete. A classe
1 compreendeu o cloridrato de ceftiofur na concentragdo de 125 mg/dose; a classe 2
compreendeu o sulfato de cefquinoma na concentragdo de 88 mg/dose; a classe 3
compreendeu a ciprofloxacina na concentragdao de 100 mg/dose; a classe 4 compreendeu
o cefoperazone sodico na concentracdo de 250 mg/dose; a classe 5 compreendeu a
formulagdo a base de tetraciclina na concentragdo de 200 mg/dose, neomicina na
concentracdo de 250 mg/dose, bacitracina na concentragcdo de 28 mg/dose e
prednisolona na concentragdo de 10 mg/dose; a classe 6 compreendeu a formulagdo a
base de tilosina na concentragao 20 mg/dose e propilenoglicol (a concentracdo ndo foi
possivel precisar); a classe 7 que compreendeu a formulagdo a base de cefalexina na
concentragcdo de 100 mg/dose, neomicina na concentracdo de 100 mg/dose, miconazol
na concentragdo de 200 mg/dose e prednisolona na concentragdo de 10 mg/dose; e por

fim, a classe 8 que compreendeu casos de MC sem tratamento.

4.10 Modelagem matematica para a infeccio subclinica causada por
Corynebacterium spp.

Para analisar a dindmica da infec¢do subclinica causada pelo Corynebacterium
spp. foi utilizado um modelo adaptado proposto por Kermack e Mckendrick (1927).
Este modelo estuda a dinamica de uma doenca, principalmente causada por micro-
organismos contagiosos ¢ ¢ denominado de modelo SIR (S = susceptiveis, I =

infectados e R = recuperados).

No presente estudo o modelo foi adaptado utilizando-se S, I, C e R que sdo
quartos mamarios sadios, infectados, cronicos e recuperados, configurando-se o

seguinte fluxograma para elucidar a transmissao da doenga entre os individuos:
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Figura 2. Diagrama mostrando os diferentes tipos de compartimentos considerados no
modelo matematico para a infec¢do subclinica causada por Corynebacterium spp. em

vacas Holandesas e o fluxo de individuos. Botucatu, Sao Paulo, 2015.

Conbhecidos, S(0) = Sy, I (0) = 1), C(0) = Cye R(0) = Ry, os tamanhos de cada
populagdo de individuo no instante de tempo inicial, t = 0, tem-se que a evolucao
temporal de cada populagdo, ou seja, S = S(2), I = I(t), C = C(t) e R = R(t) ¢ dada pelas

seguintes equagdes:

ds _ - .

E =@ — /\1.5 — [y +eR,

dl .

E =¢s+ MR+ MS—(n+0+ ,UQ)I.

i L A
fdf :(.‘J3+91T—(p"3 +"\2)C‘ (l}
% — 0;1 + ",\"1[ + ’}-QC-r — ;\ER = (;1.4 o t)R

sendo

=5 (TI ; 0) A= fs (TI;: C) .

0<7<1, B>2pf, 2=y, ¢a3=0 ¢i1=1-p)V, d1=p¥ com N =5+I+C+R.
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Tabela 1. Descricdo dos pardmetros do modelo matemético para infeccdo de mastite

subclinica por Corynebacterium spp. em vacas Holandesas.

parametros

51 (unidade [mes—'])taxa de transmissio por individuo I ou C para S
3s taxa de transmissao por individuo [ on C' para R

f taxa de cronicidade por individuo

+ taxa de recuperacao por individuo -7

~2 taxa de recuperacio por individuo -C

jt; descarte por individuo - S

pz descarte por individuo - [

jtz descarte por individuo - C

pq descarte por individuo - R

p (sem unidade) proporcio de individuos novos R

7 (sem unidade) diferenca de transmissividade dos C' e [

A partir dos dados obtidos (Tabela 2) foram estimados os seguintes parametros
(Tabela 3):

llr! @2’:{15 725 9: Fos 2, [3 and Ha-



33

Tabela 2. Tempo (més), o total do nimero de quartos mamarios (N), o nimero de
quartos mamadrios em cada compartimento (infectado, cronicamente infectado,
recuperados, susceptiveis) e o numero de chegada de individuos em cada um destes

compartimentos (¢ 1+ ¢ 4, ¢ »+ ¢ 3). Botucatu, Sdo Paulo, 2015.

Més N  Infectada Cronicamente Recuperados Susceptiveis W* — @,**
infectada
1 956 - - - - 889 67
2 1216 48 9 39 702 396 24
3 1180 46 15 39 894 182 2
4 1272 33 17 36 954 225 7
5 1288 49 14 30 1051 141 3
6 1280 49 20 35 1056 119 1
7 1240 28 18 39 1015 137 3
8 1272 42 11 25 1066 127 1
9 1244 37 13 26 1064 102 2
10 1236 31 10 29 1030 136 0
11 1316 48 16 24 1108 120 0
12 1348 16 10 26 1020 273 3
13 1404 42 6 18 1114 223 1
14 1440 26 10 15 1177 212 0
15 1548 20 8 23 1249 246 2
16 1508 20 5 15 1356 112 0
17 1496 15 5 6 1326 142 2
18 1496 13 4 10 1345 124 0
19 1504 8 1 9 1326 160 0

*Quartos mamarios negativos. **Quartos mamarios que ja chegaram infectados
com Corynebacterium spp.
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Tabela 3. Tempo (més) e pardmetros (%) estimados dos dados obtidos no presente

estudo. Botucatu, 2015.

Més I3 s 1% W4 Y1 Y2 0
1 - - - - - - -
2 16.24 22.22 28.26 5.13 75.76 54.14 24.24
3 12.30 20.00 16.67 20.51 70.00 61.54 30.00
4 11.11 23.53 27.27 16.67 70.83 53.85 29.17
5 10.18 21.43 16.33 23.33 65.86 54.55 34.15
6 14.11 30.00 16.33 20.00 73.17 53.33 26.83
7 6.80 33.33 21.43 25.64 80.95 41.67 19.05
8 9.66 36.36 23.81 28.00 75.00 25.00 25.00
9 11.47 30.77 24.32 23.08 82.14 50.00 17.86
10 3.79 0.00 3.23 0.00 56.67 80.00 43.33
11 17.78 56.25 30.58 29.17 79.31 42.86 20.69
12 12.75 10.00 25.00 34.62 76.92 77.78 23.08
13 12.48 66.67 47.62 27.78 63.64 50.00 36.36
14 8.92 10.00 15.38 13.33 86.36 50.00 13.64
15 9.05 37.50 25.00 30.43 93.33 25.00 6.67
16 10.03 40.00 60.00 13.33 50.00 66.67 50.00
17 8.37 20.00 46.67 16.67 62.50 75.00 37.50
18 9.44 25.00 46.15 20.00 100.00 66.67 0.00

4.10.1 Andalise de estabilidade da solugdo livre da dindmica da infec¢do por

Corynebacterium spp.

O parametro Ry, razdo de reprodutibilidade basal, foi obtido através da andlise

do sistema de equagdes quanto a existéncia e estabilidade das solugdes. Este ¢ um

parametro que depende do modelo e s6 pode ser obtido em regime de equilibrio

estacionario. Ele foi obtido utilizando a abordagem descrita por Driessche e Watmough

(2002), a qual utiliza o operados de proxima geragdo. Neste caso, foi sugerido que ¢, =

0. Assim, a partir de:



8 (TI+C') (N—S—I—-C)+5 (T‘r*_c) S— (71460 + ),

E i N N

dC

— =01 - v )C,

7 (3 +72)

ds I+ C .

—=(1- — | S — S N-§5§-1-C
= (1—p)¥ — 5 ( N ) 1S + e( N I-0C)

caleula-se e P
Ba2(rI+C) ( ar \ o BI40) o
(N -8 —1-0)+ 278
F = 0

0

(m+0+ p)I
y=| —bl+@m+mc |
=t

i _p}@ 4 .'ili_T:i;-i—C:I 4= }.LI\SI

Para (/*, C* S*)=(0,0,N) obtem-se:

aF  OF ) .
p_ [ @ _ (BT B
T\ aF: 8% — 0 0/
81 ac / o
8% an
v= |9 o  fut o+ 0
a¥, 8% = ps+72)

a1 8c /s 1(0,0,N)
sendo Ry o raio espectral (maior autovalor) da matriz FV '

Bi7(ps + y2) + 516

Ry = .
’ (g +v2) (11 + 60 + p2)
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Se Ry > 1 a doenga consegue invadir e se estabelecer na populagdo, caso

contrario, nao. Uma maneira mais intuitiva de se obter R, ¢ lembrando da defini¢do, ou

seja, Ry representa (mensura) o numero médio de infecgdes secundarias (novos casos de

infeccdo ou incidéncia) causadas pela chegada de um individuo infectado numa

populacdo de susceptiveis ao longo do seu periodo infeccioso, logo, pode ser calculado

o0 inicio do processo. A partir da Figura 2 tem-se que:

1. Entrano compartimento / : E1 = ¢, + 1;8* + 1,R*,

2. Sai do compartimento / : E2 = (0 + u, + y))I*.
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Dado que C* = I, temos:
u3+y2
. B f ‘ 3 f
El= o+ 2(r]"+ ——I")S" + Z2(s]"+ ——I")R".
N H3 + Y2 N M3 + 72

No equilibrio livre da doenga devemos ¢, - 0, R* = 0 e S* = N, portanto:

E1 B,

f
H — — - T 1T — :
0 E?2 (E’ + o + 1) ( Ha T+ "‘.fz)

Sensibilidade Ry aos parametros (OLI et al., 2006):

! f
L ——— (’r + —) APy
O+ pa+m Ha + 72
_ o
ARy = ———Ar7
0+ po+m
B 0
) 0+ p2+m) (pat+ 722 ?
51 0
Sl + ———] Ay ou Ay
A (6 + p2 +m)? (T p3 + ’;r'2> - Ha)

—B4 ( 7] ) i 1 )
Al = 7 B4 I 4 A8
= ( (6 +p+7)? ’ 13 + 72 0+ p2+7p3+7

Incrementos (ou decrementos) em f; ou T aumentam (ou diminuem Rj), sendo

neste caso diretamente proporcional. Por outro lado, incrementos (ou decrementos) em

Y1, Y2, M2 ou p3 diminuem (ou aumentam) Ry, demonstrando um carater inversamente

proporcional para estes parametros,

Por outro lado, o niimero reprodutivo efetivo, Ry (¢), mede o nimero médio de

infecgdes secunddrias, incidéncia, produzidas por um individuo infectado durante o seu

periodo infeccioso, neste caso, a fracdo de individuos susceptiveis na populacdo ¢é

menor que um, de maneira que nem todos os contatos resultam em um novo caso

(BARLOW et

Rt
(1) 0+ po + 7

_ BiS(t) + BaR(t) (T

al., 2009):

=)
+—.
fta + 2



5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas do rebanho

Foram avaliadas todas as vacas ordenhadas ao longo dos 19 meses de estudo,

totalizando 699 (338435), que de forma pareada estavam divididas conforme a Figura 3.

450 1 389 389

348 356 366 374 374 376

400 - 9 339

32
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abr mai jun
Figura 3. Distribuicdo de frequéncia de vacas analisadas por més no presente estudo.

Botucatu, Sao Paulo, 2015.

A média de numero de lactagdes foi de 2,20 (0,11) lactacdes por vaca, portanto,

o rebanho era composto por vacas jovens (Figura 4).

%

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

——>)

abr mai jun jul ago set out nov dez jan fev mar abr mai jun jul ago set out

Més

Figura 4. Conformacdo do rebanho em relacdo ao numero de lactagdes de vacas

Holandesas. Botucatu, Sdo Paulo, 2015.
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média de dias em lacta¢do das vacas por més foi de 175 (10,1), demonstrando

que a reposi¢do de animais era adequada, além de eficiéncia reprodutiva (Figura 5).
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Figura 5.
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Conformacdo do rebanho em relagdo a média de dias em lacta¢do de vacas

Holandesas. Botucatu, Sdo Paulo, 2015.

A

producdo média individual de leite do rebanho foi de 32,65 (1,70) litros por

dia (Figura 6) e a média de produgdo didria total foi de 13 256 (889) litros.
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Figura 6. Média de producdo individual de leite de vaca Holandesa. Botucatu, Sao

Paulo, 20

15.
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5.2 Mastite subclinica

5.2.1 Analise descritiva

A média de CCS do tanque foi de 316 047 (137,21) CCS/mL de leite. Ao longo
dos meses do estudo houve considerada redugdo, principalmente apds a adogdo das

medidas de controle (Figura 7).

1350 -
1200 -
1050 -
900 -
750 -
600 -
450 -
300 -+
150 -

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T !

abr mai jun jul ago set out nov dez jan fev mar abr mai jun jul ago set out
Més

444

CCS/mL (X 1000)

209 214
155 164 192 156 202

Figura 7. Contagem de células somaticas do tanque de expansdo de leite de vacas

Holandesas. Botucatu, Sao Paulo, 2015.

Os primeiros quatro meses, que correspondem a fase de diagnostico, pelo menos
metade das vacas estavam com mastite subclinica. A média de mastite subclinica em

todo o periodo do estudo foi de 39,33% (Figura 8).
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Figura 8. Prevaléncia de mastite subclinica no rebanho de vacas Holandesas

submetidas ao controle de mastite. Botucatu, Sao Paulo, 2015.

Na Figura 9 pode ser avaliado o status de mastite subclinica. Houve uma
importante redug¢do na taxa de vacas cronicas apos a implementagdo das medidas de
controle, principalmente pela identificagao individual e indicacao de descarte. A taxa de
novos casos se manteve constante, sempre ao redor ou acima dos 10%, considerada alta.
Conseguiu-se uma redugdo do tempo da doenga por algum fator, seja ele o descarte ou

até mesmo a cura espontanea.
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Figura 9. Status de infec¢do da mastite subclinica de vacas Holandesas submetidas ao

controle de mastite. Botucatu, Sao Paulo, 2015.

Para o célculo de incidéncia o grafico anterior tende a mascarar o valor real,
visto que considera o nimero total de vacas no denominador, portanto ¢ uma incidéncia
“aparente”. O calculo da incidéncia deve ser feito levando-se em consideracdo que o
denominador ¢ um niimero de vacas em risco, ou seja, que ndo apresentavam a doenga
no més anterior (CCS/mL < 200 mil), mas que apresentaram mastite subclinica no meés
subsequente (CCS/mL > 200 mil), e neste caso foi denominado de incidéncia “real”

(Figura 10).
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Figura 10. Incidéncia real e aparente de mastite subclinica do rebanho de vacas

Holandesas submetidas controle de mastite. Botucatu, Sao Paulo, 2015.

O maior desafio de um programa de controle ¢ justamente impedir que novos

casos ocorram, porém em fazendas de leite ha inumeros fatores que influenciam para

que novos casos ocorram. Em fazendas de alta producdo a taxa aceitavel ¢ de 5 — 8%.

Fatores como numero de lactagdes (Figura 11) e estagio de lactacdo (Figura 12) podem

influenciar a ocorréncia de MS. Quanto mais tempo o animal permanece na ordenha,

maiores sdo as chances de adquirir a doencga, assim como para a niumero de lactagdes.
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Figura 11. Prevaléncia de mastite subclinica em relagdo ao ntimero de lactagdes de

vacas Holandesas submetidas ao controle de mastite Botucatu, Sao Paulo, 2015.
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Em relacdo ao nimero de lactagdes quando se analisa pontualmente més a més,

notou-se que ocorreram poucas mudangas nos padroes de MS, conforme Tabela 4.

Tabela 4. Coeficientes estimados para os parametros do modelo misto que foram
estatisticamente significativos para mastite subclinica em relacdo ao numero de

lactagoes de vacas Holandesas. Botucatu, Sao Paulo, 2015.

Més N. Estimativa EP** Valor p* OR** IC**
lactacio**
1 1 - 1,22 0,39 0,002 0,30 -2,01-(-0,47)
2 - 1,26 0,37 0,0006 0,28 -1,99—(-0,55)
2 1 - 1,34 0,33 <0,0001 0,26 -2,01-(-0,71)
3 1 - 1,33 0,33 <0,0001 0,26 -2,00-(-0,69)
4 1 - 1,57 0,33 <0.0001 021 -2,23-(-0,93)
5 1 - 1,55 0,32 <0.0001 0,21 -2,21-(-0,93)
2 - 0,98 0,31 0,0014 0,38 -1,60—(-0,40)
6 1 - 1,54 0,33 <0,0001 021 -2,20-(-0,91)
2 - 0,65 0,31 0,03 0,52 -1,26—(-0,05)
7 1 - 1,93 0,35 <0,0001 0.15 -2,64—(-1,25)
2 -0,75 0,32 0,02 0,47 -1,29-(-0,12)
8 1 - 0,88 0,30 0,003 0,41 -147-(-0,29)
9 1 - 1,07 0,29 0,0002 0,34 -1,65—(-0,51)
1 - 0,76 0,29 0,0085 0,47 -1,33—(-0,20)
11 1 - 1,69 0,31 <0,0001 0,18 -2,32—(-1,08)
2 - 0,81 0,34 0,01 0,44 -1,50—(-0,14)
12 1 - 1,49 0,31 <0,0001 0,23 -2,12—-(-0,90)
2 -1,43 0,37 0,0001 0,24 -2,18—(-0,71)
13 1 - 1,17 0,29 <0,0001 0,31 -1,76—(-0,60)
14 1 - 1,31 0,28 <0,0001 0,27 -1,87-(-0,77)
15 1 - 1,19 0,27 <0,0001 0,30 -1,74—-(-0,65)
2 - 0,69 0,32 0,03 0,50 -1,34—(-0,07)
16 1 - 1,14 0,28 <0,0001 032 -1,70-(-0,60)
17 1 - 1,28 0,30 <0,0001 0,28 -1,88—(-0,70)
18 1 - 1,13 0,30 0,0002 0,32 -1,74—(-0,54)

*Estatisticamente significativo, com 95% de confianga (p<0,05).
**RC = razdo das chances, IC = intervalo de confianga, N. lactagdo = numero de
lactag¢@o e EP = Erro padrao.

Vacas com trés lactagdes ou mais foram desde o comeco do estudo aquelas que
tiveram a maior chance de estar com MS, por isso o modelo fixou esta variavel. Notou-
se que em todos os meses as primiparas ndo sofreram tanta pressdo para desenvolver
MS, mesmo que a partir do 10° més a frequéncia tenha sido gradativamente maior
(Figura 10).

A frequéncia relativa de MS em vacas de primeira lactacdo foi maior que as

outras duas classes (vacas de 2* e acima de 2 lactacdes), conforme observado na Figura
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3. Isso refor¢a que a pressdao de infecgcdo estava igualmente distribuida entre as vacas,
porém dentro de cada classe as vacas acima de duas lactagdes tiveram probabilidade
maior de desenvolverem MS. Esse padrao de MS ¢ condizente com o perfil de infec¢ao

causada por patogenos contagiosos (RUEGG, 2012).
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Figura 12. Prevaléncia de mastite subclinica proporcional aos dias em lactagdo de vacas

Holandesas submetidas ao controle de mastite. Botucatu, Sdao Paulo, 2015.

Os parametros estimados de MS em relagdo aos dias em lactacdo (DIM) estao

apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Coeficientes estimados para os pardmetros do modelo misto que foram
estatisticamente significativos para mastite subclinica em relagdo aos dias em lactagdo

de vacas Holandesas. Botucatu, Sdao Paulo, 2015.

Més DIM** Estimativa EP** Valor p* OR** 1C**

1 - - - - - -

1-90 - 1,74 0,35 <0,0001 0,18 -2,46—(-1,08)

2 91-180 - 1,11 0,39 0,004 0,33  -1,90-(-0,35)

181 -270 -0,89 0,40 0,03 0,41  -1,68—(-0,10)
>270 - - - - -

1-90 - 1,56 0,36 <0,0001 0,21  -2,30-(-0,88)

3 91 -180 - 1,20 0,40 0,003 0,30  -2,00-(-0,42)

181 -270 -1,02 0,39 0,001 0,36  -1,81-(-0,26)
>270 - - - - -

1-90 - 1,51 0,36 <0,0001 0,22  -2,24—(-0,81)

4 91-180 -0,95 0,38 0,01 0,39 -1,71-(-0,21)

181 -270 -0,89 0,40 0,02 0,41 - 1,70 — (-0,11)
>270 - - - - -

1-90 -1,18 0,36 0,001 0,31  -1,90-(-0,47)

5 91 -180 - 1,04 0,37 0,005 035 -1,79-(-0,31)
>270 - - - - -

1-90 -1,05 0,37 0,004 0,35 -1,79-(-0,34)

6 91-180 -0,76 0,37 0,04 0,47  -1,50-(-0,03)
>270 - - - - -

7 1-90 - 1,07 0,42 0,01 0,34  -1,92-(-0,25)
>270 - - - - -

1-90 - 1,79 0,39 <0,0001 0,17  -2,59-(-1,03)

8 91-180 - 1,02 0,37 0,006 036 -1,77-(-0,29)
>270 - - - - -

9 91- 180 -0,80 0,38 0,03 045  -1,57-(-0,05)
>270 - - - - -
10 - - - - - -

1-90 -1,75 0,38 <0,0001 0,17  -2,53-(-1,01)

11 91 —-180 - 1,00 0,40 0,01 0,37  -1,80-(-0,23)
>270 - - - - -

1-90 - 1,04 0,36 0,003 0,35 -1,76-(-0,34)

12 91 -180 -0,77 0,39 0,04 0,46  -1,55-(-0,01)
>270 - - - - -

1-90 -2,11 0,34 < 0,0001 0,12  -2.81-(-1,44)

13 91-180 - 1,88 0,37 <0,0001 0,15 -2,64—(-1,16)

181 -270 - 1,29 0,36 0,0004 0,28 -2,02-(-0,59)
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Més DIM** Estimativa EP** Valor p* OR** IC**
>270 - - - - -
1-90 - 1,44 0,34 <0,0001 0,24 -2,13—-(-078)
14 91-180 -0,95 0,37 0,01 0,39 -1,17-(-0,22)
181 —-270 -0,76 0,37 0,04 0,47 -1,52-(-0,03)
>270 - - - - -
1-90 - 1,60 0,32 <0,0001 0,20 -2,25-(-0,97)
15 91-180 -1,23 0,34 0,0003 0,29 -1,92—-(-0,57)
>270 - - - - -
1-90 - 1,38 0,36 0,0002 0,25  -2,12—-(-0,67)
16 91-180 -0,99 0,34 0,005 0,37 -1,70-(-0,29)
181 -270 - 0,94 0,36 0,01 0,39 -1,67—(-0,22)
>270 - - - - -
1-90 - 1,51 0,39 0,0001 0,22 -2,31-(-0,74)
17 91 - 180 - 1,05 0,37 0,004 0,35 -1,79-(-0,33)
181 —-270 -0,99 0,38 0,01 0,37 -1,76 —(-0,23)
>270 - - - - -
1-90 -1,32 0,40 0,001 0,27  -2,14—(-0,54)
18 91-180 - 1,06 0,38 0,005 0,35 -1,82-(-0,32)
181 -270 -0,82 0,36 0,02 0,44 -1,55-(-0,10)
>270 - - - - -

*Estatisticamente significativo, com 95% de confianga (p<0,05).
**RC = razao das chances, IC = intervalo de confianca, DIM = Dias em lactacao ¢ EP
= Erro padrao.

Ao longo do estudo as vacas com mais de 270 dias em lactacdo tiveram maior
chance de apresentarem MS, principalmente devido ao fato de um maior tempo de
exposicao favorecer uma infeccao intramamaria. Foi observada uma mudanca de perfil
de MS a partir do 13° més de analise, onde a partir deste ponto, apenas vacas com 270
dias de lactacdo apresentaram as maiores chances de ocorréncia da mesma. Antes do 13°
més do estudo, ndo havia um padrao, pois foram notadas algumas diferengas no perfil
de MS. As vacas de até 90 dias em lactagdao tiveram menos chance de terem MS ao
longo de todo o estudo, enquanto vacas acima de 270 dias foram as que tiveram a maior
chance da doenca.

Em todo o estudo houve uma relacdo negativa entre a ocorréncia de MS em
vacas abaixo de 270 dias de lactagdo, onde em todas as classes a razao de chance foi de
pelo menos 0,5, ou seja, a chance de ocorréncia foi de pelo menos 50% menor em

relagdo as vacas com mais de 270 dias de lactacao.
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Estes dados demonstram que as vacas com nimero de lactagdes superior a duas
lactacdes e que estdo acima de 270 dias de lactagdo sofrem mais pressdo e
consequentemente apresentam as maiores prevaléncias indicando uma possivel mastite
subclinica por patogenos contagiosos. Como o0s patdgenos sao transmitidos vaca a vaca
durante a ordenha, quanto mais tempo permanecem em ordenha maior é o risco de
infec¢do, além do fato de os patdgenos contagiosos permanecerem adaptados a glandula
mamaria ndo causando um dano agudo (RUEGG, 2012).

O perfil de patdgenos isolados de mastite subclinica no rebanho estudado pode

ser observado na Figura 13.
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Figura 13. Perfil de patogenos isolados de mastite subclinica de vacas Holandesas
submetidas ao controle de mastite. Botucatu, Sao Paulo, 2015. Coryne =

Corynebacterium spp.; staph = Staphylococcus spp.; strep = Streptococcus spp.

O perfil de patogenos causadores de MS sofreu mudangas consideraveis ao
longo do estudo. Ao passo que as medidas de pré e pos-dipping, identificacdo de vacas
cronicamente infectadas, segregacdo de animais com patégenos contagiosos e descarte
de animais foram sendo aprimorados, em médio prazo notou-se que Corynebacterium
spp. foi declinando consideravelmente para seu menor indice no tltimo més do estudo.
Em contrapartida os Staphylococcus spp. e cultivos microbiolégicos com resultado

negativo aumentaram consideravelmente.
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5.2.2 Analise estatistica para mastite subclinica

Para analisar a intera¢do entre as variaveis mensuradas e a mastite subclinica, foi
usado o modelo linear generalizado misto com fungdo de ligagdo logito, conforme
observado na Tabela 6. Como os dados foram mensurados continuamente por 18 meses,
foi testada no modelo a interagdo do resultado pontual de MS com os meses anteriores,
porém convergindo apenas quando foram usados no modelo os resultados dos trés

meses anteriores.

Tabela 6. Coeficientes estimados para os pardmetros do modelo misto para mastite

subclinica em vacas Holandesas. Botucatu, Sao Paulo, 2015.

Parametro Estimativa  Erro padrao Valor p RC** IC**
Intercepto 0,69 0,20 0,007 - -
Més -0,35 0,09 <0,0001* 0,70 -0,59—(-0,84)
P. diaria** -0,04 0,005 <0,0001* 0,97 -0,95-(-0,97)
Historico de
MS**
1 més antes 1,40 0,01 <0,0001%* 4,06 3,36 — 4,91
2 meses 0,86 0,10 <0,0001* 2,36 1,93 — 2,88
antes
3 meses 0,46 0,10 <0,0001* 1,59 1,30-1,93
antes
N.
lactacao**
1 lactacao -1,03 0,11 <0,0001* 0,36 -0,28 — (- 0,45)
2 lactagoes -0,24 0,12 0,04%* 0,78 - 0,62 —(- 0,99)

>2 lactagdes - - - - -

DIM**
1-90 -2,30 0,67 0,0006* 0,10 -0,02 - (- 0,375)
91-180 -0,59 0,12 <0,0001* 0,55 -0,44 - (- 0,70)
181 -270 - 0,49 0,11 <0,0001* 0,61 -0,49 — (- 0,76)
>270 - - - - -

*Estatisticamente significativo, com 95% de confianca (p<0,05).

**RC = razao das chances, IC = intervalo de confianca, P. diaria = producao diaria de
leite, MS = mastite subclinica, N. lactagdo = numero de lactagdo e DIM = dias em
lactacao.
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No parametro, historico de mastite subclinica ¢ importante ressaltar que no
modelo linear utilizado, a andlise se baseia apenas no momento anteriormente
discriminado, ou seja, quando se assume trés meses antes significa dizer que leva
apenas em consideracdo o historico pontual no terceiro més anterior ao caso, ignorando
um més e dois meses antes. Se uma vaca apresentar mastite subclinica no més atual o
modelo prevé apenas se ha trés meses ela também estava com mastite subclinica e assim
sucessivamente. Outros modelos deverdo ser usados levando em consideragdo uma
matriz que contemple a situacdo consecutiva da mastite subclinica, podendo elucidar
melhor que este modelo.

Ao longo de 18 meses do estudo o més demonstrou uma relagcdo negativa para a
ocorréncia de MS (estimativa = - 0,32; p < 0,0001), ou seja, com o passar dos meses a
ocorréncia de MS foi diminuindo. Biologicamente a Figura 8 demonstrou que o
programa de controle foi eficiente em baixar a prevaléncia de MS, e em relagdo ao
ultimo més a prevaléncia foi de 23,3%, com uma chance de 0,7 vezes para a ocorréncia
da mesma.

A producdo didria de leite por vaca também apresentou uma relagdo negativa
com a ocorréncia de MS (estimativa = - 0,04; p < 0,0001), porém ao analisar este efeito
continuamente no modelo observou-se uma razdo de chances préxima a um o que
enfraquece tal achado. Intuitivamente este achado demonstra que uma vaca que possui
producdo didria maior que a média do estudo, que foi de 32,15 L, tem menos chance de
estar com MS.

A chance de uma vaca apresentar MS sendo que um més antes também estivesse
doente foram 4,06 (estimativa = 1,40; p <0,0001) vezes maior, 2,36 (estimativa = 0,86;
p <0,0001) maior se tivesse apresentado dois meses antes e de 1,59 (estimativa = 0,46; p

<0,0001) vez maior se este evento estivesse ocorrido ha trés meses.
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O numero de lactagdes apresentou efeito negativo para ocorréncia de MS em
vacas de primeira e segunda lactacdo, sendo que as primiparas apresentaram apenas
0,36 (estimativa = - 1,03; p <0,0001) de chance de ocorréncia e as vacas com duas
lactagdes tiveram chance de ocorréncia de 0,78 (estimativa = - 0,24; p = 0,04).

Os dias em lactagdo também apresentou efeito negativo para ocorréncia de MS.
Vacas com até 90 dias de lactagdo tinham apenas 0,1 (estimativa = - 2,30; p = 0,0006)
de chance, as que estiveram entre 91 — 180 dias de lactagdo apresentaram 0,55
(estimativa = - 0,59; p < 0,0001) e as que estiveram entre 181 — 270 dias apresentaram
0,61 (estimativa = - 0,49; p < 0,0001) em relagao aquelas com mais de 270 dias.

Em um rebanho, sabe-se que ha uma relacdo entre a mastite subclinica e a
mastite clinica, sendo assim usou-se também o modelo generalizado misto para prever
essa interacdo, calculando o efeito da mastite clinica sobre a mastite subclinica

conforme se pode observar na Tabela 7.
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Tabela 7. Coeficientes estimados para os parametros do modelo misto para a interagdo

entre mastite subclinica com base nos parametros de mastite clinica em vacas

Holandesas. Botucatu, Sao Paulo, 2015.

Parametro Estimativa  Erro padrao Valor p RC** IC**
Intercepto 2,71 0,24 <0,0001%* 0,73 2,23 -3,17
Més -0,32 0,08 <0,0001* 0,073 -0,47—-(-0,16)

N.
lactaciao**
1 lactagdo - 1,01 0,11 <0,0001* 0,40 - 1,21 - (- 0,80)
2 lactagoes -0,23 0,12 0,03 0,79 -0,44—(-0,10)
>2 lactagdes - - - - -
DIM**
1-90 - 1,08 0,16 <0,0001%* 0,34 - 1,39 - (- 0,76)
91-180 - 0,65 0,11 <0,0001%* 0,52 -0,87—(-0,43)
181 -270 -0,52 0,11 <0,0001* 0,59 -0,74 - (- 0,30)
>270 - - - - -
P. diaria -0,04 0,005 <0,0001* 0,96 - 0,05 —-(-0,03)
Historico de
MC**
Mesmo més - 1,90 0,16 <0,0001% 0,14 - 0,05 —-(-0,03)
1 més -0,45 0,20 0,02%* 0,64 -2,21—(-1,60)
2 meses -0,34 0,17 0,05 0,71 - 0,68 — 0,002
3 meses - - - - -
Historico de
MS**
1 més - - - - -
2 meses 0,83 0,12 <0,0001* 2,29 0,60 — 1,06

*Estatisticamente significativo, com 95% de confianca (p<0,05).
**RC = razao das chances, IC = intervalo de confiang¢a, P. didria = producdo didria de
leite, MS = mastite subclinica, N. lactacdo = nimero de lactacdo, DIM = dias em

lactacdo e Historico de MC = historico de mastite clinica.
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Neste contexto pode-se observar que a ocorréncia de MC até dois meses
anteriores aos casos de MS apresentou efeito negativo, mas se observar o historico de
MS dois meses antes a chance foi 2,20 (estimativa = 0,83; p < 0,0001) vezes maior.
Aparentemente isso remete ao fato de que os casos de MC recentes (dois meses
anteriores) nao tinham relagdo com a ocorréncia de MS.

Ao se observar o historico de MS dois meses antes a chance foi 2,20 (estimativa
=0,83; p <0,0001) vezes maior para ocorréncia de MS. Aparentemente isso remete ao
fato de que os casos de MC recentes (dois meses anteriores) nao tinham relagao com a
ocorréncia de MS. Estes achados reforcam que a ocorréncia de MC ndo estava

associada a ocorréncia de MS.

5.3 Mastite Clinica e tratamento antimicrobiano

5.3.1 Anadlise descritiva
Durante o estudo a prevaléncia e incidéncia de mastite clinica por animal se

mantiveram constantes, indicando o desafio para o controle (Figura 14). A prevaléncia
média de MC ao longo do estudo foi de 11,11% (2,7%) e a incidéncia média foi de
7,6% (2,8%).
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Figura 14. Incidéncia e prevaléncia de mastite clinica de vacas Holandesas submetidas

ao controle de mastite durante o periodo do estudo. Botucatu, Sao Paulo, 2015.

Do total de 704 casos de MC, 70,9% (499/704) foram primdrios (incidéncia),
20,5% (144/704) do segundo caso no mesmo teto na mesma lactagdo, 7,2% (51/704)
correspondente ao terceiro caso no mesmo teto na mesma lactagdo e 1,4% (10/704)

referente ao quarto caso do mesmo teto na mesma lactacao (Figura 15).
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Figura 15. Distribui¢do do total de 704 casos de mastite clinica de vacas Holandesas

submetidas ao controle de mastite. Botucatu, Sao Paulo, 2015.

Do total de 704 casos, 68,9% (485/704) puderam ser avaliados quanto a cura
bacteriologica, por ter sido coletada a segunda amostra, 51,3% (249/485) demonstraram
0 sucesso na terapia (curaram), 49,7% (236/485) demonstraram o insucesso na terapia

de MC e repetiram o mesmo patdgeno (Figura 16).
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Figura 16. Resultado do tratamento de mastite clinica de vacas Holandesas submetidas

ao controle de mastite ao longo do estudo. Botucatu, Sao Paulo, 2015.
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Do total de 485 casos avaliados, 71,9% (349/485), 19% (92/485), 7,4% (36/485)
e 1,6% (8/485) eram, respectivamente, referentes ao primeiro, segundo, terceiro e
quarto casos de mastite clinica no mesmo teto.

De acordo com a ordem de cada caso de mastite clinica as taxas de insucesso do
tratamento de MC foram de 44,1% (154/349), 55,4% (51/92), 69,5% (25/36) e 85,7%
(6/8), respectivamente para o primeiro, segundo, terceiro e quarto caso no mesmo teto e
na mesma lactacao (Figura 17).

Do total de 236 casos de insucesso ao tratamento antimicrobiano de mastite
clinica 65,25% (154/236) eram referentes ao primeiro caso, 21,61% (51/236) ao
segundo caso de mastite clinica, 10,6% (25/236) ao terceiro caso de mastite clinica e

2,6% (6/236) ao quarto caso de mastite clinica.
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Figura 17. Distribuicdo de casos de insucesso no tratamento da mastite clinica de
acordo com a ordem de ocorréncia dos casos de mastite clinica de vacas Holandesas

submetidas ao controle de mastite. Botucatu, Sao Paulo, 2015.

Do total de 485 casos 16,9% (82/485), 71,5% (347/485) ¢ 11,5% (56/485) eram
referentes aos graus de severidade um, dois e trés, respectivamente. Destes, ocorreram
insucesso ao tratamento antimicrobiano de MC em 53,65% (44/82), 47,5% (165/347) e

48,21% 27/56 ao grau de severidade um, dois e trés, respectivamente (Figura 18).
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Figura 18. Insucesso no tratamento de mastite clinica em relagdo ao grau severidade do
caso de mastite clinica de vacas Holandesas submetidas ao controle de mastite.

Botucatu, Sdo Paulo, 2015.

Do total de 485 casos de mastite clinica avaliados, partindo-se do patogeno
envolvido e avaliando o percentual de insucesso ao tratamento antimicrobiano, nota-se
uma alta taxa quando os patdgenos causadores eram os contagiosos Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae e pela Pasteurella spp. Entre os que obtiveram mais
sucesso de cura destacam-se as Enterobacteriacea e os estafilococos coagulase-negativa

(Figura 19).
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Figura 19. Insucesso do tratamento antimicrobiano de casos de mastite clinica em vacas
Holandesas em relacdo ao resultado do cultivo microbiologico. Botucatu, Sao Paulo,

2015.

Ao avaliar o perfil de distribuicdo do grau de severidade em relagdo ao patégeno
isolado, nota-se que o grau de severidade dois foi o mais frequente, porém ao analisar
quais patogenos foram implicados neste grau de severidade ndo houve um parametro
estatisticamente significativo (p > 0,05). Ja para o grau de severidade um, observou-se
mais isolamento dos contagiosos Staphylococcus aureus e Corynebacterium spp.,
porém também sem significancia estatistica (p > 0,05). No grau de severidade trés,
observou-se maior isolamento de enterobactérias, contudo sem significancia estatistica

(p > 0,05) (Figura 20).
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Figura 20. Relagdo entre a severidade de casos de mastite clinica em vacas Holandesas

e o resultado do cultivo microbioldgico. Botucatu, Sdo Paulo, 2015.

A Figura 21 ilustra quais antimicrobianos apresentaram a maior frequéncia de
insucesso ao tratamento antimicrobiano de casos de MC. Onde o 1 representa a tilosina
na concentracdo de 20 mg/dose; o 2 representa a formulacdo a base de tetraciclina na
concentracdo de 200 mg/dose, neomicina na concentracdo de 250 mg/dose, bacitracina
na concentragdo de 28 mg/dose e prednisolona na concentragdo de 10 mg/dose; o 3
representa a gentamicina na concentracdo de 250 mg/dose; o 4 representa o
cefaperazone sédico na concentracdo de 250 mg/dose; o 5 representa a formulacdo a
base de cefalexina na concentragdao de 100 mg/dose, neomicina na concentracdao de 100
mg/dose, miconazol na concentracdo de 200 mg/dose e prednisolona na concentragdo de
10 mg/dose; o 6 representa o cloridrato de ceftiofur na concentragdo de 125 mg/dose; e

o 7 representa o sulfato de cefquinoma na concentragao de 88 mg/dose.
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Figura 21. Insucesso do tratamento antimicrobiano de casos de mastite clinica de vacas

Holandesas em relacao ao medicamento utilizado. Botucatu, Sao Paulo, 2015.

Do total de 485 tratamentos de mastite clinica em 19,4% (94/485) correspondeu
ao tratamento com antimicrobiano intramamario e intravenoso ou intramuscular que foi
denominado de tratamento associado. Em 80,6% (391/485) dos casos foi usado apenas
0 antimicrobiano intramamario (toépico). O insucesso terapéutico de casos de MC
ocorreu 46,8% (44/94) e 49,1% (192/391), nos casos de tratamento associado e

intramamario (topico), respectivamente (Figura 22).
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Figura 22. Insucesso do tratamento antimicrobiano de casos de mastite clinica em

relacdo ao tipo de tratamento em vacas Holandesas. Botucatu, Sdo Paulo, 2015.
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Figura 23. Frequéncia do resultado do cultivo microbiologico de casos de mastite

clinica em vacas Holandesas submetidas ao controle de mastite. Botucatu, Sao Paulo,

2015.
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Em relagdo a epidemiologia da MC ao longo do estudo, nota-se que vacas entre
31-180 dias de lactagdo de primeira e terceira lactagdo apresentaram maiores taxas de

mastite clinica (Figura 24 e Figura 25, respectivamente).

50 -
45 - ==¢==0-30 dias 31-90 dias ==se==91-180 dias ===181-270 dias ==#=>270 dias
40 -
35 -
30 -
R 25 -
20 A
15 -

10 A

abr mai jun jul ago set out nov dez jan fev mar abr mai jun jul ago set out
Més

Figura 24. Relacdo entre os dias em lactacdo e a frequéncia de mastite clinica em vacas

Holandesas submetidas ao controle de mastite. Botucatu, Sao Paulo, 2015.
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Figura 25. Relacdao entre o nimero de lactagdes e a frequéncia de mastite clinica em

vacas Holandesas submetidas ao controle de mastite. Botucatu, Sao Paulo, 2015.
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5.3.2 Anadlise estatistica

Para medir a interacdo entre as varidveis mensuradas e a mastite clinica, foi
usado o modelo linear generalizado misto com funcdo de ligacdo logito, conforme
observado na Tabela 8. Como os dados foram mensurados continuamente por 18 meses,
foi testada no modelo a intera¢do do resultado pontual de mastite clinica com os meses
anteriores, porém convergindo apenas quando foram usados no modelo os resultados de
até trés meses anteriores, assim como ocorreu para a andlise de mastite subclinica. A
producao diaria por vaca foi suprimida por nao convergir no modelo, principalmente
porque vacas em tratamento de MC clinica nao tem o leite retirado para consumo, sendo

este descartado.

Tabela 8. Coeficientes estimados para os parametros do modelo misto para mastite

clinica em vacas Holandesas. Botucatu, Sdo Paulo, 2015.

Parametro Estimativa  Erro padrao Valor p RC** IC**
Intercepto -2,64 0,16 <0,0001* - -2,98 —(-2,31)
Més 0,16 0,12 0,18 1,18 -0,08 - 0,41

P. diaria** - - - - -

N.

lactacao**
1 lactagdo -0,57 0,16 0,0003* 0,56 -0,90 - (- 0,26)
2 lactacdes -0,10 0,16 0,54 0,91 -0,41-0,22

>2 lactagOes - - - - -

DIM**
1-90 -0,30 0,76 0,69 0,74 -1,80-1,20
91-180 0,34 0,16 0,03* 1,40 0,02 - 0,66
181 -270 0,22 0,17 0,19 1,24 -0,11-0,55
>270 - - - - -

Historico de
MC**
1 més antes 0,78 0,17 <0,0001* 2,18 0,44 -1,11
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Parametro Estimativa  Erro padrao Valor p RC#** IC**

2 meses 0,05 0,20 0,80 1,05 -0,34-0,44
antes

3 meses 0,64 0,17 0,0002* 1,88 0,30-0,97
antes

*Estatisticamente significativo, com 95% de confianga (p<0,05).

**RC = razao das chances, IC = intervalo de confianga, P. diaria = producao didria de
leite, MC = mastite Clinica, N. lactagdo = ntiimero de lactagdo e DIM = dias em
lactagao.

O fator més, diferentemente do que ocorreu com a MS, demonstrou uma relacao
positiva com a ocorréncia de MC, mas sem significancia estatistica (estimativa = 0,16; p

=0,18). A chance das vacas desenvolverem MC ao longo dos meses foi de 1,18.

O ntimero de lactagdes apresentou uma relacdo negativa com a ocorréncia de
MC, sendo nas vacas de primeira lactagdo estatisticamente significativo em relacdo as
vacas de segunda ou mais lactagdes (estimativa = - 0,57; p = 0,0003). As vacas de
segunda lactagdo também demonstraram efeito negativo para ocorréncia de MC, porém
ndo tendo significancia estatistica (estimativa = - 0,10; p = 0,54) e tendo quase a mesma

chance (RC =0,91) quando comparadas com as vacas acima de duas lactagdes.

Quando se analisa os dias em lactacdo também ocorreram diferencas com os
achados da MS. Vacas com até 90 dias em lactacdo apresentaram efeito negativo para a
ocorréncia de MC, porém ndo tendo significancia estatistica (estimativa = 0,30; p =
0,74). Vacas entre 91 — 180 dias em lactacdo apresentaram uma relagcdo positiva e
estatisticamente significativa para a ocorréncia de MC (estimativa = 0,34; p = 0,03),
demonstrando 1,40 vez mais chance que as vacas acima de 270 dias. Vacas entre 181 —
270 dias em lactagdo também demonstraram efeito positivo para a ocorréncia de MC,

porém sem significancia estatistica (estimativa = 0,22; p = 0,19).

Analisando todos os casos de MC e observando os histéricos das mesmas um,
dois e trés meses antes, ocorreram 21,43% (96/448), 14,21% (55/387) ¢ 18,10%
(61/337) casos de MC, respectivamente, portanto sem diferenca estatisticamente
significante. Ocorreu efeito positivo entre a ocorréncia de MC e a presenga de MC um
més antes (estimativa = 0,78; p < 0,0001), onde ocorreram 2,18 vezes mais chances de
desenvolver uma MC dado que no més anterior também tenha ocorrido. Houve efeito
positivo também ao analisar dois meses anteriores, porém sem significancia estatistica

(estimativa = 0,05; p = 0,80). O mesmo ocorreu ao se analisar o historico de MC trés
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meses anteriores (estimativa = 0,64; p = 0,0002), apresentando 1,88 vez mais chances

de apresentar MC.

No parametro historico de mastite clinica ¢ importante ressaltar que no modelo
linear a andlise se baseia apenas no momento anteriormente discriminado, ou seja,
quando se assume trés meses antes significa dizer que leva apenas em consideracao o
historico pontual no terceiro més anterior ao caso, ignorando um més e dois meses
antes. Se uma vaca apresentar mastite clinica no més atual o modelo prevé apenas se ha
trés meses ela também estava com mastite clinica e assim sucessivamente.

Em um rebanho, sabe-se que ha uma relagao entre a mastite clinica e a mastite
subclinica, sendo assim usou-se também o modelo generalizado misto para prever essa
interagdo, calculando-se o efeito da mastite subclinica sobre a mastite clinica conforme
a Tabela 9.

Tabela 9. Coeficientes estimados para os pardmetros do modelo misto para a interacao
entre mastite clinica com base nos parametros de mastite subclinica em vacas

Holandesas. Botucatu, Sdo Paulo, 2015.

Parametro Estimativa  Erro padrao Valor p RC** IC**
Intercepto -3,02 0,29 <0,0001* - -3,60 — (-2,43)
Més 0,24 0,12 0,06 1,27 -0,01 -0,49
P. diaria -0,01 0,01 0,47 0,99 -0,02 -0,01
N.
lactacao**

1 lactagéo -0,41 0,16 0,01%* 0,66 -0,73 — (- 0,08)

2 lactagoes -0,03 0,16 0,86 0,97 -0,35-0,28

>2 lactagOes - - - - -

DIM**
1-90 -0,02 0,76 0,97 0,98 -1,52-1,47
91-180 0,56 0,18 0,002* 1,75 0,21-0,92
181 -270 0,37 0,17 0,03* 1,44 0,03 -0,72

>270 - - - - -
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Parametro Estimativa  Erro padrao Valor p RC** IC**

Historico de

MC:’:*
1 meses 0,69 0,17 <0,0001%* 2,00 0,35-1,03
2 meses 0,01 0,20 0,94 1.01 -0,38-0,42
3 meses 0,61 0,17 0.0004* 1,85 0,27 -0,95
Historico de
MS**
1 més 0,77 0,15 <0,0001* 2,16 0,47 - 1,07
2 meses -0,05 0,15 0,75 0,95 -0,35-0,25

*Estatisticamente significativo, com 95% de confianga (p<0,05).

**RC = razdo das chances, IC = intervalo de confianga, P. diaria = produ¢ao didria de
leite, MS = mastite subclinica, N. lactagdo = numero de lactacdo, DIM = dias em
lactacdo e Historico de MC = histérico de mastite clinica.

O efeito da MS na MC ¢ evidenciado em vacas acima de duas lactacdes que,
acima dos 90 dias (estimativa = 0,56; p = 0,02), com histéorico de MC um més
(estimativa = 0,69; p < 0,0001) e trés meses antes (estimativa = 0,61; p = 0,0004) e com
historico de MS um més antes. Vacas com MS no més anterior tém 2,16 (estimativa =
0,77; p < 0,0001) mais chances de desenvolverem MC, bem como vacas com MC um
més antes apresentam duas vezes mais chances (estimativa = 0,69; p < 0,0001) de
desenvolverem MC.

Estes achados demonstram que a MS certamente levou a MC, principalmente
quando se observam fatores de riscos como vacas acima de duas lactagdes, acima de 90
dias em lacta¢do, com historico de MC e com MS um més antes. Estes dados podem
ajudar a montar listas de vacas a serem analisadas a cada ordenha, podendo prever a
ocorréncia de MC. Este achado pode futuramente ser usado em softwares leiteiros para
apontar que vacas poderdo sofrer uma inspe¢ao mais apurada.

Para medir a interagdo entre as variaveis mensuradas e o insucesso no tratamento
antimicrobiano da mastite clinica, foi usado o modelo linear generalizado misto com
funcdo de ligacdo logito. Nessa interacao foi mensurada com a ordem do caso de MC;
més; duracdo do tratamento; tratamento associado ou nao; a severidade do caso; dias em

lactacdo; nimero de lactagdes; medicamento e micro-organismo isolados (Tabela 10).
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Tabela 10. Coeficientes estimados para os pardmetros do modelo misto para a interagdo
entre 0 Insucesso no tratamento antimicrobiano de mastite clinica em vacas Holandesas

e as variaveis observadas. Botucatu, Sdo Paulo, 2015.

Parametro Estimativa Erro padrdo Valor p RC IC
Intercepto 1,99 2,06 0,33 7,32 -
Caso
1 - 1,69 1,21 0,19 0,18 -4,01 -0,81
2 -1,14 1,21 0,34 0,32 -3,56-1,28
3 -0,21 1,27 0,86 0,81 -2,75-233
4 - - - - -
Micro-organismo
isolado
Classe 1 2,64 0,70 0,0004 14,01 1,22 —4.05
Classe 2 0,58 0,30 0,06 1,79 -0,01-1,18
Classe 3 0,14 0,35 0,68 1,15 -0,56 -0,85
Classe 4 0,55 0,74 0,46 1,73 -0,93-2,03
Classe 5 0,76 0,62 0,22 2,14 0,48 — 2,00
Classe 6 - - - - -
Duracio do -0,24 0,26 0,36 0,79 -0,77 - 0,28
tratamento
Tipo de
tratamento
Intramamario 0,15 0,36 0,67 1,16 -0,57-0,87
Associado - - - - -
Severidade
Grau 1 -0,26 0,54 0,62 0,77 -1,35-0,82
Grau 2 -0,39 0,44 0,37 0,54 -1,27-0,48
Grau 3 - - - - -
DIM**
0-30 0,03 0,47 0,94 1,03 -0,91-0,97
31-90 -0,04 0,41 0,92 0,96 -0,87-0,79
91 - 180 -0,26 0,50 0,50 0,77 - 1,06 - 0,53
181 —-270 - 0,62 0,42 0,14 0,54 -1,48 -0,22
>270 - - - - -
N. lactacao
1 -0,25 0,30 0,41 0,78 -0,86 -0,35
2 0,13 0,31 0,66 1,14 -0,48-0,76
> - - - - -
Medicamento
Classe 1 0,91 0,61 0,14 2,48 -0,32-2,14
Classe 2 0,35 0,83 0,67 1,42 -1,31-2,02
Classe 3 1,17 0,93 0,21 3,22 -0,69 -3,04

Classe 4 1,35 0,72 0,06 3,86 - 0,08 -2,79
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Parametro Estimativa Erro padrdo Valor p RC IC
Classe 5 -0,22 0,91 0,80 0,80 -2,04-1,59
Classe 6 1,60 0,81 0,06 4,95 -0,01 -3,21
Classe 7 0,86 0,75 0,25 2,36 -0,63 -2,37
Classe 8 - - - - -

Observou-se uma relagdo negativa, porém sem significancia estatistica entre a
ordem do caso, se um, dois ou trés com o quarto caso de MC e o insucesso no
tratamento. Essa relagdo s6 ndo foi mais forte devido ao pequeno numero de casos
observados como quarto diagnostico, porém ressalta a importancia biologica do
insucesso do tratamento em relagdo ao niumero de casos repetidos de MC. A chance de
insucesso no tratamento antimicrobiano da MC foi de 0,18, 0,32 ¢ 0,81 vezes para o
primeiro, segundo e terceiro caso, respectivamente quando comparado ao quarto caso
repetido de MC na mesma glandula mamaria durante a mesma lactagao.

Foi igualmente observada uma relacdo negativa entre o insucesso na terapia
antimicrobiana de MC com a duragdo do tratamento, porém sem significancia estatistica
(estimativa = - 0,24; p = 0,36), reforcando que um tratamento mais prolongado,
biologicamente aumentam as chances de sucesso, porém isso acarretara maior custo na
produgao leiteira.

Notou-se uma relacdo positiva, porém sem significincia estatistica, entre o
insucesso na terapia antimicrobiana de MC e o tratamento intramamadrio (topico)
(estimativa = 0,15; p = 0,67). Vacas com tratamento intramamario de MC, tiveram 1,16
vezes mais chances de insucesso que aquelas com tratamento associado, certamente
uma relagdo fraca que ndo justifica devido ao custo do tratamento associado ser mais
elevado.

Os fatores intrinsecos individuais como dias em lacta¢do e numero de lactagoes
nao demonstraram grande importancia para o insucesso no tratamento de MC.

Houve uma relagdo negativa entre o grau de severidade de MC e o insucesso do
tratamento de MC, porém sem significancia estatistica. A chance de insucesso foi de
0,77 e 0,54 para os graus um e dois, respectivamente quando comparado com o grau
trés. Este achado vai contra a distribui¢do de frequéncia observada na Figura 18, pois
para cada caso de insucesso no tratamento de MC de severidade trés, ha 0,77 e 0,54
caso para os graus de severidade um e dois, respectivamente, comprovando que quadros
de MC grave sao biologicamente mais dificeis de sucesso no tratamento de MC.

Notou-se uma relacdo positiva com uma tendéncia estatistica entre o
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medicamento classe 6 (de tilosina na concentracdo 20 mg/dose e propilenoglicol)
(estimativa = 1,60; p = 0,06) e o insucesso no tratamento de MC. A classe 6 de
medicamento demonstrou 4,96 vezes mais chance de insucesso ao tratamento de MC
em comparagdo aqueles casos sem tratamento. Também foi observada uma relagdo
positiva com uma tendéncia estatistica entre o medicamento classe 4 (cefoperazone
sodico na concentracdo de 250 mg/dose) (estimativa = 1,35; p = 0,06) e o insucesso no
tratamento de MC com 3,86 vezes mais chance quando comparado com aqueles casos
sem tratamento.

Em contrapartida houve uma tendéncia negativa, porém sem significancia
estatistica, entre o medicamento classe 5 (de tetraciclina na concentragdo de 200
mg/dose, neomicina na concentracao de 250 mg/dose, bacitracina na concentragao de 28
mg/dose e prednisolona na concentragao de 10 mg/dose) (estimativa = - 0,22; p = 0,80)
e a ocorréncia de insucesso no tratamento de MC.

A duas varidveis que foram estatisticamente significativas para o insucesso no
tratamento antimicrobiano, as quais foram acusadas pelo modelo, foram apenas a ordem
do caso (p = 0,02) e os micro-organismos (p = 0,01) implicados nos casos de MC

(Tabela 11).
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Tabela 11. Coeficientes estimados para os pardmetros do modelo misto para o
insucesso no tratamento da mastite clinica com base no micro-organismo isolado e a

ordem do caso de mastite clinica de vacas Holandesas. Botucatu, Sdo Paulo, 2015.

Parametro Estimativa Erro padrao Valor p RC** IC**
Intercepto 1,29 1,14 0,29 - -1,07-3,46
Caso de MC**

1 -1,93 1,13 0,09 0,15 -4,17-0,31
2 - 1,47 1,14 0,20 0,23 -3,74-0,79
3 -0,90 1,19 0,44 0,41 -3,26—-1,45
4 - - - - -
Micro-organismo
isolado
1 2,43 0,59 <0,0001* 11,36 1,26 — 3,61
2 0,55 0,25 0,03* 1,73 0,04 - 1,05
3 0,28 0,30 0,37 1,32 -0,33-0,98
4 0,45 0,62 0,46 1,57 -0,78 - 1,69
5 1,10 0,51 0,03* 3,00 -0,08 -2,13
6 - - - - -

*Estatisticamente significativo, com 95% de confianga (p<0,05).
**RC =razao das chances, IC = intervalo de confianga, MC = mastite clinica.

Como observado na Figura 17, padrdes de insucesso no tratamento
antimicrobiano de MC em relacdo a ordem do caso mostraram que o quarto caso de MC
na mesma glandula mamadria representou 85,7% de insucesso. Dessa maneira, o
primeiro, o segundo e o terceiro casos demonstraram uma relagdo negativa com o
insucesso no tratamento da MC, porém em nenhum deles isso mostrou ter significancia
estatistica, ocorrendo apenas uma tendéncia para o primeiro caso (estimativa = - 1,93; p
=0,09), com 0,15 de chance de insucesso no tratamento em relagdo ao quarto caso na
mesma glandula mamaria.

Quando foram isolados dos casos de MC o Staphylococcus aureus ou o
Streptococcus agalactiae a chance de insucesso no tratamento antimicrobiano foi 11,36
vezes maior (estimativa = 2,43; p = 0,0001). Quando foram isolados Staphylococcus
coagulante-negativa, Stpahylococcus coagulase-positiva, Corynebacterium  spp.,

Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus spp. do grupo D,
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Pasteurella spp., Prototeca spp., Trueperella pyogenes, bacilos gram positivos
irregulares ou grupo dos outros actinomicetales a chance de insucesso no tratamento da
MC foi estatisticamente significativo (estimativa = 0,55; p = 0,03) com uma magnitude
de 1,73. Quando o resultado do cultivo microbiologico apresentou-se contaminado a
chance de insucesso no tratamento da MC aumentou estatisticamente significativa em
3,00 vezes (estimativa = 1,10; p = 0.03).

A magnitude da resposta da MC (severidade) demonstrou uma relagdo negativa
entre MC e o insucesso do tratamento antimicrobiano, porém sem significancia
estatistica. O tratamento intramamario (tOpico) apresentou relacdo positiva para
insucesso no tratamento de MC, porém também sem significancia estatistica (p = 0,67).
O tratamento com a formulacdo a base de tetraciclina na concentracdo de 200 mg/dose,
neomicina na concentragdo de 250 mg/dose, bacitracina na concentracdo de 28 mg/dose
e prednisolona na concentragdo de 10 mg/dose foi o Unico que apresentou relagdo

negativa para o insucesso no tratamento, porém sem significancia estatistica (p = 0,80).

5.4 Modelagem matematica para a infec¢do subclinica causada pelo
Corynebacterium spp.

Na Tabela 12 estdo colocados os valores estimados para os pardmetros B, f3,,€,
T e p apds o inicio do controle (a estimativa para estes parametros antes do controle
também foi feita, porém os resultados nao diferiram significativamente dos obtidos apos
o inicio do controle). Os resultados obtidos sdo a média de 20 simulagdes do algoritmo

genético (AQG).

Tabela 12. Parametros estimados pelo algoritmo genético da modelagem para a
infec¢do subclinica causada pelo Corynebacterium spp. em vacas Holandesas. Botucatu,

Sao Paulo, 2015.

- B 2 € P T
melhor 0,7663 0,96 0,97984 0,00005 1,098
média  0,7670 £ 0,0009 1,02+£0,02 0,97962 + 0,00008 0,00013 + 0.00004 1,094 £ 0,001
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Na Figura 26 observa-se a evolugdo temporal das populacdes antes e apos o
inicio do controle. Os circulos s3o as medidas feitas em campo e as curvas sdo as
simulagdes obtidas com o melhor conjunto de parametros obtido pelo AG e listadas na
Tabela 13.

Na Figura 27 observa-se como varia o residuo quando se utiliza um dos
parametros diferente dos obtidos pelo processo de otimizagdo. Em cada caso, variou-se
propositalmente um dos parametros do conjunto de parametros obtido no processo de
otimizacdo e foi mantido os demais constantes. Pode-se observar que o menor residuo
em cada caso corresponde ao valor 6timo do pardmetro que estd variando. Nao esta
mostrado o resultado obtido para B, e p pois para estes o residuo ndo muda quando
variados.

A pouca sensibilidade do residuo com relagao a B, se deve provavelmente ao
fato de que € ¢ da ordem de 1, ou seja, os individuos recuperados se tomam suscetiveis muito
rapidamente e portanto participam muito pouco da dindmica da transmiss3o. J& p assume valores
pequenos, o que ¢ explicado pelo fato dessa bactéria ser muito sensivel ao tratamento com
antimicrobianos, € por isso mesmo o residuo ndo muda muito quando € variado.

Com relagao a analise de sensibilidade (Tabelas 12 e 13) tem-se que 0 modelo € mais sensivel
(maior variancia) aos parametros i, V2, ¢1 € L. Na andlise de sensibilidade, cada um dos parametros foi
variado, enquanto os demais foram mantidos fixos, aleatoriamente, 50% para mais ou para menos.
Como os pardmetros dependem do tempo, isto foi feito a cada passo de tempo, neste caso, a cada més.
Esta andlise foi feita apenas com os casos da fase de controle, que durou os cinco primeiros meses do
estudo.

A Figura 28 mostra a evolugao temporal da incidéncia e da prevaléncia da doenga com ou sem
o controle. Para efeito de comparagdo os dados experimentais, em circulo, também estdo mostrados.
Em verde o resultado obtido pela simulacdo (melhor amostra) a qual foi permitido estimar os
pardmetros 31, B2 ,€, T € p. Em laranja o resultado obtido também por simulacdo
considerando o caso sem controle. Esta curva foi gerada com os valores de 1, B2 ,€,t e
p obtidos pelo AG (caso com controle) e com os valores médios dos demais pardmetros
antes do controle mostrado na Tabela 3, visto que ndo se tem dados sem controle para
tempos grandes. Observa-se que as medidas de controle foram importantes para

diminuir a prevaléncia e a incidéncia na populagao.
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Figura 26. Evolucdo temporal das populagdes de quartos mamarios infectados com

Corynebacterim spp. em vacas Holandesas. Botucatu, Sdo Paulo, 2015.

Tabela 13. Andlise de sensibilidade do modelo matemadtico para a infec¢do subclinica

causada por Corynebacterium spp. em vacas Holandesas. Botucatu, Sdo Paulo, 2015.

- M 1 i3 14

By 0776 £ 0.003 0.80 = 0.01 0.764 £ 0.005 0.786 = 0.003

By 1.09 £ 0.09 0.40 = 0.08 0.8+0.2 0.6+0.1

e 0.9791 £ 0.0001 0.9788 = 0.0004 0.9792 £+ 0.0001 0.97906 £+ 0.00004
e 0.00036 £ 0.00004  0.0008 £ 0.0003  0.00035 £ 0.00005 0.00024 £ 0.00003
1.072 £ 0.003 1.047 + 0.009 1.083 £ 0.002 1.076 £+ 0.003
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Tabela 14. Andlise de sensibilidade do modelo matematico para a infec¢do subclinica

causada por Corynebacterium spp. em vacas Holandesas. Botucatu, Sdo Paulo, 2015.

- M Y2 0 1 o
B 068+003 077540005 075140004  0.61+002  0.795+0.001
By 007+002  05+04 18403 61406  0.99+003
e 0954002 097740002 0.9784+0.0004 0.78+0.06  0.97928 + 0.00006
p o 0.0134+0.004 0.004+0.003 0.0008+0.0002 0.16+0.03  0.00027 + 0.00005
r 1044001 1034003 108840002 10610008 1.076+0.001
T | T | T T T {:I]-ﬁ T T | T |
08| 4t 1
- |— B 1 M [— ]
06| 4 T 1
: 2012 -
= Z | |
504~ RERE .
02— — 0081 -
N P N TR N B I R B
04 06 08 1 12 04 06 08 1

residuo

Figura 27. Dependéncia do residuo com cada um dos parametros obtidos pelo processo
de otimizacdo do modelo matematico para a infec¢cdo subclinica por Corynebacterium

spp. em vacas Holandesas. Botucatu, Sao Paulo, 2015.
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Figura 28. Incidéncia e prevaléncia da infeccdo subclinica causada pelo
Corynebacterium spp. baseado nos dados coletados e na modelo matematico para

doenca em vacas Holandesas. Botucatu, Sao Paulo, 2015.



6. DISCUSSAO

Os resultados encontrados no presente estudo demonstram que com o adequado
conhecimento analitico da mastite bovina pode-se obter resultados satisfatorios no
controle das mastites no Brasil. O grande entrave recai sobre a percep¢ao dos
fazendeiros quanto ao problema, conhecimento sobre a sanidade da glandula mamaria e
o entendimento das medidas a serem adotadas (JANSEN et al.,2010).

No Brasil ainda ndo ha um consenso para o desenvolvimento de um programa
nacional de controle de mastite como ha em outros paises como a Holanda, Estados
Unidos, Canadé e o Reino Unido, por exemplo. As medidas adotadas para a melhoria
dependem em muito de um adequado diagndstico in loco para enfim adotar meios de se
obter uma adequada melhoria (LeBLANC et al., 2006; JANSEN et al., 2010; RUEGG,
2011).

No presente estudo os quatro primeiros meses foram de colheita e tabulacao de
dados, sem quaisquer indicativas ou retorno ao produtor. E importante frisar que
qualquer interven¢ao poderia ter gerado fatores de confusdo a cerca dos problemas que
cerceavam a produgao.

Neste contexto, a CCS média do tanque foi extremamente importante para
avaliar a magnitude da MS. Nos quatro primeiros meses a média de CCS do tanque foi
de 685.000 células somaticas/mL de leite com média de 53,4% de MS e nos ultimos
quatro meses do estudo a CCS média do tanque foi de 195.250 células/mL de leite e
25,90% de MS. Um estudo na Holanda demonstrou uma consideravel correlacdo entre a
média de CCS do tanque e a ocorréncia de MS, sendo que tanque com média de
400.000 células somaticas/mL de leite indicou cerca de 25% de MS no rebanho
(LIEVAART et al., 2007). E informalmente aceitdvel que a média de CCS do tanque
indique de forma subestimada, mas com certa confiabilidade a magnitude de MS, onde
200.000 células somaticas/mL, 300.000 células somaticas/mL, 400.000 células
somaticas/mL e 500.000 células somaticas/mL indiquem 20-25%, 30-35%, 40-45% e
50-55% de prevaléncia de MS no rebanho, respectivamente e que valores acima disso ja
ndo apresentariam confiabilidade (RUEGG, 2003).

Dois testes consecutivos de CCS individual de vaca foram importantes para
calcular o status da MS e a partir disso usar os dados historicos em conjunto com dados

reprodutivos e zootécnicos para tomar decisdes sobre o futuro da vaca no rebanho. Isso
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foi importante principalmente para o grupo de vacas com MS cronica, mantendo-se
praticamente inalterado na fase de diagnéstico e com queda estatisticamente
significativa (p = 0,02) ao longo dos meses. Na fase de intervengao, planilhas com vacas
cronicas na MS, que ndo emprenhavam, com mais de 270 dias de lactagcdo, produgao
inferior a 23 kg de leite/dia e com mais de duas lactagcdes foram indicadas ao descarte.
A taxa de descarte nao foi calculada, pois em determinado momento esse controle foi
perdido. Em programas de controle de MS esse fator foi relevante para diminui¢do da
prevaléncia, pelo simples fato do reconhecimento de grupos problemas e que causam
um maior risco para a doenca (RUEGG, 2003; RODRIGUES et al., 2005; LUKAS et
al., 2005; JANSEN, 2010).

O fato de a prevaléncia ter diminuido no presente estudo estd intrinsicamente
relacionado com o descarte de vacas cronicas na MS, manutengdo adequada das acgdes
de pré e pos-dipping, identificacdo de vacas com isolamento de patdgenos contagiosos
na MS, elucida¢do de grupos de risco com base no nimero de lactagdes, na fase de
lactagdo, na produgdo diaria de leite € na maior atengdo aquelas vacas com CCS alta. A
identificacdo de fatores de risco conforme observadas no modelo estatistico
contribuiram ao longo do estudo para que isso fosse possivel.

Quando vacas com MS causadas por Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae foram identificadas, eram rapidamente segregadas para o final da ordenha
tratadas e posteriormente retestadas. Caso ainda apresentassem o micro-organismos em
questdo ou eram descartadas ou sofriam ablacdo da glandula mamadria. A intolerancia
aos patdgenos contagiosos foi um fator importante no programa de controle como bem
elucidado na literatura (RUEGG, 2011; LANGONI, 2013).

No presente estudo foi encontrada relagdo negativa entre a producdo de leite
diaria/vaca e a ocorréncia de MS (estimativa = - 0,036; p < 0,0001) concordado com os
achados de RODRIGUES et al. (2005). Este fato ocorreu porque vacas que estdo sadias
certamente estardo produzindo mais leite que as vacas doentes (SHOOK, 1982).

Foi encontrada no presente estudo uma relagdo positiva entre a ocorréncia de
MS dado que a vaca também estivesse doente um, e ou dois, € ou trés meses antes. Caso
a vaca estivesse com MS no més anterior a chance de ocorréncia foi 4,06 vezes maior (p
< 0,0001). Mesmo que intuitivamente Obvio este achado foi pouco mensurado nos
estudos recentemente observados e essa relagdo no modelo pode mascarar ou fomentar

outras variaveis.
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A dificuldade em mensurar a relagdo entre as medidas adotadas e o controle de
MS foi um fator negativo no presente estudo. Nao foi possivel subdividir os grupos que
receberam uma determinada medida, aceitando-se o fato de que todo o rebanho sofreu
as mesmas medidas de controle, sendo assim s6 foi possivel testar no modelo os indices
zootécnicos. RODRIGUES et al. (2005) trabalharam com varios rebanhos, medindo
diferentes variaveis e mensurando o efeito do rebanho para os controle das mastites.

Um fato relevante no presente estudo foi a baixa relagao entre a MC com a MS.
Quando se fixou no modelo os efeitos da MC sobre a MS demonstrou-se um efeito
negativo, estatisticamente significativo, para casos de MC no mesmo meés, € ou um e ou
dois meses antes. Esse achado diverge dos encontrados por RODRIGUES et al. (2005)
que observaram um efeito positivo, onde MC culminou em MS.

O fato de a MC nao estar relacionada a MS no presente estudo pode estar
relacionado com a ndo colheita de leite destes animais para CCS quando se
encontravam em tratamento de MC, diminuindo, portanto a chance de mensuracao deste
parametro.

Outro fator poderia ser a forma de detec¢do e a manutengdo de registro de MC.
Também poderia estar implicado nessa relacdo negativa o aspecto microbioldgico nas
duas formas da doenga. Ficou nitido que a prevaléncia de MS foi basicamente por
patdgenos contagiosos como Staphyloccoccus aureus, Streptococcus agalactiae e
principalmente pela presenca de Corynebacterium spp. Ja& na MC os patdgenos
ambientais foram os mais frequentemente isolados como Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Enterobacter spp. € Streptococcus spp.

A explicacdo pode ser refor¢ada pela presenga de Corynebacterium spp. na MS.
Bradley (2003) relata que Corynebacterium spp. causa IIM de baixa intensidade e isso
pode estar relacionado ao fato de que este patdgeno esteja presente na camada de
queratina do teto, e devido a esta localizagdo de adesdo pode exercer prote¢do contra
invasdes por outros patdogenos causadores de mastite e ainda ndo cause danos graves ao
tecido glandular mamario, fator que poderia explicar a relagcdo ndo tdo clara entre a MS
e MC.

O grande entrave para o sucesso de programa de controle de mastite ¢ a
diminui¢do da incidéncia da doenga (BARKEMA, 1999; RODRIGUES et al., 2005;
LUKAS et al., 2005; RUEGG, 2011). No presente estudo tanto para MS quanto para

MC esse indice praticamente permaneceu inalterado, demonstrando que para que a
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incidéncia diminua ¢ necessario a adogdo de outras medidas, principalmente aquelas
que diminuam a pressdo de infeccdo em vacas jovens e no inicio da lactagao.

Na MS a identificacao de fatores de risco demonstrou um perfi