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EFICACIA DE VACINA COMERCIAL E PRODUTO TESTE NO CONTROLE DE
MASTITE SUBCLINICA BOVINA

RESUMO - O manejo intensivo de bovinos predispde a inumeras doengas,
dentre elas as que acometem o ubere, as afec¢des podais e os problemas de
fertilidade, causando prejuizos econdbmicos. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a prevaléncia de mastite subclinica e eficacia de vacina comercial
e produto teste, ambos compostos por bacterina mista inativada, em bovinos de
leite. Coletou-se amostras de leite, dos quatro quartos mamarios, de 210 vacas
em lactagdo para realizagdo de contagem de células somaticas e exame
microbiolégico. Das 210 amostras de leite coletadas observou-se crescimento de
microrganismos em 33,81% e os principais agentes etioldgicos isolados foram dos
géneros Staphylococcus e Streptococcus. Em relagdo a CCS esses mesmos
microrganismos foram responsaveis por aumento da CCS do leite em comparagéo
as amostras negativas no exame microbiologico. Vacina comercial e produto teste
foram testados em 36 animais e nao foram responsaveis por diminuir CCS.
Também nado se observou diferengca em relagdo aos titulos de IgG sérica nos
animais tratados quando comparado aos animais do grupo controle. Tanto a
vacina comercial quanto o produto teste apresentaram uma maior porcentagem de
cura (63,64% e 60%) em relagdo aos animais nao tratados (18,18%), sendo assim

a vacinagao é uma alternativa no controle das mastites subclinicas.

Palavras-chave: contagem de células somaticas, exame microbiologico, I1gG,

mastite subclinica
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EFFICACY OF COMMERCIAL VACCINE AND TEST PRODUCT IN THE CONTROL
OF BOVINE SUBCLINICAL MASTITIS

ABSTRACT - The intensive management of cattle predisposes to various
diseases, including mammary and foot disorders, and fertility problems, leading to
economic losses. The present study aimed to evaluate the prevalence of subclinical
mastitis and efficacy of commercial vaccine and test product, both composed of
inactivated mixed bacterin, in dairy cows. Samples of lactating dairy cows were collected
from four lactating quarters for somatic cell count and microbiological examination. From
210 milk samples, 33.81% showed growth of microorganisms, and the most prevalent
were Staphylococcus spp. and Streptococcus spp., which led to a higher somatic cell
count in milk. The comercial vaccine and the test product were tested in 36 cows and
were not responsible for decreasing SCC and no difference was observed in IgG titers in
treated animals. Both treatments had a higher percentage of cure (63.64% and 60%)
than the untreated animals (18.18%), thus vaccination was an alternative for the control
of subclinical mastitis.

Keywords: somatic cell count, microbiological examination, IgG, subclinical mastitis



CAPITULO 1 - Consideracées Gerais

1. Introducgao

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho bovino do mundo, ficando atras da
india, e encontra-se em segundo lugar no nimero de animais abatidos, segundo o
Depec (2017). Apesar da maior parte dos animais serem criados exclusivamente a
pasto, 0 manejo vem se tornando cada vez mais intensivo, a fim de melhorar indices
zootécnicos e sustentar tamanha producdo. Diante disso, a saude dos animais é
indispensavel para uma bovinocultura de leite competitiva e ética, porém a busca por
indices zootécnicos, como ganho de peso, produgéo de leite e fertilidade cada vez
melhores, predispde a diversas enfermidades. Dentre as associadas aos sistemas
de producdo intensiva, a mastite, juntamente com as afec¢des podais e os
problemas de fertilidade, sdo as principais doencas responsaveis por perdas tanto
na industria de leite quanto de carne.

Nesse contexto o tratamento e especialmente a prevencdo dos quadros de
mastite sdo essenciais para uma pecuaria leiteira competitiva e rentavel e, para
tanto, a vacinagcdo € uma alternativa interessante a ser utilizada como coadjuvante
no tratamento e, juntamente com medidas adequadas de manejo na prevencgao da
doenga. As vacinas podem ser autdégenas, produzidas com microrganismos da
propria fazenda, ou comerciais, e podem ser produzidas a partir de um ou mais
agentes etiologicos.

2. Revisao de Literatura
2.1Producgéo de leite no Brasil e no Estado de S&o Paulo

A produgéo de leite no Brasil em 2016 foi de aproximadamente 34 bilhdes de
litros, colocando o pais no quinto lugar do ranking mundial de paises produtores, de
acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2017). Apesar de
ser um dos maiores produtores do mundo o Brasil ainda importa lacteos para suprir
as necessidades do mercado interno.

Em relac&do a produgédo de leite por regidao, em 2014 a regido Sul (34,7%) foi,
pela primeira vez, a maior produtora de leite, desbancando a regido Sudeste que foi,
por décadas, a maior produtora. Em seguida vém as regides Sudeste (34,6%),
Centro-Oeste (14,1%), Nordeste (11,1%) e Norte (5,5%). O Estado de Minas Gerais
€ o0 maior produtor do pais, sendo responsavel pela produgado de 9,37 bilhdes de



litros de leite (26,6% da produgdo nacional), seguido por Parana e Rio Grande do
Sul. O Estado de Sao Paulo é responsavel por apenas 10,2% da producido nacional
e se encontra em trajetéria decrescente em relagdo ao tamanho do rebanho leiteiro
e a produgdo de leite (IEA, 2015).

Apesar do numero de produtores de leite estar diminuindo no Brasil e no
Estado de Sao Paulo, ndo se observa diminuicdo da produgdo uma vez que a
quantidade de litros entregues por produtor vem aumentando, mostrando o aumento
da produtividade (IEA, 2015).

2.2 Mastite

A mastite caracteriza-se pela inflamacdo de um ou mais quartos mamarios e
pode ser classificada, de acordo com sua manifestacdo, em mastite clinica ou
subclinica, ou, de acordo com o agente etiolégico envolvido, em mastite contagiosa
ou ambiental (RADOSTITS et al., 2017). E a inflamagdo mais frequente em animais
de producao leiteira e a principal causa de prejuizos financeiros na pecuaria de leite
(PAUL; GANGULY, 2014; PEREIRA et al., 2014). A mastite subclinica, apesar de
nao apresentar sinais clinicos visiveis, é responsavel por perdas econdmicas mais
importantes do que a mastite clinica, e essas estao relacionadas a diminuicdo da
producao de leite e derivados, uma vez que alta CCS causa diminuicao de soélidos
totais do leite (HUIJPS; LAM; HOGEVEEN, 2008).

A mastite subclinica constitui sério problema na industria leiteira mundial tanto
em termos econdémicos como em relagdo a saude publica. Economicamente, causa
perdas diretas devido a diminui¢do da produg¢ao tanto por quarto mamario quanto
por animal, e perdas indiretas associadas a queda na eficiéncia reprodutiva, além de
diminuir a qualidade e valor do leite entregue no laticinio (GEBREYOHANNES;
REGASSA; KELAY, 2010; HUDSON et al., 2012).

2.3 Etiologia da mastite

Diversos agentes etiolégicos s&o incriminados como causadores de mastite
bovina, como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e leveduras
(SZTACHANSCHA et al, 2016). Dentre as bactérias as dos géneros
Staphylococcus, Streptococcus e Corynebacterium s&o as mais prevalentes
(ACOSTA et al., 2016; SOUZA et al., 2016; SZTACHANSCHA et al., 2016).

Staphylococcus se dividem em Staphylococcus coagulase positiva, sendo S.



aureus o principal representante desse grupo, e Staphylococcus coagulase negativa
(SCN) que tem como principais integrantes envolvidos na etiologia da mastite as
espécies S. hyicus, S. simulans, S. epidermidis, S. chromogenes, S. haemolyticus e
S. xylosus (FRY et al.,, 2014). Os SCN sempre foram considerados menos
patogénicos quando comparados com S. aureus, no entanto, sua importancia na
mastite bovina tem sido cada vez mais reconhecida (PYORALA; TAPONEN, 2009).

Segundo Ramirez et al. (2014) dentro do género Streptococcus, S. agalactiae
€ um agente contagioso isolado com grande frequéncia em amostras de leite bovino.
S. dysgalactiae e S. uberis sdo os agentes ambientais isolados com maior
frequéncia no Brasil (SOUTO et al., 2010).

Os microrganismos do género Corynebacterium s&o patdgenos contagiosos
da gléandula mamaria responsaveis por aumentos importantes na contagem de
células somaticas no leite (NACIONAL MASTITIS COUNCIL, 2004). C. bovis € o
principal agente do género isolado em animais tanto com mastite clinica quanto
subclinica (HEGAZI; ABDOU; ALLAH, 2014).

As bactérias denominadas coliformes, as quais incluem Escherichia coli,
Klebsiella sp. e Enterobacter sp., s&o bactérias Gram-negativas que fazem parte da
familia Enterobacteriaceae e sao as principais responsaveis por mastites ambientais
(HOGAN; SMITH, 2003; GENTILINI et al, 2013). Essas mastites causadas por
coliformes possuem grande impacto econémico por apresentarem curso hiperagudo
ou agudo, alta taxa de descarte de leite, alta mortalidade de animais por choque
endotoxémico, além de o tratamento com antibidticos ser ineficaz na maioria dos
casos (WENZ et al., 20006).

Ainda sdo considerados agentes causadores de mastite bovina as bactérias
Trueperella pyogenes, Enterococcus sp., Mycoplasma sp., Micrococcus sp., algas
como a Prototheca zopfii, leveduras e fungos como Cryptococcus neoformans e
Candida spp. (BUENO; MESQUITA; DIAS-FILHO, 2006; MELLO et al.,, 2012;
ACOSTA et al., 2016).

2.4 Sinais clinicos de mastite

Considerando a forma de apresentagcdo das mastites, nas de manifestagao

clinica sdo observados sinais evidentes de inflamacdo como edema, aumento de

temperatura, enrijecimento e dor da gladndula mamaria, além de alteragdes



macroscopicas do leite como presenga de grumos, pus e sangue. A forma subclinica
da doencga n&o causa alteragbes visiveis da glandula mamaria ou do leite, mas
causa alteragdes na composi¢cao da secrecao lactea com aumento do numero de
células somaticas, dos teores de sdédio, cloro e proteinas séricas, e diminuigdo da
quantidade de caseina, solidos totais e lactose (RADOSTITS et al., 2002; COSTA et
al., 2006).

2.5 Diagnostico de mastite

As mastites clinicas sdo diagnosticadas pelo exame fisico da glandula
mamaria e pelo teste da caneca de fundo preto, também chamado de teste Tamis. A
palpacdo do ubere pode evidenciar aumento de volume, aumento de temperatura,
sensibilidade ou enrijecimento, e no teste de Tamis é possivel identificar alteragdes
macroscopicas da secrecio lactea, como alteragdes na coloragdo e presenca de
grumos (RADOSTITS et al., 2006).

As mastites subclinicas, por sua vez, sdo diagnosticadas por meio de testes
que avaliam o conteudo leucocitario do leite, como o California Mastitis Test (CMT) e
a contagem de células somaticas no leite (CCS) (RADOSTITS et al., 2006).

O CMT € um método de auxilio diagnéstico indireto que avalia a quantidade
de células somaticas no leite mediante agcdo de detergente anidnico que rompe a
membrana cellular, e tem a vantagem de poder ser realizado na fazenda durante a
ordenha (DIRKSEN; GRUNDER; STOBER, 1993).

A CCS, além de ser utilizada no diagndstico das mastites subclinicas, € um
excelente indicador da qualidade do leite, e ainda esta intimamente relacionado as
perdas econdémicas ocasionadas pela mastite, uma vez que existe uma correlagéo
negativa entre CCS e producgéo de leite (LARANJA; AMARO, 1998; CUNHA et al.,
2008). O aumento do numero de células somaticas no leite indica instauragcdo de um
processo inflamatério (DELLA LIBERA et al., 2011; DEB et al., 2013) e, de acordo
com Harmon et al. (2009), CCS acima de 250.000 células/mL é indicativa de mastite
subclinica.

O exame microbioldgico € utilizado para identificagcdo precisa do agente
etiologico, possibilitando determinagdo da fonte de infecgdo e adogdo de medidas
adequadas de controle (BELOTI et al., 1997; LANGONI et al., 2009). Ferramentas

moleculares também podem ser utilizadas para identificagdo precisa dos patdégenos



de modo a complementar o resultado da analise microbiologica (HIITIO et al., 2015).
2.6 Tratamento de mastite

Muitos antimicrobianos s&o utilizados no controle de mastites em vacas de
leite, inclusive na terapia da vaca seca (IVEMEYER et al., 2012; STEVENS et al.,
2016). A terapia antimicrobiana visa auxiliar o sistema imune na defesa da glandula
mamaria e evitar recidivas. Para que isso ocorra de maneira eficaz o principio ativo
deve chegar ao local da infecgdo e manter niveis adequados por tempo satisfatorio.
O facil acesso a esses medicamentos tem sido responsavel por escolhas
inadequadas levando a selegao de patdgenos resistentes e consequente ineficiéncia
do tratamento (SHI et al., 2010; COSTA, 2011).

De acordo com Souza et al. (2016), os antimicrobianos gentamicina,
amicacina e cefalexina, apresentam altos indice de atividade antimicrobiana frente a
patogenos do género Staphylococcus, um dos principais causadores de mastites
bovinas.

2.7 Profilaxia de mastite

A prevencdo dos quadros de mastite se baseia principalmente na
implementagcdo de boas praticas de manejo e utilizagdo de antimicrobianos
especificos. Além disso, vacinas antimastite também podem ser utilizadas para
estimulo da resposta imune e prevencado de novos casos (OLIVEIRA et al., 2016;
STEVENS et al., 2016).

Segundo Concha (2004), o controle da mastite bovina depende mais de
prevengdo do que de tratamento e, nesse contexto, a vacinagdo contra agentes
especificos aumenta a capacidade de resposta imune do animal sendo ferramenta
importante no controle da afec¢do (CALZOLARI et al., 1997). Vaz, Paterno e Marca
(2003) afirmam que a vacinagao reduz custos e possui reflexos positivos na
qualidade do leite e saude publica, além de reduzir a utilizacdo de antimicrobianos,
uma vez que potencializa a agdo desses farmacos.

3. Objetivos Gerais e Especificos
3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a eficacia da vacina Mastiplus
Br® e produto teste em bovinos de leite, tanto como tratamento em casos de
mastites subclinicas, quanto para a prevencao dos quadros de mastite.



3.2 Objetivos Especificos

* Verificar a prevaléncia de mastite subclinica no rebanho estudado;

* Identificar, por meio de exame microbiolégico, os microrganismos presentes
no leite dos animais pertencentes ao rebanho estudado;

* Correlacionar a CCS com o agente etiolégico isolado no leite dos animais
com mastite estudados;

* Auvaliar a CCS no leite dos animais pertencentes ao rebanho estudado antes e
apos a administragdo da vacina Mastiplus Br® e produto teste;

* Avaliar a resposta imune dos animais, por meio da dosagem de anticorpos
IgG sérica pelo ELISA indireto, apos a administragdo da vacina Mastiplus Br®
e produto teste.

4. Referéncias

ACOSTA, A. C,; SILVA, L. B. G.; MEDEIROS, E. S.; PINHEIRO-JUNIOR, J. W.;
MOTA, R. A. Mastites em ruminantes no Brasil. Pesquisa Veterinaria Brasileira,
Seropédica, v. 36, n. 7, p. 565-573, 2016.

BELOTI, V.; MULLER, E. E.; DE FREITAS, J. C.; METTIFOGO, E. Estudo da mastite
subclinica em rebanhos leiteiros no norte do Parana. Semina: Ciéncias Agrarias,
Londrina, v. 1, n. 18, p. 45-53, 1997.

BUENO, V. F. F.; MESQUITA, A. J.; DIAS FILHO, F. C. Prototheca zopfii. importante
patdogeno na etiologia da mastite bovina no Brasil. Ciéncia Animal Brasileira,
Goiania, v. 7, n. 3, p. 273-283, 2006.

CALZOLARI, A.; GIRAUDO, J. A.; RAMPONE, H.; ODIERNO, L. FRIGERIO, C;;
BETTERA, S.; RASPANTI, C.; HERNANDEZ, S.; WEHBE, M.; MATTEA, M.
FERRARI, M.; LARRIESTRA, A.; NAGEL, R. Fields trials of a vaccine against bovine
mastitis. Evaluation in two commercial herds. Journal of Dairy Science,
Champaing, v. 80, n. 5, p. 854-858, 1997.

CONCHA, C. Perspectivas da estimulagdo da resposta imune da glandula mamaria
bovina. In: DURR, J. W.; CARVALHO, M. P.; SANTOS, M. V. O compromisso com
a qualidade do leite no Brasil. Passo Fundo: UPF. 2004. p. 105-129



COSTA, E. O. Uso de antimicrobianos na mastite. In: SPINOSA, H.S.; GORNIAK, S.
L.; BERNARDI, M. M. Farmacologia aplicada a medicina veterinaria. 5. ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2011.

COSTA, E. O.; SANTOS, F. G. B.; MARMORE, C.; ARCARO, J.; PERES, A. A. C;
RAIA, R. Influéncia da intensidade da mastite subclinica por microrganismos do
género Staphylococcus estimada pelo escore de CMT, CCS e na composi¢cdo do
leite: gordura, proteina e lactose. Napgama, Sao Paulo, v. 9, p. 8-13, 2006.

CUNHA, R. P. L; MOLINA, L. R.; CARVALHO, A. U.; FACURY-FILHO, E. J;
FERREIRA, P. M.; GENTILINI, M. B. Mastite subclinica e relagdo da contagem de
células somaticas com numero de lactagdes, producido e composi¢cdo quimica do
leite em vacas da raga Holandesa. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Belo Horizonte, v. 60, n.1, p. 19-24, 2008.

DEB, R.; KUMAR, A.; CHAKRABORTY, S.; VERMA, AK.; TIWARI, R.; DHAMA, K:;
SINGH U.; KUMAR, S. Trends in diagnosis and control of bovine mastitis: a review.
Pakistan Journal of Biological Sciences, v. 16, n. 23, p. 1653-1661, 2013.

DELLA LIBERA, A. M. M. P.; SOUZA, F. N.; BLAGITZ, M. G.; BATISTA, C. F.
Avaliagdo de indicadores inflamatérios no diagndstico da mastite bovina. Arquivos
do Instituto Biolégico, Sdo Paulo, v. 78, n. 2, p. 297-300, 2011.

DEPEC. Departamento de Pesquisa e Estudos Econémicos. Disponivel em:
<htpp://economiaemdia.com.br>. Acesso em: 06 dez, 2017.

DIRKSEN, G.; GRUNDER, H. D.; STOBER, M. Rosenberger: Exame Clinico dos
Bovinos. 3. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A, 1993. 419 p.

FRY, P. R.; MIDDLETON, J. R.; DUFOUR, S.; PERRY, J.; SCHOLL, D.; DOHOO, |.
Association of coagulase-negative staphylococcal species, mamary quarter milk
somatic cell count, and persistence of intramammary infection in dairy cattle. Journal
of Dairy Science, Champaing, v. 97, n. 8, p. 4876-4885, 2014.

GEBREYOHANNES, Y. T.; REGASSA G. F.; KELAY, B. Milk yeld and associated
economic losses in quarters with subclinical mastitis due to Staphylococcus aureus in
Ethiopian crossbread dairy cows. Tropical Animal Health Production, Edimburgo,
v.42,n.5, p. 925-931, 2010.



GENTILINI, M. B.; MOLINA, L. R.; FACURY-FILHO, E. J.; MOREIRA, G. H. F. A;;
MOREIRA, L. P. V.; GONCALVES, R. L.; CARVALHO, A. U. Escherichia coli J5:
imunizagado de fémeas bovinas leiteiras contra mastites causadas por Escherichia
coli. Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 43, n. 10, p. 1843-1851, 2013.

HARMON, R.J.; EBERHART, R.J.; JASPER, D.E.; LANGLOIS, B.E.; WILSON, R.A.
Microbiological procedures for the diagnosis of bovide udder infection.
Arlington: National Mastits Concil, 2009.

HEGAZI, A.; ABDOU, A. M.; ALLAH, F. A. Antimicrobial activity of propolis on the
bacterial causes of mastitis. Life Science Journal, Karaj, v. 11, n. 5, p. 572-576,
2014.

HIITIO, H.; RIVA, R.; AUTIO, T.; POLIJANVIRTA, T.; HOLOPAINEN J.; PYORALA,
S.; PELKONEN, S. Performance of a real-time PCR assay in routine bovine mastitis
diagnostics compared with in-depth conventional culture. Journal of Dairy
Research, Copenhagen, v. 82, n. 2, p. 200-208, 2015.

HOGAN, J.; SMITH, K. L. Coliform mastitis. Veterinary Research, v. 34, n. 5, p. 507-
519, 2003.

HUDSON, C. D.; BRADLEY, A. J.; BREEN, J. E.; GREEN, M. J. Associations
between udder health and reproductive performance in United Kingdom and dairy
cows. Journal of Dairy Science, Champaing, v. 95, n. 7, p. 3683-3697, 2012.

HUIJPS, K.; LAM, T. J.; HOGEVEEN, H. Costs of Mastitis: Facts and Perception.
Journal of Dairy Research, Copenhagen, v. 75, n. 1, p. 113-120, 2008.

IBGE. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Produg¢ao de Leite — 2016.
2017. Disponivel em <http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/economia>. Acesso
em: 06 dez, 2017.

IEA. Instituto de Economia Agricola. Queda no rebanho e na produgao de leite no
Estado de Sao Paulo, 2005 a 2014. 2015. Disponivel em: <http://
http://www.iea.sp.gov.br/out/LerTexto.php?codTexto=13692>. Acesso em: 15 mar.
2017.

IVEMEYER, S.; SMOLDERS, G.; BRINKMANN, J.; GRATZER, E.; HANSEN, B
HENRIKSEN, B.I.F.; HUBER, J.; LEEB, C.; MARCH, S.; MEJDELL, C.; NICHOLAS,



P.; RODERICK, S. STOEGER, E.; VAARST, M. WHISTANCE, L.K. WINCKLER, C;
WALKENHORST, M. Impact of animal health and welfare planning on medicine use,
herd health and production in European organic dairy farms. Livestock Science. v.
145, n. 1, p. 63-72, 2012.

LANGONI, H.; LAURINO, F.; FACCIOLI, P.Y.; SILVA, A. V.; MENOZZI, B. D. Cultivo
microbiolégico e a sensibilidade no isolamento de patégenos nas mastites bovinas.
Veterinaria e Zootecnia, Botucatu, v. 16, n. 4, p. 708-715, 2009.

LARANJA, L. F.; AMARO, F. Contagem de células somaticas: conceitos e
estratégias de controle. Balde Branco, Sao Paulo, v. 35, n. 408, p. 28-34, 1998.

MELLO, P. L.; AGOSTINIS, R. O.; BARZON, E. M.; COLOMBO, R. B.; SILVA, A. V,;
MARTINS, L. A. Prevaléncia da mastite subclinica e associacdo dos agentes
etiologicos com a contagem de células somaticas de vacas leiteiras da regido
sudoeste do Parana. Veterinaria e Zootecnia, Botucatu, v.19, n.4, p.513-521, 2012.

NACIONAL MASTITIS COUNCIL. Microbiological Procedures for the Diagnosis
of Bovine Udder Infection and Deter. Verona: Wis. 2004.

OLIVEIRA, S. J.; ALMEIDA, A. C.; WENCESLAU, R. R;; MORTHE, M. H. F;
OLIVEIRA, C. R;; SILVA, F. E. G,; LIMA, J. W. G.; MAIA, P. H. B. B. Efetividade
sobre a implementagdo de boas praticas de ordenha sobre contagem de células
somaticas (CCS) e contagem bacteriana total do leite (CBT) em rebanhos mesticos
localizados em regido semiarida do estado de Minas Gerais, Brasil. Revista de
Medicina Veterinaria e Zootecnia do CRMV-SP, S&o Paulo, v. 14, n. 3, p. 14-27,
2016.

PAUL, I.; GANGULY, S. Bovine mastitis, an economically important bacterial
infection of udder in cattle: A review. Indian Journal of Science Research
Technology, Taktakpur, v.2, n. 2, p.1-2, 2014.

PEREIRA, P. F. V., STOTZER, E. S.; PRETTO-GIORDANO, L. G.; MULLER, E. E;
LISBOA, J. A. Risck factors, etiology and clinical aspects of mastitis in meat ewes of
Parana, Brazil. Pesquisa Veterinaria Brasileira, Seropédica, v. 34, n. 1, p. 1-10,
2014.



10

PYORALA, S.; TAPONEN, S. Coagulase-negative staphylococci emerging mastitis
pathogens. Veterinary Microbiology. v. 134, p. 3-8, 2009.

RADOSTITS, O. M.; GAY, C. C.; BLOOD, D. C.; HINCHCLIFF, K. W. Veterinary
Medicine. A textbook of the diseases of cattle, horses, sheep, pigs, and goats.
10 th. Rio de Janeiro: Elsevier Saunders. 2006. 1737 p.

RAMIREZ, N. F.; KEEF, G.; DOHOO, I.; SANCHEZ, J.; ARROYAVE, O.; CERON, J;;
JARAMILO, M.; PALACIO, L. Herd-and cow-level risk factors associated with
subclinical mastitis in dairy farms from the hight plains of the northern Antioquia,

Colombia. Journal of Dairy Science, Champaing, v.97, n. 7, p. 4141-4150, 2014.

SHI, D.; HAO, Y.; ZHANG, A.; WULAN, B.; FAN, X. Antimicrobial resistance of
Staphylococcus aureus isolated from bovine mastitis in China. Transboundary and
Emerging diseases. v. 57, n. 4, p. 221-224, 2010.

SOUTO, L. I. M.; MINAGAWA, C. Y.; TELLES, E. O.; GARBUGLIO, M. A.; AMAKU,
M.; MELVILLE, P. A.; DIAS, R. A.; SAKATA, S. T.; BENITES, N. R. Correlation
between mastitis occurrence and count of microorganisms in bulk raw milk of bovine
dairy herds in four selective culture media. Journal of Dairy Research,
Copenhagen, v. 77, n. 1, p. 63-70, 2010.

SOUZA, K. S. S.; OLIVEIRA, Y. C. M.; DUARTE, A. F. V.; OLIVEIRA, T. C;
VELOSO, A. L. C.; OLIVEIRA, P. M. C.; FERNANDES, N. S. F. Resisténcia a
antimicrobianos de bactérias isoladas de vacas leiteiras com mastite subclinica.

Caderno de Ciéncias Agrarias, Belo Horizonte, v. 8, n. 2, p. 83-89, 2016.
STEVENS, M.; PIEPERS, S.; SUPRE, K.; DEWULF, J.; DE VLIEGHER, S.

Quantification of the antimicrobial consumption in adult cattle on dairy herds in
Flanders, Belgium, and the association with udder health, milk quality and
productions performances. Journal of Dairy Science, Champaing, v. 99, n. 3, p.
2118-2130, 2016.

SZTACHANSCHA, M.; BARANSCHI, W.; JANOWSKI, T.; POGORZELSKA, J;
ZDUNCZYK, S. Prevalence and etiological agents of subclinical mastitis at the and of
lactation in nine dairy herds in North-East Poland. Polish Journal of Veterinary
Science, Olsztyn, v. 19, n. 1, p. 119-124, 2016.



11

VAZ, AK.; PATERNO, M.R.; MARCA, A. Avaliacdo da vacina estafilocécica como
auxilio a antibioticoterapia de mastite subclinica durante o periodo de lactacdo. A
Hora Veterinaria, Porto Alegre, v. 21, n. 124, p. 68-70, 2003.

WENZ, J. R.; BARRINGTON, G. M.; GARY, F. B.; ELLIS, R. P.; MAGNUSON, R. J.
Escherichia coli isolates serotypes, genotypes, and virulence genes and clinical
coliform mastitis severety. Journal of Dairy Science, Champaing, v. 89, n. 9, p.
3048-3412, 2006.



12

CAPITULO 2 - Ocorréncia de mastite subclinica bovina e sua relagdo com a
contagem de células somaticas e o agente etiolégico *

Daniela J. de Queiroz*2, Taina C. B. V. Silva3, Mayara G. Fonseca®*, Inivaldo Corréa5, Maria da Graca P.
Corréa®, Fernanda P. Toro?, Deborah P. M. Dias8, José C. de Lacerda-Neto?

ABSTRACT.- Queiroz D.J., Silva T.C.B.V, Fonseca M.G., Corréa I., Corréa M.G.P., Toro F.P.,, Dias D.P.M. &
Lacerda-Neto J.C. 2017. [Occurrence of bovine subclinical mastitis and the relation between somatic
cell count (SCC) and the etiological agent.] Ocorréncia de mastite subclinica bovina e sua relagdo com a
contagem de células somadticas e o agente etioldgico. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00.
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Via
de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane s/n, Jaboticabal, SP 14884-900, Brazil. Centro Universitario Barao
de Mauj, Avenida Patriarca, n. 4700, Ribeirdo Preto, SP, Brazil. E-mail: danielajqueiroz@hotmail.com
Although characterized by absence of visible clinical signs, subclinical mastitis is responsible for more
economic losses than clinical mastitis concerning the decrease in milk production. This study evaluated
the occurrence of subclinical mastitis and verified the relation between somatic cell count (SCC) and the
etiological agent involved in cows from a dairy farm of the Sdo Paulo state. Milk samples were obtained
from four mammary quarters, and SCC and microbiological examination were carried out. From 210 milk
samples, 33.81% showed growth of microorganisms, and the most prevalent were Staphylococcus and
Streptococcus, which led to a higher somatic cell count in milk. It is concluded that there is a need to
improve the management of milking and environmental conditions in order to reduce the occurrence of
subclinical mammary infections.

INDEX TERMS: mammary infection, bovine, somatic cell count, microbiological examination, etiology.

RESUMO.- A mastite subclinica, apesar de ndo apresentar sinais clinicos visiveis, é responsavel por perdas
econdmicas mais importantes do que a mastite clinica, relacionadas principalmente a diminuicdo da
producdo de leite. Este estudo verificou a ocorréncia de mastite subclinica e relacionou a contagem de
células somaticas (CCS) com o agente etioldgico envolvido em vacas leiteiras de uma propriedade do
interior do Estado de Sdo Paulo. Coletou-se amostras de leite, dos quatro quartos mamarios, de 210 vacas
em lactacdo para realizacdo de CCS e exame microbiologico. Das 210 amostras de leite coletadas
observou-se crescimento de microrganismos em 33,81% e os principais agentes etiol6gicos isolados
foram dos géneros Staphylococcus e Streptococcus. Em relagdo a CCS esses mesmos microrganismos foram
responsaveis por aumento da contagem de células somaticas do leite em comparagdo as amostras
negativas no exame microbiolégico. Diante dos dados obtidos conclui-se a necessidade de melhora do
manejo de ordenha e condi¢cdes ambientais a fim de diminuir a ocorréncia de infeccdes mamarias
subclinicas.

TERMOS DE INDEXACAO: infeccdo mamaria, bovino, contagem de células somadticas, exame
microbiolégico, etiologia.
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INTRODUCAO

O Brasil possui o segundo maior rebanho bovino do mundo, perdendo apenas para a India, e
encontra-se em segundo lugar no nimero de animais abatidos, segundo o Depec (2017). Em relacdo a
producdo de leite em 2016, o Brasil produziu aproximadamente 34 bilhdes de litros alcancando o quinto
lugar do ranking mundial de paises produtores de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE 2016). Apesar de ser um dos maiores produtores do mundo, o Brasil ainda importa
lacteos para suprir as necessidades do mercado interno (Milkpoint 2015). Em relacdo a produgdo de leite
por regido, o Sudeste é o segundo maior produtor (34,6%) perdendo apenas para a regido Sul (34,7%)
(Milkpoint 2015). Apesar da maior parte dos animais no Brasil ainda serem criados exclusivamente a
pasto, o0 manejo vem se tornando cada vez mais intensivo a fim de melhorar indices zootécnicos e
sustentar tamanha producdo. Diante disso, a saide dos bovinos é indispensavel para uma pecuaria
competitiva. Porém a busca por indices zootécnicos como ganho de peso, producido de leite e fertilidade,
cada vez melhores, predispde a diversas enfermidades. Dentre as doengas associadas aos sistemas de
producdo intensiva, as que acometem o Ubere juntamente com as afec¢des podais e os problemas de
fertilidade sdo as principais responsaveis por perdas tanto na industria de leite quanto de carne (Ribeiro
etal. 2003, Konig & Liebich 2011).

A mastite se caracteriza pela inflamagdo de um ou mais quartos mamarios e pode ser classificada
de acordo com sua apresentacdo em mastite clinica ou subclinica, ou de acordo com o agente etiolégico
envolvido em mastite contagiosa ou ambiental (Radostits et al. 2006). E a inflamagdo mais frequente em
animais de producdo leiteira e a principal causa de prejuizos financeiros na pecudria de leite (Paul &
Ganguly 2014, Pereira et al. 2014). A mastite subclinica, apesar de ndo apresentar sinais clinicos visiveis, é
responsavel por perdas econdmicas mais importantes do que a mastite clinica, e essas estdo relacionadas
a diminuicdo da producido de leite (Huijps et al. 2008). Diversos agentes etiolégicos sdo causadores de
mastite bovina, como bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras (Sztachanscha et al. 2016).
Dentre as bactérias, as dos géneros Staphylococcus, Streptococcus e Corynebacterium sdo as mais
prevalentes e causadoras de mastites contagiosas (Acosta et al. 2016, Souza et al. 2016, Sztachanscha et al.
2016). As bactérias chamadas coliformes, como Escherichia coli, Klebsiella sp. e Enterobacter sp., sdo as
principias responsaveis pelas mastites ambientais e possuem grande impacto econdémico por causar
muitos casos de mastite aguda, alta taxa de descarte de leite, alta mortalidade de animais por choque
endotoxémico, além de o tratamento com antibidticos ser ineficaz na maioria dos casos (Wenz et al. 2006).

0 diagndstico das mastites subclinicas é feito por meio de testes que avaliam o contetdo
leucocitario do leite, como o California Mastitis Test (CMT) e a contagem de células somaticas (CCS) no
leite. A CCS, além de ser utilizada no diagnéstico das mastites subclinicas, é um excelente indicador da
qualidade do leite, e ainda estad intimamente relacionada as perdas econémicas ocasionadas pela mastite,
uma vez que existe uma correlacio negativa entre CCS e producdo de leite (Laranja & Amaro 1998, Cunha
et al. 2008). O aumento do numero de células somaticas no leite indica inicio de um processo inflamatério
(Della Libera et al. 2011, Deb et al. 2013) e de acordo com Harmon et al. (1990), CCS acima de 250.000
células/mL é indicativo de mastite subclinica. O exame microbiolégico é utilizado para identificacio
precisa do agente etiolégico, possibilitando determinar a fonte de infec¢do e adotar medidas adequadas de
controle (Beloti et al. 1997, Langoni et al. 2009). Ferramentas moleculares também podem ser utilizadas
para identificagdo precisa dos patégenos de modo a complementar o resultado da anélise microbioldgica
(Hiitio et al. 2015).

Este estudo objetivou verificar a prevaléncia de mastite subclinica em um rebanho de vacas
leiteiras do interior do Estado de Sdo Paulo e relacionar a CCS com o agente etioldgico envolvido.

MATERIAL E METODOS

Participaram do estudo 210 vacas Holandesas entre o segundo e sexto més de lactagdo, criadas
em sistema intensivo, com faixa etaria entre 3 e 7 anos, e producdo diaria média de 29 litros de leite,
pertencentes a uma propriedade localizada no interior do Estado de Sdo Paulo (Comité de Etica em
Pesquisa e Experimentacdo Animal - CEPAN - do Centro Universitario Bardo de Maua - Protocolo n2
275/16). O estudo foi realizado em outubro de 2016 e todas as coletas ocorreram no mesmo dia. Os
animais eram ordenhados mecanicamente trés vezes ao dia e as coletas para o estudo foram realizadas na
ordenha da manha. Previamente a ordenha, os tetos eram higienizados com agua, quando necessario e, na
sequéncia, era realizada a antissepsia com solucdo de clorexidine 0,3% (pré-dipping) e secagem com
papel toalha individual. Em seguida, eram eliminados os primeiros jatos de leite para realizacdo do teste
de Tamis e identificacdo de possiveis alteragdes indicativas de enfermidade clinica, tais como presenca de
grumos e altera¢do na coloracdo da secrecido lactea. Na sequéncia coletava-se amostra de secrecdo lactea
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de cada quarto mamario por meio de ordenha manual, em frascos estéreis proprios para realizacio de
exame microbiolégico, e depois era realizada ordenha mecanica por meio de teteiras e sistema a vacuo
com copo coletor, obtendo fracdes de leite de todo o processo de ordenha e assim selecionando uma
amostra homogénea. Tanto a CCS quanto o exame microbioloégico eram realizados em um pool de
amostras composto por secrecdo lactea dos quatro quartos mamadarios de cada vaca. Apds a ordenha
completa de todos os quartos, realizava-se p6s-dipping com solucdo de iodo 1%.

As amostras de leite coletadas no copo coletor eram armazenadas em frascos contendo bromopol
e encaminhadas a Clinica do Leite - Esalq/ USP (Piracicaba/ SP) para realizacdo da CCS em aparelho de
citometria de fluxo e as amostras coletadas para analises microbioldgicas eram enviadas ao Laboratério
Vitafort Indudstria e Comércio de Produtos Veterinarios Ltda (Ribeirdo Preto/ SP) onde realizou-se cultura
microbiolégica nos meio agar sangue, 4gar MacConkey e agar Sabouraud com dextrose. As placas foram
incubadas a 35°C e as leituras realizadas ap6s 24 e 48 horas.

Para a andlise estatistica, os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk
(P<0,05), ao teste de homocedasticidade de Levene (P<0,05) e em seguida a analise descritiva. Para
avaliar a relacdo entre o valor da CCS e o tipo ou nimero de agentes isolados no exame microbioldgico, as
medianas da CCS foram comparadas por meio do Teste de Kruskall-Wallis (P<0,05) no programa
STATISTICA® 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 210 amostras de leite coletadas observou-se crescimento de microrganismos em 71 (33,9%)
e as outras 139 foram negativas no exame microbiolégico (66,2%), conforme demonstrado no Quadro 1.
Os presentes resultados corroboram Acosta et al. (2016) que relataram prevaléncia de mastite subclinica
entre 10 e 48,6% e também Sztachanska et al. (2016) que detectaram a afec¢do em 36,7% dos animais
avaliados. Ja Mello et al. (2012) detectaram ocorréncia de mastite subclinica bem mais elevada, em torno
de 70%. Para Ribeiro et al. (2003) a prevaléncia de mastite subclinica em uma propriedade nao deve
ultrapassar 15% levando-se a concluir que foi alta nesse estudo. Ademais, em 39 amostras (54,9%) isolou-
se apenas um agente etiolégico, em 25 amostras (35,2%) dois agentes e em sete amostras (9,86%) trés
microrganismos simultaneamente (Quadro 1).

Quadro 1. Contagem de células somaticas (x 103 células/mL) segundo o nimero de
microrganismos isolados no exame microbiologico

CCS
. ) )
isii(l)'glr?;:ismosde n (%) Minimo Mediana (12uartil (32uartil Maximo f):i(:‘ﬁo
1 microrganismo 39 (18,6) 26 4654 250 622 2614 83
2 microrganismos 25 (11,9) 25 8334 423 1163 9824 474
3 microrganismos 7 (3,33) 333 10304 417 2961 4320 566
Sem crescimento 139 (66,2) 3 678 28 125 792 8

(AB) Medianas seguidas de letras distintas na coluna diferem pelo teste de Kruskall-Wallis (P<0,05).

Quanto aos microrganismos encontrados, o género Staphylococcus foi o mais prevalente (50%),
tendo sido identificado em 42 amostras, seguido por Streptococcus sp. isolado em 29 amostras (34,5%),
Enterobacter sp. isolado em 12 (14,3%), leveduras isoladas também em 12 (14,3%), Escherichia coli
isolada em 8 (9,5%), Salmonella sp. isolada em 7(8,3%), Proteus sp. isolado em 6 (7,1%), Citrobacter sp. e
Pseudomonas sp. isoladas em 4 (4,8%) cada uma, outras bactérias Gram negativas isoladas em 2 (2,4%) e
Serratia sp. e Shigella sp. isoladas em apenas uma amostra cada (1,2%). Os resultados obtidos estdo em
consondncia com dados da literatura que trazem Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. como os principais
causadores de mastites bovinas (Mello et al. 2012, Acosta et al. 2016). Ainda, no presente estudo, dentro
do género Staphylococcus, o patoégeno isolado com maior frequéncia foi S. aureus. De acordo com Budri et
al. (2015) e Fabres-Klein et al. (2015) esse microrganismo é mais resistente a antimicrobianos por formar
um biofilme nos tecidos da glandula mamaria e essa pode ser a explicacdo pela sua alta frequéncia de
isolamento em casos de mastite. Em relacdo ao género Staphylococcus as espécies S. chromogenes, S.
aureus e S. epidermidis foram identificadas, e em relacdo ao género Streptococcus as espécies S. uberis e S.
agalactiae foram identificadas.
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A maior prevaléncia dos géneros Staphylococcus e Streptococcus caracteriza principalmente
ocorréncia de mastite contagiosa. No entanto, houve também crescimento de microrganismos causadores
de mastites ambientais como E. coli e Enterobacter sp., indicando necessidade de revisar o manejo de
ordenha e higiene ambiental além do emprego de solu¢des desinfetantes tanto antes quanto depois da
ordenha. De acordo com Martins et al. (2017) a eficacia da desinfeccdo dos tetos depende ndo apenas da
formulagdo dos produtos utilizados, mas também do agente etioldgico e condi¢gdes ambientais.

Em relacdo a CCS, nas amostras de leite em que ndo houve crescimento bacteriano a mediana foi
de 67.000 células/mL. J& nas amostras nas quais se isolou apenas um microrganismo a CCS foi de
465.000células/mL, nas quais se isolou dois agentes foi de 833.000 células/mL e nas quais se isolou trés
foi de 1.030.000 células/mL, conforme demonstrado no Quadro 1. Esses resultados corroboram os de
Harmon et al. (2009) que relataram que CCS acima de 250.000 células/mL caracterizam mastite subclinica.
De et al. (2011) e Sharma et al. (2011) relataram que fatores como agente etioldgico, estagio e nimero de
lactagdes, producdo, periodo do ano e raga influenciam na CCS. Ao analisar os dados, ndo se observou
diferenca de mediana entre as amostras em que se isolou um, dois ou trés microrganismos
simultaneamente havendo diferenca apenas entre a mediana de CCS nas amostras negativas no exame
microbiolégico quando comparada as amostras positivas, nas quais a CCS foi maior.

De acordo com Auldist e Hubble (1998) a mastite é responsavel por causar diminui¢do da
producdo de leite ndo apenas na lactagio atual como também nas seguintes, sendo assim responsavel por
importantes perdas econOmicas. Philpot e Nickerson (1992) afirmaram que contagens celulares de
200.000, 500.000, 800.000 e 1.000.000 de células/mL de leite indicam diminui¢do de producdo de 6%,
9%, 11% e 12% respectivamente, reforcando assim a necessidade de se controlar a celularidade do leite
evitando prejuizos.

Ao relacionar a mediana de CCS e o resultado do exame microbiolégico ndo houve diferenca entre
as amostras na qual se isolou Proteus sp., Pseudomonas sp., Staphylococcus coagulase positiva, Citrobacter
sp., Enterobacter sp., Escherichia coli e levedura e as amostras nas quais ndo houve crescimento bacteriano.
No entanto, a mediana de CCS foi maior quando comparada as amostras negativas, naquelas onde se
isolou Streptococcus sp. e Staphylococcus coagulase negativa (Quadro 2). Esses resultados sdo similares
aos encontrados por Mello et al. (2012) que verificaram CCS mais elevada em relacdo as amostras
negativas apenas naquelas em que se isolou Streptococcus agalactiae. No presente estudo acredita-se que
a auséncia de diferenca entre a mediana de CCS das amostras positivas para Proteus sp., Pseudomonas sp.,
Staphylococcus coagulase positiva, Citrobacter sp., Enterobacter sp. e Escherichia coli em relacdo as
amostras negativas deve-se ao n baixo (trés ou menos amostras) e consequente erro padrdo da média
elevado. Apesar de esses microrganismos terem sido isolados em um pequeno nimero de amostras sio
importantes patégenos causadores de mastite bovina.
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Quadro 2. Contagem de células somaticas (103 células/mL) segundo o tipo e o niimero de
microrganismos isolados no exame microbioldgico.

CCS
. . 1¢ 3¢ fos Erro
. . o
Microrganismo n (%) Minimo Mediana Quartil Quartil Maximo padrio

Proteus sp. 1(0,48) 1991 199148 1991 1991 1991 -
Pseudomonas sp. 1(0,48) 622 62248 622 622 622 -
Staphylococcus 2 (0,95) 531 79648 531 1061 1061 265
coagulase positiva
Citrobacter sp. 3(1,43) 487 81248 487 2614 2614 662
Enterobacter sp. 3(1,43) 352 69948 352 1220 1220 252
Escherichia coli 3(1,43) 298 46548 298 1491 1491 373
Levedura 5(2,38) 26 76AB 66 181 396 67
Streptococcus spp. 6 (2,86) 250 4624 293 545 584 56
Staphylococcus 15 (7,14) 68 4114 222 561 743 52
coagulase negativa
2 microrganismos? 25(11,9) 25 8334 423 1163 9824 474
3 microrganismos? 7 (3,33) 333 10304 417 2961 4320 566
Sem crescimento 139 (66,2) 3 678 28 125 792 8

(AB) Medianas seguidas de letras distintas na coluna diferem pelo teste de Kruskall-Wallis (P<0,05).
1Diferentes associa¢des dos seguintes microrganismos: Citrobacter sp., Escherichia coli, Enterobacter
sp., Levedura, Proteus sp., Pseudomonas sp., Salmonella sp., Serratia sp., Staphylococcus coagulase
negativa, Staphylococcus coagulase positiva, Shigella sp., Streptococcus sp.

De acordo com Viana et al. (2002) e Souza et al. (2009) infec¢des mamarias por Streptococcus
agalactiae sdo responsaveis por maior celularidade do leite, confirmando a influéncia dos diferentes
agentes etiolégicos na contagem de células somaticas. No presente estudo, tanto Streptococcus sp. quanto
Staphylococcus coagulase negativa ocasionaram maior CCS do leite.

CONCLUSAO
Observou-se alta ocorréncia de mastite subclinica causada tanto por microrganismos contagiosos
quanto ambientais e os géneros mais prevalentes foram Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. Analisando-
se a mediana de CCS conclui-se que os diferentes agentes etioldgicos tem influéncia na celularidade do
leite. Diante dos dados obtidos conclui-se necessidade de melhora do manejo de ordenha e condi¢cdes
ambientais a fim de diminuir a ocorréncia de infec¢des mamadrias subclinicas, e também sugere-se
instituir a vacinagdo como método de controle de mastite
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CAPITULO 3 - Eficacia de vacina comercial e vacina teste, ambas compostas
por bacterina mista inativada, no controle de mastite subclinica
em vacas leiteiras’

Daniela ]. de Queiroz*2, Taina C. B. V. Silva3, Mayara G. Fonseca®*, Inivaldo Corréa5, Maria da Graca P.
Corréa®, Fernanda P. Toro?, Deborah P. M. Dias8, José C. de Lacerda-Neto?

ABSTRACT.- Queiroz D.J., Silva T.C.B.V, Fonseca M.G., Corréa I., Corréa M.G.P., Toro F.P.,, Dias D.P.M. &
Lacerda-Neto J.C. 2017. [Efficacy of comercial vaccine and test vaccine, both composed of inactivated
mixed bacterin, in the control of subclinical mastitis in dairy cows.] Eficicia de vacina comercial e
vacina teste, ambas compostas por bacterina mista inativada, no controle de mastite subclinica em vacas
leiteiras. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Clinica e Cirurgia Veterindria,
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane s/n,
Jaboticabal, SP 14884-900, Brazil. Centro Universitario Bardo de Mauda, Avenida Patriarca, n. 4700,
Ribeirdo Preto, SP, Brazil. E-mail: danielajqueiroz@hotmail.com

Vaccines are an important strategy for mastitis control because it increases the animal immune
response capacity. This study aimed to verify the efficacy of a comercial vaccinel? and a test vaccine, both
containing mixed inactivated bacterin, in the control of subclinical mastitis in Holstein cows. At the
beginning of the experimental period, 100% of animals had subclinical mastitis. Five days after, in the the
end of vaccination protocol, 63.64% of animal treated with comercial vaccine and 60% of those treated
with test vaccine, while only 18.18% of the animals in the control group were cured, and fourteen days
after 27.27% treated with comercial vaccine were cured, 50% treated with test vaccine and 36.36%
control animals. There was no difference in somatic cell counts between groups at different times as there
was no difference in IgG titers between vaccinated and unvaccinated animals. The avoidable fraction of
the comercial vaccine was 55.6% and the test vaccine 51.1%. Nevertheless, it was concluded that the
treated animals, both with the comercial vaccine and with the test vaccine, presented a higher percentage
of cure in relation untreated animals, thus, vaccination was an alternative in the control of subclinical
mastitis.

INDEX TERMS: vaccination, somatic cell count, microbiological examination, IgG, immune response.

RESUMO.- A utilizagdo de vacinas é uma importante estratégia de controle das mastites uma vez que
aumenta a capacidade de resposta imune do animal. Esse estudo teve como objetivo verificar a eficicia de
uma vacina comerciall®e de uma vacina teste, ambas contendo bacterina mista inativada, no controle das
mastites subclinicas em um rebanho de vacas holandesas. No inicio do periodo experimental 100% dos
animais encontravam-se com mastite subclinica, cinco dias apés o final do protocolo vacinal observou-se
cura em 63,64% dos animais tratados com vacina comercial e em 60% dos tratados com vacina teste,
enquanto apenas 18,18% dos animais do grupo controle encontravam-se curados, e quatorze dias apos
27,27% tratados com vacina comercial permaneciam curados, 50% dos tratados com vacina teste e

1 Artigo redigido de acordo com as normas da revista Pesquisa Veterindria Brasileira

2Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (FCAV, UNESP), Via de
Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n, Jaboticabal, SP, Brasil. Centro Universitario Bardo de Mau4, Avenida Patriarca, n. 4700,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil. *Autor para correspondéncia: danielajqueiroz@hotmail.com
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36,36% dos animais controle. Ndo se observou diferen¢a da contagem de células somaticas entre os
grupos nos diferentes momentos assim como ndo houve diferenca dos titulos de IgG entre os animais
vacinados e ndo vacinados. A fracdo evitavel da vacina comercial foi de 55,6% e da vacina teste de 51,1%.
Apesar disso conclui-se que os animais tratados, tanto com a vacina comercial quanto com vacina teste,
apresentaram uma maior porcentagem de cura em relacdo aos animais ndo tratados, sendo assim a
vacinacdo uma boa alternativa no controle das mastites subclinicas.

TERMOS DE INDEXACAO: vacinagio, contagem de células somaticas, exame microbiolégico, IgG, resposta
imune.

INTRODUCAO

O Brasil é o quarto maior produtor de leite do mundo tendo produzido em 2015
aproximadamente 34 bilhdes de litros, apesar disso ainda importa produtos lacteos para sustentar a
demanda nacional (IBGE 2015; Milkpoint 2015). Dentre os gargalos da producdo de leite a mastite,
juntamente com as afec¢des podais e doengas do trato reprodutivo, possui papel importante sendo
responsavel por grandes prejuizos econémicos ao produtor (Ribeiro et al. 2003).

A mastite se caracteriza por inflamagao da glindula mamaria e se manifesta sob a forma clinica ou
subclinica (Radostits et al. 2002). A forma subclinica é a mais prevalente, causa altera¢des microscépicas
do leite, como aumento da contagem de células somaticas (CCS) e mudangas na composicdo da secrecio
lactea, e é responsavel por 70% das perdas econdmicas envolvendo a mastite (Radostits et al. 2002;
Prestes et al. 2002; Huijps et al. 2008).

A profilaxia das mastites est4 mais relacionado a prevenc¢io do que ao tratamento e a utilizagao de
vacinas, sejam elas comerciais ou autégenas, é uma importante estratégia de controle uma vez que
aumenta a capacidade de resposta imune do animal (Concha 2004; Santos e Fonseca 2005).

Neste contexto esse estudo teve como objetivo verificar a eficdcia da utilizacdo de uma vacina
comercial e de uma vacina teste, ambos contendo bacterina inativada de cepas de S. agalactiae, S.
dysgalactiae, S. uberis, S. epidermidis, S. aureus, E. coli, C. pyogenes, S. typhimurium, P. aeruginosa, K.
pneumoniae, B. subtilis e P. Multocida, no controle das mastites subclinicas em um rebanho de vacas
holandesas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas no estudo trinta e seis vacas holandesas, entre o segundo e o sexto més de
lactacdo, estabuladas em sistema free-stall, com idade entre trés e sete anos e produ¢do média de leite de
25 litros diarios (Comité de Etica em Pesquisa e Experimentagio Animal - CEPAN - do Centro
Universitario Bardo de Maua - Protocolo n? 275/16). Todas as vacas encontravam-se com mastite
subclinica diagnosticada por meio de CCS e avaliagdo microbioldgica. Considerou-se como sendo mastite
subclinica secregdo lactea de aparéncia normal porém com CCS acima de 250.000 células/mL de leite e
resultado positivo no exame microbiolégico.

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais cada um composto por doze vacas. O
primeiro grupo, chamado de G1, foi tratado com a vacina comercial, o segundo grupo (G2) com a vacina
teste e o terceiro grupo (G3) foi o grupo controle, tratado com solucdo fisiolégica. Imediatamente antes da
ordenha os tetos eram higienizados com agua, caso necessario e, em seguida, era realizada a antissepsia
com solucdo de clorexidine a 0,3% (pré-dipping) e secagem com papel toalha individual. Na sequéncia
eram eliminados os primeiros jatos de leite para realizacido do teste de Tamis e identificagdo de possiveis
alteracgdes da secrecdo lacteal indicativas de enfermidade clinica e uma amostra de leite era coletada de
cada quarto mamario por meio de ordenha manual, em frascos esterilizados préprios para realizacdo de
exame microbiolégico. Depois era realizada ordenha mecanica por meio de teteiras automaticas e sistema
a vacuo com copo coletor, no qual se obtinha fracdes de leite de todo o processo de ordenha para
realizacdo da CCS. Essas amostras de leite eram armazenadas em frascos contendo bromopol e
encaminhadas ao laboratério para realizacdo da CCS em aparelho de citometria de fluxo. Ao final da
ordenha realizava-se pés-dipping com solucdo de iodo a 1% e apds a ordenha eram feitas as
administracdes de vacina, vacina teste ou solugao fisiolégica, de acordo com o grupo experimental. Tanto a
vacina comercial quanto a vacina teste utilizados sdo compostos por bacterina mista inativada, no entanto
a vacina comercial leva em sua composi¢do hidrolisado de glandula mamaria de bovinos enquanto na
vacina teste esse hidrolisado é substituido por 6rgios de suino, ndo tendo assim a vacina teste material
bovino em sua composigao.
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Em relacdo as administracdes da vacina comercial, vacina teste e solugio fisiologica foram feitas 3
séries cada uma composta por 3 administracdes de 5 ml, por via subcutanea, na tdbua do pescogo, com
intervalo de 48 horas entre elas. O intervalo entre as séries foi de uma semana, conforme normas do
fabricante.

Conforme se observa na figura 1 a CCS e o exame microbiolégico foram realizados imediatamente
antes da administracio da vacina comercial, vacina teste ou solucdo fisiolégica (D0), cinco dias ap6s o final
do protocolo vacinal (D31) e quatorze dias apds (D45). Nos dias DO e D31 também foi realizada coleta de
sangue mediante venipuncdo da veia coccigea para dosagem de imunoglobulina G (IgG) pelo método de
ELISA. A leitura das placas foi feita a 405 nm em espectrofotometro e os dados analisados no programa
computadorizado Gen5.
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Figura 1. Linha do tempo ilustrando os momentos experimentais. D: dia; Adm: administracio;
CCS: coleta de material para realizacdo de contagem de células somaticas; Micro: coleta de
material para realizacdo de exame microbiolégico; IgG: coleta de material para dosagem de IgG
sérica

Para a andlise dos dados realizou-se estatistica descritiva estabelecendo-se a porcentagem de
cura em cada grupo experimental. Os animais foram considerados curados quando ndo houve
identificacdo de microrganismos no exame microbiolégico e doentes quando houve isolamento de um ou
mais agentes etioldgicos. Os dados de CCS foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk
(P<0,05). A comparacdo da CCS entre os dias de avaliagdo dentro do mesmo tratamento foi realizada pelo
teste de Friedman (P<0,05), j4 a comparagdo entre tratamentos dentro do mesmo dia de avaliacio foi
realizada por meio do teste de Kruskal-Wallis (P<0,05) utilizando o programa STATISTICA 7.0®. Os
resultados de IgG foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) ao nivel de probabilidade de 5% e
teste de Tukey (P<0,05) utilizando-se o programa Graphpad Prism®.

Calculou-se também a eficacia da vacina por meio da férmula proposta por Tizard (1998) na qual
se obtém como resultado uma estimativa da fracdo evitavel (FE). Para tanto substituiu-se a porcentagem
de mortes pela porcentagem de animais com mastite subclinica de acordo com férmula abaixo:

FE (%) = % ADGC - %ADGT
% ADGC

onde:
% ADGC = % de animais doentes no grupo controle
% ADGT = % de animais doentes no grupo tratado

RESULTADOS E DISCUSSAO
O exame microbioldgico realizado no DO permitiu a identificagio dos microrganismos
responsaveis pelos casos de mastite subclinica das vacas utilizadas no presente estudo. Os
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microrganismos isolados foram Staphylococcus coagulase positiva, Staphylococcus coagulase negativa,
Streptococcus sp., Enterobacter sp., Escherichia coli, Salmonella sp., Proteus sp., Pseudomonas sp., Serratia
sp. e Shigella sp., sendo que os microrganismos dos géneros Staphylococcus e Streptococcus foram os mais
prevalentes estando presentes em, respectivamente, 50% e 47,2% das amostras de leite. Esse achado
corrobora Mello et al. (2012) e Acosta et al. (2016) que relatam que Staphylococcus sp. e Streptococcus sp.
sdo os principais causadores de mastites bovinas. No D31 os microrganismos isolados foram
Staphylococcus coagulase positiva, Staphylococcus coagulase negativa, Streptococcus sp., Enterobacter sp.,
Escherichia coli, Proteus sp., Pseudomonas sp., Serratia sp., Klebsiella sp. e leveduras. J4 no D45 isolou-se
Staphylococcus coagulase positiva, Staphylococcus coagulase negativa, Streptococcus sp., Enterobacter sp.,
Escherichia coli, Serratia sp. e leveduras.

Na figura 2 pode-se observar que no inicio do periodo experimental (D0) todos os animais
(100%) encontravam-se com mastite subclinica. J4 no D31 observou-se cura em 63,6% dos animais
tratados com vacina comercial (G1) e em 60% dos animais tratados com vacina teste (G2), enquanto no
grupo controle (G3) apenas 18,2% dos animais encontravam-se curados. No D45, 27,3% dos animais do
G1 permaneciam curados, 50% do G2 e 36,4% do G3. Ademais nenhum dos animais, tanto do grupo
controle quanto dos grupos tratados, desenvolveu mastite clinica.
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Figura 2. Porcentagem de vacas curadas, de acordo com resultado do exame microbiolégico,

cinco dias (D31) e quatorze dias apo6s (D45) o final do protocolo vacinal com vacina comercial

(G1), vacina teste (G2) ou administragao de solucio fisiolégica (G3), Cravinho - SP, 2016.
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Uma vez que ndo foram utilizados antimicrobianos no tratamento desses animais e que a
porcentagem de cura nos grupos tratados (G1 e G2) foi maior quando comparada ao grupo controle (G3)
pode-se atribuir esses resultados ao aumento da resposta imune promovida pela vacina e pela vacina
teste. De acordo com Santos e Fonseca (2005) as vacinas contra mastite sdo uma estratégia de controle
interessante uma vez que aumentam a cura espontanea ao aumentar a capacidade de resposta imune do
organismo frente ao agente etioldgico. Portes et al. (2006), ao estudarem animais vacinados com vacina
comercial contra mastite estafilocécica, também observaram uma melhora da resposta imune a qual
associaram ao acréscimo dos indices de adesdo bacteriana e fagocitose pelos neutréfilos do leite,
importantes mecanismos de defesa da glandula mamaria.

Ainda na figura 2 é possivel perceber que dezessete dias apds o final do protocolo vacinal (D45) a
porcentagem de animais curados, tanto no G1 quanto no G2, diminuiu em relacdo a porcentagem de
curados no D31. Ao considerar esse achado juntamente com o fato de que no D31 e D45 foram isolados
microrganismos que nio estavam presentes nas amostras de leite no D0, pode-se suspeitar que
provavelmente houve reinfeccdo da glandula mamaria, indicando a necessidade de melhoria do manejo
geral e manejo de ordenha a fim de controlar patégenos ambientais e contagiosos envolvidos nos quadros
de mastite subclinica. De fato segundo Acosta et al. (2016) os principais fatores de risco associados a
mastite bovina sdo aqueles relacionados ao manejo, como sistema de criacio empregado, deficiéncia na
limpeza de instala¢des e equipamentos de ordenha e ndo separacdo de fémeas doentes.
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Em relacio a mediana de CCS (Quadro 1) ndo se observou diferenca (P>0,05) dentro de um
mesmo tratamento nos diferentes momentos nem entre os diferentes grupos em um mesmo momento.
Nos trés grupos experimentais, nos momentos D31 e D45, a mediana de CCS foi igual ao DO apesar de
haverem animais sadios (resultado negativo no exame microbiolégico) enquanto no DO todos os animais
encontravam-se com mastite subclinica (resultado positivo no exame microbiol6gico). Molina et al. (2013)
também ndo observou diferenca de CCS entre vacas vacinadas com vacina comercial contra Escherichia
coli e vacas ndo vacinadas, no entanto Wilson et al. (2007) relata diminuicdo da CCS de vacas
aproximadamente 30 horas apds a vacinagdo com vacina comercial contra E. coli e afirma que essa
reducdo é um importante indicador da menor reacdo inflamatéria da glandula mamaéaria dos animais
vacinados. Maia et al. (2013) também observou diminui¢do da CCS no dia da secagem em vacas vacinadas
com vacina comercial contra E. coli.

Ao se avaliar animais individualmente observou-se existéncia de vacas com exame microbioldgico
negativo porém apresentando altas contagens de células sométicas na secrecdo lactea nos momentos D31
e D45. Isso pode ser explicado pela permeabilidade ainda aumentada dos vasos sanguineos que irrigam a
glandula mamaria, permitindo passagem de células somaticas para o leite. No presente estudo foram
utilizadas vacas entre trés e sete anos de idade e acredita-se que especialmente em vacas mais velhas,
devido a menor quantidade de elastina nos vasos sanguineos, é necessario que transcorra um tempo
maior até o reestabelecimento da permeabilidade normal dos vasos sanguineos apds um processo
inflamatério. A ideia de que a idade das vacas possa ter influenciado no presente achado corrobora Cunha
et al. (2008) que relataram que um maior nimero de lactacdes estd relacionado a maior contagem de
células somaticas no leite.

Quadro 1. Mediana * erro padriao da média da contagem de células somaticas nos dias 0 (D0), 31
(D31) e 45 (D45) apos a realizacio dos tratamentos, Cravinhos - SP, 2017.

Tratamento DO D31 D45 P1
Vacina comercial (G1) 579 + 207 402 + 33 472 + 212 P=0,076
Vacina teste (G2) 644 + 151 457 + 134 481+ 156 P =0,297
Solugio Fisiolégica (G3) 755 + 136 633 + 485 549 + 108 P=0,264
p? P =0,709 P=0,139 P = 0,988

1Comparagdo entre dias de avaliacdo dentro do mesmo tratamento pelo teste de Friedman. 2Comparacao
entre tratamentos dentro do mesmo dia de avaliacdo pelo teste de Kruskal-Wallis.

Em relacdo a avaliagdo dos titulos de IgG ndo se observou diferenca entre os grupos nos
diferentes momentos. No DO os animais vacinados com vacina comercial (G1) apresentavam média de
3,26 (DO0), os vacinados com vacina teste (G2) 2,67 (DO) e os que receberam solugao fisiologica (G3) 3,74
(DO). Ja no D31 os animais do G1 apresentaram média de 3,97 (DO), os do G2 3,95 (DO) e os do G3 4,19
(DO). A variagdo intraensaio foi em torno de 4%, a variagdo inter-ensaios em torno de 9,5% e a variagdo
bioldgica em torno de 26%. Acredita-se que no presente estudo nao foi possivel observar diferencga entre
as concentragdes de IgG nos grupos tratados e controle devido ao alto coeficiente de variagdo intragrupos,
uma vez que no DO alguns animais, tanto do grupos tratados quanto do grupo controle, ja apresentavam
altas concentragdes de IgG provavelmente devido a infec¢des prévias. Outra possibilidade que justificaria
o presente resultado é a que a vacina tenha induzido a produgio de IgM ou ainda IgA no leite.

A FE da vacina, calculada trés dias apds o final do protocolo vacinal (D31), foi de 55,6% para o
grupo tratado com vacina comercial e 51,1% para o grupo tratado com vacina teste. De acordo Tizard
(1998) para que uma vacina seja considerada boa e efetiva deve ter uma FE de pelo menos 80%, no
entanto vacinas com menor eficacia tornam-se aceitaveis se ndo houver nenhuma alternativa melhor.
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Alberton et al. (2001) observou FE de aproximadamente 60% ao estudar uma vacina contra mastite
estafilocdcica ndo comercial, resultado também abaixo do considerado ideal.

CONCLUSAO
A vacina comercial e a vacina teste ndo foram responsaveis por diminuir a CCS nos animais
tratados e ndo se observou diferenca em relacdo aos titulos de IgG nos animais tratados quando
comparado aos animais do grupo controle. Apesar disso conclui-se que os animais tratados, tanto com a
vacina comercial quanto com vacina teste, apresentaram uma maior porcentagem de cura em relacio aos
animais nio tratados, sendo assim a vacinagdo uma alternativa no controle das mastites subclinicas.
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