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EFICÁCIA DE VACINA COMERCIAL E PRODUTO TESTE NO CONTROLE DE 
MASTITE SUBCLÍNICA BOVINA 

 

RESUMO - O manejo intensivo de bovinos predispõe a inúmeras doenças, 

dentre elas as que acometem o úbere, as afecções podais e os problemas de 

fertilidade, causando prejuízos econômicos. O presente trabalho teve como 

objetivo avaliar a prevalência de mastite subclínica e eficácia de vacina comercial 

e produto teste, ambos compostos por bacterina mista inativada, em bovinos de 

leite. Coletou-se amostras de leite, dos quatro quartos mamários, de 210 vacas 

em lactação para realização de contagem de células somáticas e exame 

microbiológico. Das 210 amostras de leite coletadas observou-se crescimento de 

microrganismos em 33,81% e os principais agentes etiológicos isolados foram dos 

gêneros Staphylococcus e Streptococcus. Em relação à CCS esses mesmos 

microrganismos foram responsáveis por aumento da CCS do leite em comparação 

às amostras negativas no exame microbiológico. Vacina comercial e produto teste 

foram testados em 36 animais e não foram responsáveis por diminuir CCS. 

Também não se observou diferença em relação aos títulos 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 relação aos animais não tratados (18,18%), sendo assim 

a vacinação é uma alternativa no controle das mastites subclínicas. 

Palavras-chave: contagem de células somáticas, exame microbiológico, IgG, 

mastite subclínica 
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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 
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CAPÍTULO 1 – Considerações Gerais 
 

1. Introdução 
 O Brasil possui o segundo maior rebanho bovino do mundo, ficando atrás da 

Índia, e encontra-se em segundo lugar no número de animais abatidos, segundo o 

Depec (2017). Apesar da maior parte dos animais serem criados exclusivamente a 

pasto, o manejo vem se tornando cada vez mais intensivo, a fim de melhorar índices 

zootécnicos e sustentar tamanha produção. Diante disso, a saúde dos animais é 

indispensável para uma bovinocultura de leite competitiva e ética, porém a busca por 

índices zootécnicos, como ganho de peso, produção de leite e fertilidade cada vez 

melhores, predispõe a diversas enfermidades. Dentre as associadas aos sistemas 

de produção intensiva, a mastite, juntamente com as afecções podais e os 

problemas de fertilidade, são as principais doenças responsáveis por perdas tanto 

na indústria de leite quanto de carne. 

  Nesse contexto o tratamento e especialmente a prevenção dos quadros de 

mastite são essenciais para uma pecuária leiteira competitiva e rentável e, para 

tanto, a vacinação é uma alternativa interessante a ser utilizada como coadjuvante 

no tratamento e, juntamente com medidas adequadas de manejo na prevenção da 

doença. As vacinas podem ser autógenas, produzidas com microrganismos da 

própria fazenda, ou comerciais, e podem ser produzidas a partir de um ou mais 

agentes etiológicos.  

2. Revisão de Literatura 
2.1 Produção de leite no Brasil e no Estado de São Paulo 

A produção de leite no Brasil em 2016 foi de aproximadamente 34 bilhões de 

litros, colocando o país no quinto lugar do ranking mundial de países produtores, de 

acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE, 2017). Apesar de 

ser um dos maiores produtores do mundo o Brasil ainda importa lácteos para suprir 

as necessidades do mercado interno. 

Em relação à produção de leite por região, em 2014 a região Sul (34,7%) foi, 

pela primeira vez, a maior produtora de leite, desbancando a região Sudeste que foi, 

por décadas, a maior produtora. Em seguida vêm as regiões Sudeste (34,6%), 

Centro-Oeste (14,1%), Nordeste (11,1%) e Norte (5,5%). O Estado de Minas Gerais 

é o maior produtor do país, sendo responsável pela produção de 9,37 bilhões de 
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litros de leite (26,6% da produção nacional), seguido por Paraná e Rio Grande do 

Sul. O Estado de São Paulo é responsável por apenas 10,2% da produção nacional 

e se encontra em trajetória decrescente em relação ao tamanho do rebanho leiteiro 

e à produção de leite (IEA, 2015). 

Apesar do número de produtores de leite estar diminuindo no Brasil e no 

Estado de São Paulo, não se observa diminuição da produção 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 inflamação de um ou mais quartos mamários e 

pode ser classificada, de acordo com sua manifestação, em mastite clínica ou 

subclínica, ou, de acordo com o agente etiológico envolvido, em mastite contagiosa 

ou ambiental (RADOSTITS et al., 2017). É a inflamação mais frequente em animais 

de produção leiteira e a principal causa de prejuízos financeiros na pecuária de leite 

(PAUL; GANGULY, 2014; PEREIRA et al., 2014). A mastite subclínica, apesar de 

não apresentar sinais clínicos visíveis, é responsável por perdas econômicas mais 

importantes do que a mastite clínica, e essas estão relacionadas à diminuição da 

produção de leite e derivados, uma vez que alta CCS causa diminuição de sólidos 

totais do leite (HUIJPS; LAM; HOGEVEEN, 2008). 

 A mastite subclínica constitui sério problema na indústria leiteira mundial tanto 

em termos econômicos como em relação à saúde pública. Economicamente, causa 

perdas diretas devido à diminuição da produção tanto por quarto mamário quanto 

por animal, e perdas indiretas associadas à queda na eficiência reprodutiva, além de 

diminuir a qualidade e valor do leite entregue no laticínio (GEBREYOHANNES; 

REGASSA; KELAY, 2010; HUDSON et al., 2012). 

2.3 Etiologia da mastite 

 Diversos agentes etiológicos são incriminados como causadores de mastite 

bovina, como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e leveduras 

(SZTACHANSCHA et al., 2016). Dentre as bactérias as dos gêneros 

Staphylococcus, Streptococcus e Corynebacterium são as mais prevalentes 

(ACOSTA et al., 2016; SOUZA et al., 2016; SZTACHANSCHA et al., 2016).  

Staphylococcus se dividem em Staphylococcus coagulase positiva, sendo S. 
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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 

patogênicos quando comparados com S. aureus, no entanto, sua importância na 

mastite bovina tem sido cada vez mais reconhecida (PYÖRÄLÄ; TAPONEN, 2009).  

Segundo Ramírez et al. (2014) dentro do gênero Streptococcus, S. agalactiae 

é um agente contagioso isolado com grande frequência em amostras de leite bovino. 

S. dysgalactiae e S. uberis são os agentes ambientais isolados com maior 

frequência no Brasil (SOUTO et al., 2010). 

Os microrganismos do gênero Corynebacterium são patógenos contagiosos 

da glândula mamária responsáveis por aumentos importantes na contagem de 

células somáticas no leite (NACIONAL MASTITIS COUNCIL, 2004). C. bovis é o 

principal agente do gênero isolado em animais tanto com mastite clínica quanto 

subclínica (HEGAZI; ABDOU; ALLAH, 2014). 

As bactérias denominadas coliformes, as quais incluem Escherichia coli, 

Klebsiella sp. e Enterobacter sp., são bactérias Gram-negativas que fazem parte da 

família Enterobacteriaceae e são as principais responsáveis por mastites ambientais 

(HOGAN; SMITH, 2003; GENTILINI et al, 2013). Essas mastites causadas por 

coliformes possuem grande impacto econômico por apresentarem curso hiperagudo 

ou agudo, alta taxa de descarte de leite, alta mortalidade de animais por choque 

endotoxêmico, além de o tratamento com antibióticos ser ineficaz na maioria dos 

casos (WENZ et al., 2006).  

Ainda são 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 clínicos de mastite 

 Considerando a forma de apresentação das mastites, nas de manifestação 

clínica são observados sinais evidentes de inflamação como edema, aumento de 

temperatura, enrijecimento e dor da glândula mamária, além de alterações 
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macroscópicas do leite como presença de grumos, pus e sangue. A forma subclínica 

da doença não causa alterações visíveis da glândula mamária ou do leite, mas 

causa alterações na composição da secreção láctea com aumento do número de 

células somáticas, dos teores de sódio, cloro e proteínas séricas, e diminuição da 

quantidade de caseína, sólidos totais e lactose (RADOSTITS et al., 2002; COSTA et 

al., 2006). 

 2.5 Diagnóstico de mastite 

 As mastites clínicas são diagnosticadas pelo exame físico da glândula 

mamária e pelo teste da caneca de fundo preto, também chamado de teste Tamis. A 

palpação do úbere pode evidenciar aumento de volume, aumento de temperatura, 

sensibilidade ou enrijecimento, e no teste de Tamis é possível identificar alterações 

macroscópicas da secreção láctea, como alterações na coloração e presença de 

grumos (RADOSTITS et al., 2006).  

 As mastites subclínicas, por sua vez, são diagnosticadas por meio de testes 

que avaliam o conteúdo leucocitário do leite, como o California Mastitis Test (CMT) e 

a contagem de células somáticas no leite (CCS) (RADOSTITS et al., 2006).  

O CMT é um método de auxílio diagnóstico indireto que avalia a quantidade 

de células somáticas no leite mediante ação de detergente aniônico que rompe a 

membrana cellular, e tem a vantagem de poder ser realizado na fazenda durante a 

ordenha (DIRKSEN; GRÜNDER; STÖBER, 1993).  

A CCS, além de ser utilizada no diagnóstico das mastites subclínicas, é um 

excelente indicador da qualidade do leite, e ainda está intimamente relacionado às 

perdas econômicas ocasionadas pela mastite, uma vez que existe uma correlação 

negativa entre CCS e produção de leite (LARANJA; AMARO, 1998; CUNHA et al., 

2008). O aumento do número de células somáticas no leite indica instauração de um 

processo inflamatório (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 

subclínica. 

O exame microbiológico é utilizado para identificação precisa do agente 

etiológico, possibilitando determinação da fonte de infecção e adoção de medidas 

adequadas de controle (BELOTI et al., 1997; LANGONI et al., 2009). Ferramentas 

moleculares também podem ser utilizadas para identificação precisa dos patógenos 
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de modo a complementar o resultado da análise microbiológica (HIITIO et al., 2015). 

2.6 Tratamento de mastite 

 Muitos antimicrobianos são 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 glândula 

mamária e evitar recidivas. Para que isso ocorra de maneira eficaz o princípio ativo 

deve chegar ao local da infecção e manter níveis adequados por tempo satisfatório. 

O fácil acesso a esses medicamentos tem sido responsável por escolhas 

inadequadas levando à seleção de patógenos resistentes e consequente ineficiência 

do tratamento (SHI et al., 2010; COSTA, 2011). 

 De acordo com Souza et al. (2016), os antimicrobianos gentamicina, 

amicacina e cefalexina, apresentam altos índice de atividade antimicrobiana frente a 

patógenos do gênero Staphylococcus, um dos principais causadores de mastites 

bovinas. 

2.7 Profilaxia de mastite 

A prevenção dos quadros de mastite se baseia principalmente na 

implementação de boas práticas de manejo e utilização de antimicrobianos 

específicos. Além disso, vacinas antimastite também podem ser utilizadas para 

estímulo da resposta imune e prevenção de novos casos (OLIVEIRA et al., 2016; 

STEVENS et al., 2016).  

Segundo Concha (2004), o controle da mastite bovina depende mais de 

prevenção do que de tratamento e, nesse contexto, a vacinação contra agentes 

específicos aumenta a capacidade de resposta imune do animal sendo ferramenta 

importante no controle da afecção (CALZOLARI et al., 1997).  Vaz, Paterno e Marca 

(2003) afirmam que a vacinação reduz custos e possui reflexos positivos na 

qualidade do leite e saúde pública, além de reduzir a utilização de antimicrobianos, 

uma vez que potencializa a ação desses fármacos.  

3. Objetivos Gerais e Específicos 
3.1 Objetivo Geral 

            O presente trabalho tem como objetivo avaliar a eficácia da vacina Mastiplus 

Br® e produto teste em bovinos de leite, tanto como tratamento em casos de 

mastites subclínicas, quanto para a prevenção dos quadros de mastite.  
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3.2 Objetivos Específicos 

• Verificar a prevalência de mastite subclínica no rebanho estudado; 

• Identificar, por meio de exame microbiológico, os microrganismos presentes 

no leite dos animais pertencentes ao rebanho estudado; 

• Correlacionar a CCS com o agente etiológico isolado no leite dos animais 

com mastite estudados; 

• Avaliar a CCS no leite dos animais pertencentes ao rebanho estudado antes e 

após a administração da vacina Mastiplus Br® e produto teste;  

• Avaliar a resposta imune dos animais, por meio da dosagem de anticorpos 

IgG sérica pelo ELISA indireto, após a administração da vacina Mastiplus Br® 

e produto teste. 
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CAPÍTULO 2 – Ocorrência de mastite subclínica bovina e sua relação com a   
contagem de células somáticas e o agente etiológico 1 

			
Daniela	J.	de	Queiroz*2,	Tainá	C.	B.	V.	Silva3,	Mayara	G.	Fonseca4,	Inivaldo	Corrêa5,	Maria	da	Graça	P.	

Corrêa6,	Fernanda	P.	Toro7,	Deborah	P.	M.	Dias8,	José	C.	de	Lacerda-Neto9	
	

ABSTRACT.-	 Queiroz	 D.J.,	 Silva	 T.C.B.V,	 Fonseca	M.G.,	 Corrêa	 I.,	 Corrêa	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.]	Ocorrência	de	mastite	subclínica	bovina	e	sua	relação	com	a	
contagem	 de	 células	 somáticas	 e	 o	 agente	 etiológico.	 Pesquisa	 Veterinária	 Brasileira	 00(0):00-00.	
Departamento	de	Clínica	e	Cirurgia	Veterinária,	Faculdade	de	Ciências	Agrárias	e	Veterinárias,	UNESP,	Via	
de	Acesso	Prof.	Paulo	Donato	Castellane	s/n,	Jaboticabal,	SP	14884-900,	Brazil.	Centro	Universitário	Barão	
de		Mauá,	Avenida	Patriarca,	n.	4700,	Ribeirão	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	São	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	subclínica,	apesar	de	não	apresentar	sinais	clínicos	visíveis,	é	responsável	por	perdas	
econômicas	 mais	 importantes	 do	 que	 a	 mastite	 clínica,	 relacionadas	 principalmente	 à	 diminuição	 da	
produção	 de	 leite.	 Este	 estudo	 verificou	 a	 ocorrência	 de	mastite	 subclínica	 e	 relacionou	 a	 contagem	de	
células	 somáticas	 (CCS)	 com	 o	 agente	 etiológico	 envolvido	 em	 vacas	 leiteiras	 de	 uma	 propriedade	 do	
interior	do	Estado	de	São	Paulo.	Coletou-se	amostras	de	leite,	dos	quatro	quartos	mamários,	de	210	vacas	
em	 lactação	 para	 realização	 de	 CCS	 e	 exame	 microbiológico.	 Das	 210	 amostras	 de	 leite	 coletadas	
observou-se	 crescimento	 de	 microrganismos	 em	 33,81%	 e	 os	 principais	 agentes	 etiológicos	 isolados	
foram	dos	gêneros	Staphylococcus	e	Streptococcus.	Em	relação	à	CCS	esses	mesmos	microrganismos	foram	
responsáveis	 por	 aumento	 da	 contagem	 de	 células	 somáticas	 do	 leite	 em	 comparação	 às	 amostras	
negativas	 no	 exame	microbiológico.	 Diante	 dos	 dados	 obtidos	 conclui-se	 a	 necessidade	 de	melhora	 do	
manejo	 de	 ordenha	 e	 condições	 ambientais	 a	 fim	 de	 diminuir	 a	 ocorrência	 de	 infecções	 mamárias	
subclínicas.	
	
TERMOS	 DE	 INDEXAÇÃO:	 infecção	 mamária,	 bovino,	 contagem	 de	 células	 somáticas,	 exame	
microbiológico,	etiologia.	
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INTRODUÇÃO	
O	 Brasil	 possui	 o	 segundo	maior	 rebanho	 bovino	 do	mundo,	 perdendo	 apenas	 para	 a	 Índia,	 e	

encontra-se	 em	 segundo	 lugar	 no	 número	 de	 animais	 abatidos,	 segundo	 o	Depec	 (2017).	 Em	 relação	 à	
produção	de	leite	em	2016,	o	Brasil	produziu	aproximadamente	34	bilhões	de	litros	alcançando	o	quinto	
lugar	 do	 ranking	 mundial	 de	 países	 produtores	 de	 acordo	 com	 o	 Instituto	 Brasileiro	 de	 Geografia	 e	
Estatística	 (IBGE	 2016).	 Apesar	 de	 ser	 um	 dos	 maiores	 produtores	 do	 mundo,	 o	 Brasil	 ainda	 importa	
lácteos	para	suprir	as	necessidades	do	mercado	interno	(Milkpoint	2015).	Em	relação	à	produção	de	leite	
por	 região,	o	Sudeste	é	o	 segundo	maior	produtor	 (34,6%)	perdendo	apenas	para	a	 região	Sul	 (34,7%)	
(Milkpoint	 2015).	 Apesar	 da	maior	 parte	 dos	 animais	 no	 Brasil	 ainda	 serem	 criados	 exclusivamente	 a	
pasto,	 o	 manejo	 vem	 se	 tornando	 cada	 vez	 mais	 intensivo	 a	 fim	 de	 melhorar	 índices	 zootécnicos	 e	
sustentar	 tamanha	 produção.	 Diante	 disso,	 a	 saúde	 dos	 bovinos	 é	 indispensável	 para	 uma	 pecuária	
competitiva.	Porém	a	busca	por	índices	zootécnicos	como	ganho	de	peso,	produção	de	leite	e	fertilidade,	
cada	 vez	 melhores,	 predispõe	 a	 diversas	 enfermidades.	 Dentre	 as	 doenças	 associadas	 aos	 sistemas	 de	
produção	 intensiva,	 as	 que	 acometem	 o	 úbere	 juntamente	 com	 as	 afecções	 podais	 e	 os	 problemas	 de	
fertilidade	são	as	principais	responsáveis	por	perdas	tanto	na	indústria	de	leite	quanto	de	carne	(Ribeiro	
et	al.	2003,	König	&	Liebich	2011).	
	 A	mastite	se	caracteriza	pela	inflamação	de	um	ou	mais	quartos	mamários	e	pode	ser	classificada	
de	acordo	com	sua	apresentação	em	mastite	clínica	ou	subclínica,	ou	de	acordo	com	o	agente	etiológico	
envolvido	em	mastite	contagiosa	ou	ambiental	(Radostits	et	al.	2006).	É	a	inflamação	mais	frequente	em	
animais	 de	 produção	 leiteira	 e	 a	 principal	 causa	 de	 prejuízos	 financeiros	 na	 pecuária	 de	 leite	 (Paul	 &	
Ganguly	2014,	Pereira	et	al.	2014).	A	mastite	subclínica,	apesar	de	não	apresentar	sinais	clínicos	visíveis,	é	
responsável	por	perdas	econômicas	mais	importantes	do	que	a	mastite	clínica,	e	essas	estão	relacionadas	
à	 diminuição	 da	 produção	 de	 leite	 (Huijps	 et	 al.	 2008).	 Diversos	 agentes	 etiológicos	 são	 causadores	 de	
mastite	 bovina,	 como	 bactérias	 Gram-positivas,	 Gram-negativas	 e	 leveduras	 (Sztachanscha	 et	 al.	 2016).	
Dentre	 as	 bactérias,	 as	 dos	 gêneros	 Staphylococcus,	 Streptococcus	 e	 Corynebacterium	 são	 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.,	 são	 as	
principias	 responsáveis	 pelas	 mastites	 ambientais	 e	 possuem	 grande	 impacto	 econômico	 por	 causar	
muitos	 casos	 de	mastite	 aguda,	 alta	 taxa	 de	 descarte	 de	 leite,	 alta	mortalidade	 de	 animais	 por	 choque	
endotoxêmico,	além	de	o	tratamento	com	antibióticos	ser	ineficaz	na	maioria	dos	casos	(Wenz	et	al.	2006).		

	O	 diagnóstico	 das	 mastites	 subclínicas	 é	 feito	 por	 meio	 de	 testes	 que	 avaliam	 o	 conteúdo	
leucocitário	do	 leite,	como	o	California	Mastitis	 	Test	(CMT)	e	a	contagem	de	células	somáticas	(CCS)	no	
leite.	 A	 CCS,	 além	de	 ser	 utilizada	no	diagnóstico	 das	mastites	 subclínicas,	 é	 um	excelente	 indicador	da	
qualidade	do	leite,	e	ainda	está	intimamente	relacionada	às	perdas	econômicas	ocasionadas	pela	mastite,	
uma	vez	que	existe	uma	correlação	negativa	entre	CCS	e	produção	de	leite	(Laranja	&	Amaro	1998,	Cunha	
et	al.	2008).	O	aumento	do	número	de	células	somáticas	no	leite	indica	início	de	um	processo	inflamatório	
(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	 subclínica.	 O	 exame	 microbiológico	 é	 utilizado	 para	 identificação	
precisa	do	agente	etiológico,	possibilitando	determinar	a	fonte	de	infecção	e	adotar	medidas	adequadas	de	
controle	(Beloti	et	al.	1997,	Langoni	et	al.	2009).	Ferramentas	moleculares	também	podem	ser	utilizadas	
para	identificação	precisa	dos	patógenos	de	modo	a	complementar	o	resultado	da	análise	microbiológica	
(Hiitio	et	al.	2015).		

Este	 estudo	 objetivou	 verificar	 a	 prevalência	 de	 mastite	 subclínica	 em	 um	 rebanho	 de	 vacas	
leiteiras	do	interior	do	Estado	de	São	Paulo	e	relacionar	a	CCS	com	o	agente	etiológico	envolvido.	

	
MATERIAL	E	MÉTODOS	

Participaram	do	estudo	210	vacas	Holandesas	entre	o	segundo	e	sexto	mês	de	 lactação,	criadas	
em	 sistema	 intensivo,	 com	 faixa	 etária	 entre	 3	 e	 7	 anos,	 e	 produção	 diária	média	 de	 29	 litros	 de	 leite,	
pertencentes	 a	 uma	 propriedade	 localizada	 no	 interior	 do	 Estado	 de	 São	 Paulo	 (Comitê	 de	 Ética	 em	
Pesquisa	 e	 Experimentação	 Animal	 –	 CEPAN	 –	 do	 Centro	 Universitário	 Barão	 de	Mauá	 –	 Protocolo	 	 nº	
275/16).	 O	 estudo	 foi	 realizado	 em	 outubro	 de	 2016	 e	 todas	 as	 coletas	 ocorreram	 no	 mesmo	 dia.	 Os	
animais	eram	ordenhados	mecanicamente	três	vezes	ao	dia	e		as	coletas	para	o	estudo	foram	realizadas	na	
ordenha	da	manhã.	Previamente	à	ordenha,	os	tetos	eram	higienizados	com	água,	quando	necessário	e,	na	
sequência,	 era	 realizada	 a	 antissepsia	 com	 solução	 de	 clorexidine	 0,3%	 (pré-dipping)	 e	 secagem	 com	
papel	toalha	individual.	Em	seguida,	eram	eliminados	os	primeiros	jatos	de	leite	para	realização	do	teste	
de	Tamis	e	identificação	de	possíveis	alterações	indicativas	de	enfermidade	clínica,	tais	como	presença	de	
grumos	e	alteração	na	coloração	da	secreção	láctea.	Na	sequência	coletava-se	amostra	de	secreção	láctea	
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de	 cada	quarto	mamário	por	meio	de	ordenha	manual,	 em	 frascos	 estéreis	 próprios	para	 realização	de	
exame	microbiológico,	e	depois	era	 realizada	ordenha	mecânica	por	meio	de	 teteiras	e	 sistema	a	vácuo	
com	 copo	 coletor,	 obtendo	 frações	 de	 leite	 de	 todo	 o	 processo	 de	 ordenha	 e	 assim	 selecionando	 uma	
amostra	 homogênea.	 Tanto	 a	 CCS	 quanto	 o	 exame	 microbiológico	 eram	 realizados	 em	 um	 pool	 de	
amostras	 composto	 por	 secreção	 láctea	 dos	 quatro	 quartos	 mamários	 de	 cada	 vaca.	 Após	 a	 ordenha	
completa	de	todos	os	quartos,	realizava-se	pós-dipping	com	solução	de	iodo	1%.	

As	amostras	de	leite	coletadas	no	copo	coletor	eram	armazenadas	em	frascos	contendo	bromopol	
e	encaminhadas	à	Clínica	do	Leite	–	Esalq/	USP	(Piracicaba/	SP)	para	realização	da	CCS	em	aparelho	de	
citometria	de	fluxo	e	as	amostras	coletadas	para	análises	microbiológicas	eram	enviadas	ao	Laboratório	
Vitafort	Indústria	e	Comércio	de	Produtos	Veterinários	Ltda	(Ribeirão	Preto/	SP)	onde	realizou-se	cultura	
microbiológica	nos	meio	ágar	sangue,	ágar	MacConkey	e	ágar	Sabouraud	com	dextrose.	As	placas	 foram	
incubadas	à	35°C	e	as	leituras	realizadas	após	24	e	48	horas.			

Para	 a	 análise	 estatística,	 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	 à	 analise	 descritiva.	 Para	
avaliar	a	relação	entre	o	valor	da	CCS	e	o	tipo	ou	número	de	agentes	isolados	no	exame	microbiológico,	as	
medianas	 da	 CCS	 foram	 comparadas	 por	 meio	 do	 Teste	 de	 Kruskall-Wallis	 (P<0,05)	 no	 programa	
STATISTICA®	7.0.	

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

Quadro	1.	Contagem	de	células	somáticas	(x	103	células/mL)	segundo	o	número	de	
microrganismos	isolados	no	exame	microbiológico	

	 	 CCS	

Associação	 de	
microrganismos	 n	(%)	 Mínimo	 Mediana	 1º	

Quartil	
3º	
Quartil	 Máximo	 Erro	padrão	

1	microrganismo	 39	(18,6)	 26	 465A	 250	 622	 2614	 83	
2	microrganismos	 25	(11,9)	 25	 833A	 423	 1163	 9824	 474	
3	microrganismos	 7	(3,33)	 333	 1030A	 417	 2961	 4320	 566	
Sem	crescimento	 139	(66,2)	 3	 67B	 28	 125	 792	 8	
(A,B)	Medianas	seguidas	de	letras	distintas	na	coluna	diferem	pelo	teste	de	Kruskall-Wallis	(P<0,05).	
	

Quanto	aos	microrganismos	encontrados,	o	gênero	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	estão	em	
consonância	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	gênero	Staphylococcus,	o	patógeno	isolado	com	maior	frequência	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	 glândula	mamária	 e	 essa	 pode	 ser	 a	 explicação	 pela	 sua	 alta	 frequência	 de	
isolamento	 em	 casos	 de	 mastite.	 Em	 relação	 ao	 gênero	 Staphylococcus	 as	 espécies	 S.	 chromogenes,	 S.	
aureus	e	S.	epidermidis	foram	identificadas,	e	em	relação	ao	gênero	Streptococcus	as	espécies	S.	uberis	e	S.	
agalactiae	foram	identificadas.	
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	 A	 maior	 prevalência	 dos	 gêneros	 Staphylococcus	 e	 Streptococcus	 caracteriza	 principalmente	
ocorrência	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	 soluções	 desinfetantes	 tanto	 antes	 quanto	 depois	 da	
ordenha.	De	acordo	com	Martins	et	al.	(2017)	a	eficácia	da	desinfecção	dos	tetos	depende	não	apenas	da	
formulação	dos	produtos	utilizados,	mas	também	do	agente	etiológico	e	condições	ambientais.	

Em	relação	à	CCS,	nas	amostras	de	leite	em	que	não	houve	crescimento	bacteriano	a	mediana	foi	
de	 67.000	 células/mL.	 Já	 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	três	
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	subclínica.	
De	et	al.	(2011)	e	Sharma	et	al.	(2011)	relataram	que	fatores	como	agente	etiológico,	estágio	e	número	de	
lactações,	 produção,	 período	 do	 ano	 e	 raça	 influenciam	 na	 CCS.	 Ao	 analisar	 os	 dados,	 não	 se	 observou	
diferença	 de	 mediana	 entre	 as	 amostras	 em	 que	 se	 isolou	 um,	 dois	 ou	 três	 microrganismos	
simultaneamente	 havendo	 diferença	 apenas	 entre	 a	mediana	 de	 CCS	 nas	 amostras	 negativas	 no	 exame	
microbiológico	quando	comparada	às	amostras	positivas,	nas	quais	a	CCS	foi	maior.			

De	 acordo	 com	 Auldist	 e	 Hubble	 (1998)	 a	 mastite	 é	 responsável	 por	 causar	 diminuição	 da	
produção	de	leite	não	apenas	na	lactação	atual	como	também	nas	seguintes,	sendo	assim	responsável	por	
importantes	 perdas	 econômicas.	 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	diminuição	de	produção	de	6%,	
9%,	11%	e	12%	respectivamente,	reforçando	assim	a	necessidade	de	se	controlar	a	celularidade do	leite	
evitando	prejuízos.	

Ao	relacionar	a	mediana	de	CCS	e	o	resultado	do	exame	microbiológico	não	houve	diferença	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	não	houve	crescimento	bacteriano.	
No	 entanto,	 a	 mediana	 de	 CCS	 foi	 maior	 quando	 comparada	 às	 amostras	 negativas,	 naquelas	 onde	 se	
isolou	Streptococcus	 sp.	 e	Staphylococcus	coagulase	 negativa	 (Quadro	2).	 Esses	 resultados	 são	 similares	
aos	 encontrados	 por	 Mello	 et	 al.	 (2012)	 que	 verificaram	 CCS	 mais	 elevada	 em	 relação	 às	 amostras	
negativas	apenas	naquelas	em	que	se	isolou	Streptococcus	agalactiae.	No	presente	estudo	acredita-se	que	
a	ausência	de	diferença	entre	a	mediana	de	CCS	das	amostras	positivas	para	Proteus	sp.,	Pseudomonas	sp.,	
Staphylococcus	 coagulase	 positiva,	 Citrobacter	 sp.,	 Enterobacter	 sp.	 e	 Escherichia	 coli	 em	 relação	 às	
amostras	 negativas	 deve-se	 ao	 n	 baixo	 (três	 ou	menos	 amostras)	 e	 consequente	 erro	 padrão	 da	média	
elevado.	Apesar	de	esses	microrganismos	terem	sido	 isolados	em	um	pequeno	número	de	amostras	são	
importantes	patógenos	causadores	de	mastite	bovina.		
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Quadro	2.	Contagem	de	células	somáticas	(103	células/mL)	segundo	o	tipo	e	o	número	de	

microrganismos	isolados	no	exame	microbiológico.	
	

	 	 CCS	

Microrganismo	 n	(%)	 Mínimo	 Mediana	 1º	
Quartil	

3º	
Quartil	 Máximo	 Erro	

padrão	
Proteus	sp.	 1	(0,48)	 1991	 1991AB	 1991	 1991	 1991	 -	
Pseudomonas	sp.	 1	(0,48)	 622	 622AB	 622	 622	 622	 -	
Staphylococcus	
coagulase	positiva	 2	(0,95)	 531	 796AB	 531	 1061	 1061	 265	

Citrobacter	sp.	 3	(1,43)	 487	 812AB	 487	 2614	 2614	 662	
Enterobacter	sp.	 3	(1,43)	 352	 699AB	 352	 1220	 1220	 252	
Escherichia	coli	 3	(1,43)	 298	 465AB	 298	 1491	 1491	 373	
Levedura	 5	(2,38)	 26	 76AB	 66	 181	 396	 67	
Streptococcus	spp.	 6	(2,86)	 250	 462A	 293	 545	 584	 56	
Staphylococcus	
coagulase	negativa	 15	(7,14)	 68	 411A	 222	 561	 743	 52	

2	microrganismos1	 25	(11,9)	 25	 833A	 423	 1163	 9824	 474	
3	microrganismos1	 7	(3,33)	 333	 1030A	 417	 2961	 4320	 566	
Sem	crescimento	 139	(66,2)	 3	 67B	 28	 125	 792	 8	
(A,B)	Medianas	seguidas	de	letras	distintas	na	coluna	diferem	pelo	teste	de	Kruskall-Wallis	(P<0,05).	
1Diferentes	 associações	 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)	 infecções	mamárias	 por	Streptococcus	

agalactiae	 são	 responsáveis	 por	 maior	 celularidade	 do	 leite,	 confirmando	 a	 influência	 dos	 diferentes	
agentes	etiológicos	na	contagem	de	células	somáticas.	No	presente	estudo,	tanto	Streptococcus	sp.	quanto	
Staphylococcus	coagulase	negativa	ocasionaram	maior	CCS	do	leite.		
	

CONCLUSÃO	
Observou-se	alta	ocorrência	de	mastite	subclínica	causada	tanto	por	microrganismos	contagiosos	

quanto	ambientais	e	os	gêneros	mais	prevalentes	foram	Staphylococcus	sp.	e	Streptococcus	sp.	Analisando-
se	a	 	mediana	de	CCS	conclui-se	que	os	diferentes	agentes	etiológicos	 tem	 influência	na	celularidade	do	
leite.	 Diante	 dos	 dados	 obtidos	 conclui-se	 necessidade	 de	melhora	 do	manejo	 de	 ordenha	 e	 condições	
ambientais	 a	 fim	 de	 diminuir	 a	 ocorrência	 de	 infecções	 mamárias	 subclínicas,	 e	 também	 sugere-se	
instituir	a	vacinação	como	método	de	controle	de	mastite	
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CAPÍTULO 3 – Eficácia de vacina comercial e vacina teste, ambas compostas 
por bacterina mista inativada, no controle de mastite subclínica 
em vacas leiteiras1 

	
Daniela	J.	de	Queiroz*2,	Tainá	C.	B.	V.	Silva3,	Mayara	G.	Fonseca4,	Inivaldo	Corrêa5,	Maria	da	Graça	P.	

Corrêa6,	Fernanda	P.	Toro7,	Deborah	P.	M.	Dias8,	José	C.	de	Lacerda-Neto9	
	

ABSTRACT.-	 Queiroz	 D.J.,	 Silva	 T.C.B.V,	 Fonseca	M.G.,	 Corrêa	 I.,	 Corrêa	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.]	Eficácia	de	vacina	comercial	e	
vacina	teste,	ambas	compostas	por	bacterina	mista	inativada,	no	controle	de	mastite	subclínica	em	vacas	
leiteiras.	 Pesquisa	 Veterinária	 Brasileira	 00(0):00-00.	 Departamento	 de	 Clínica	 e	 Cirurgia	 Veterinária,	
Faculdade	de	Ciências	Agrárias	e	Veterinárias,	UNESP,	Via	de	Acesso	Prof.	Paulo	Donato	Castellane	 s/n,	
Jaboticabal,	 SP	 14884-900,	 Brazil.	 Centro	 Universitário	 Barão	 de	 	 Mauá,	 Avenida	 Patriarca,	 n.	 4700,	
Ribeirão	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	vaccine10	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	 utilização	 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	eficácia	de	
uma	vacina	comercial10	e	de	uma	vacina	teste,	ambas	contendo	bacterina	mista	inativada,	no	controle	das	
mastites	subclínicas	em	um	rebanho	de	vacas	holandesas.	No	 início	do	período	experimental	100%	dos	
animais	encontravam-se	com	mastite	subclínica,	cinco	dias	após	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	após	
27,27%	 tratados	 com	 vacina	 comercial	 permaneciam	 curados,	 50%	 dos	 	 tratados	 com	 vacina	 teste	 e	
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36,36%	 dos	 animais	 controle.	 Não	 se	 observou	 diferença	 da	 contagem	 de	 células	 somáticas	 entre	 os	
grupos	 nos	 diferentes	momentos	 assim	 como	 não	 houve	 diferença	 dos	 títulos	 de	 IgG	 entre	 os	 animais	
vacinados	e	não	vacinados.	A	fração	evitável	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	 relação	 aos	 animais	 não	 tratados,	 sendo	 assim	 a	
vacinação	uma	boa	alternativa	no	controle	das	mastites	subclínicas.	
	
TERMOS	DE	INDEXAÇÃO:	vacinação,	contagem	de	células	somáticas,	exame	microbiológico,	IgG,	resposta	
imune.	
	

INTRODUÇÃO	
O	 Brasil	 é	 o	 quarto	 maior	 produtor	 de	 leite	 do	 mundo	 tendo	 produzido	 em	 2015	

aproximadamente	 34	 bilhões	 de	 litros,	 apesar	 disso	 ainda	 importa	 produtos	 lácteos	 para	 sustentar	 a	
demanda	 nacional	 (IBGE	 2015;	 Milkpoint	 2015).	 Dentre	 os	 gargalos	 da	 produção	 de	 leite	 a	 mastite,	
juntamente	 com	 as	 afecções	 podais	 e	 doenças	 do	 trato	 reprodutivo,	 possui	 papel	 importante	 sendo	
responsável	por	grandes	prejuízos	econômicos	ao	produtor	(Ribeiro	et	al.	2003).	

A	mastite	se	caracteriza	por	inflamação	da	glândula	mamária	e	se	manifesta	sob	a	forma	clínica	ou	
subclínica	(Radostits	et	al.	2002).	A	forma	subclínica	é	a	mais	prevalente,	causa	alterações	microscópicas	
do	leite,	como	aumento	da	contagem	de	células	somáticas	(CCS)	e	mudanças	na	composição	da	secreção	
láctea,	 e	 é	 responsável	 por	 70%	 das	 perdas	 econômicas	 envolvendo	 a	 mastite	 (Radostits	 et	 al.	 2002;	
Prestes	et	al.	2002;	Huijps	et	al.	2008).		

A	profilaxia	das	mastites	está	mais	relacionado	à	prevenção	do	que	ao	tratamento	e	a	utilização	de	
vacinas,	 sejam	 elas	 comerciais	 ou	 autógenas,	 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	 eficácia	 da	 utilização	 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	 subclínicas	 em	 um	 rebanho	 de	 vacas	
holandesas.	

	
MATERIAL	E	MÉTODOS	

Foram	 utilizadas	 no	 estudo	 trinta	 e	 seis	 vacas	 holandesas,	 entre	 o	 segundo	 e	 o	 sexto	 mês	 de	
lactação,	estabuladas	em	sistema	free-stall,	com	idade	entre	três	e	sete	anos	e	produção	média	de	leite	de	
25	 litros	 diários	 	 (Comitê	 de	 Ética	 em	 Pesquisa	 e	 Experimentação	 Animal	 –	 CEPAN	 –	 do	 Centro	
Universitário	 Barão	 de	 Mauá	 –	 Protocolo	 	 nº	 275/16).	 	 Todas	 as	 vacas	 encontravam-se	 com	 mastite	
subclínica	diagnosticada	por	meio	de	CCS	e	avaliação	microbiológica.	Considerou-se	como	sendo	mastite	
subclínica	 secreção	 láctea	de	aparência	normal	porém	com	CCS	acima	de	250.000	células/mL	de	 leite	e	
resultado	positivo	no	exame	microbiológico.		

Os	animais	 foram	divididos	em	três	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	solução	fisiológica.	Imediatamente	antes	da	
ordenha	os	tetos	eram	higienizados	com	água,	caso	necessário	e,	em	seguida,	era	realizada	a	antissepsia	
com	 solução	 de	 clorexidine	 a	 0,3%	 (pré-dipping)	 e	 secagem	 com	papel	 toalha	 individual.	 Na	 sequência	
eram	eliminados	os	primeiros	jatos	de	leite	para	realização	do	teste	de	Tamis	e	identificação	de	possíveis	
alterações	da	secreção	lacteal	indicativas	de	enfermidade	clínica	e	uma	amostra	de	leite	era	coletada		de	
cada	quarto	mamário	por	meio	de	ordenha	manual,	em	frascos	esterilizados	próprios	para	realização	de	
exame	microbiológico.	Depois	era	realizada	ordenha	mecânica	por	meio	de	teteiras	automáticas	e	sistema	
a	 vácuo	 com	 copo	 coletor,	 no	 qual	 se	 obtinha	 frações	 de	 leite	 de	 todo	 o	 processo	 de	 ordenha	 para	
realização	 da	 CCS.	 Essas	 amostras	 de	 leite	 eram	 armazenadas	 em	 frascos	 contendo	 bromopol	 e	
encaminhadas	 ao	 laboratório	 para	 realização	 da	 CCS	 em	 aparelho	 de	 citometria	 de	 fluxo.	 Ao	 final	 da	
ordenha	 realizava-se	 pós-dipping	 com	 solução	 de	 iodo	 a	 1%	 e	 após	 a	 ordenha	 eram	 feitas	 as	
administrações	de	vacina,	vacina	teste	ou	solução	fisiológica,	de	acordo	com	o	grupo	experimental.	Tanto	a	
vacina	comercial	quanto	a	vacina	teste	utilizados	são	compostos	por	bacterina	mista	inativada,	no	entanto	
a	 vacina	 comercial	 leva	 em	 sua	 composição	 hidrolisado	 de	 glândula	mamária	 de	 bovinos	 enquanto	 na	
vacina	teste	esse	hidrolisado	é	substituído	por	órgãos	de	suíno,	não	tendo	assim	a	vacina	teste	material	
bovino	em	sua	composição.	
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Em	relação	às	administrações	da	vacina	comercial,	vacina	teste	e	solução	fisiológica	foram	feitas	3	
séries	cada	uma	composta	por	3	administrações	de	5	ml,	por	via	subcutânea,	na	 tábua	do	pescoço,	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	microbiológico	foram	realizados	imediatamente	
antes	da	administração	da	vacina	comercial,	vacina	teste	ou	solução	fisiológica	(D0),	cinco	dias	após	o	final	
do	protocolo	vacinal	(D31)	e	quatorze	dias	após	(D45).	Nos	dias	D0	e	D31	também	foi	realizada	coleta	de	
sangue	mediante	venipunção	da	veia	coccígea	para	dosagem	de	imunoglobulina	G	(IgG)	pelo	método	de	
ELISA.	A	 leitura	das	placas	foi	 feita	a	405	nm	em	espectrofotômetro	e	os	dados	analisados	no	programa	
computadorizado	Gen5.		

	
	

	
	
Figura	 1.	 	Linha	do	 tempo	 ilustrando	os	momentos	experimentais.	D:	dia;	Adm:	administração;	
CCS:	 coleta	 de	 material	 para	 realização	 de	 contagem	 de	 células	 somáticas;	 Micro:	 coleta	 de	
material	para	 realização	de	exame	microbiológico;	 IgG:	 coleta	de	material	para	dosagem	de	 IgG	
sérica	
	
	
Para	 a	 análise	 dos	 dados	 realizou-se	 estatística	 descritiva	 estabelecendo-se	 a	 porcentagem	 de	

cura	 em	 cada	 grupo	 experimental.	 Os	 animais	 foram	 considerados	 curados	 quando	 não	 houve	
identificação	de	microrganismos	no	exame	microbiológico	e	doentes	quando	houve	isolamento	de	um	ou	
mais	 agentes	 etiológicos.	 Os	 dados	 de	 CCS	 foram	 submetidos	 ao	 teste	 de	 normalidade	 de	 Shapiro-Wilk	
(P<0,05).	A	comparação	da	CCS	entre	os	dias	de	avaliação	dentro	do	mesmo	tratamento	foi	realizada	pelo	
teste	 de	 Friedman	 (P<0,05),	 já	 a	 comparação	 entre	 tratamentos	 dentro	 do	mesmo	 dia	 de	 avaliação	 foi	
realizada	 por	 meio	 do	 teste	 de	 Kruskal-Wallis	 (P<0,05)	 utilizando	 o	 programa	 STATISTICA	 7.0®.	 Os	
resultados	de	 IgG	 foram	submetidos	à	análise	de	variância	 (ANOVA)	ao	nível	de	probabilidade	de	5%	e	
teste	de	Tukey	(P<0,05)	utilizando-se	o	programa	Graphpad	Prism®.	

Calculou-se	também	a	eficácia	da	vacina	por	meio	da	fórmula	proposta	por	Tizard	(1998)	na	qual	
se	obtém	como	resultado	uma	estimativa	da	fração	evitável	(FE).	Para	tanto	substituiu-se	a	porcentagem	
de	mortes	pela	porcentagem	de	animais	com	mastite	subclínica	de	acordo	com	fórmula	abaixo:	

	
FE	(%)	=	%	ADGC	-	%ADGT	

	
	

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

	
RESULTADOS	E	DISCUSSÃO	

O	 exame	 microbiológico	 realizado	 no	 D0	 permitiu	 a	 identificação	 dos	 microrganismos	
responsáveis	 pelos	 casos	 de	 mastite	 subclínica	 das	 vacas	 utilizadas	 no	 presente	 estudo.	 Os	

%	ADGC	
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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	gêneros	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.	
são	 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.	 Já	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	 início	 do	 período	 experimental	 (D0)	 todos	 os	 animais	
(100%)	 encontravam-se	 com	 mastite	 subclínica.	 Já	 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	clínica.	

	

																					 	
Figura	 2.	 Porcentagem	 de	 vacas	 curadas,	 de	 acordo	 com	 resultado	 do	 exame	 microbiológico,	
cinco	dias	 (D31)	 e	 quatorze	dias	 após	 (D45)	 o	 final	 do	protocolo	 vacinal	 com	vacina	 comercial	
(G1),	vacina	teste	(G2)	ou	administração	de	solução	fisiológica	(G3),	Cravinho	–	SP,	2016.	
	
Uma	 vez	 que	 não	 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	são	uma	estratégia	de	controle	
interessante	uma	vez	que	aumentam	a	cura	espontânea	ao	aumentar	a	capacidade	de	resposta	imune	do	
organismo	frente	ao	agente	etiológico.	Portes	et	al.	 (2006),	ao	estudarem	animais	vacinados	com	vacina	
comercial	 contra	 mastite	 estafilocócica,	 também	 observaram	 uma	 melhora	 da	 resposta	 imune	 a	 qual	
associaram	 ao	 acréscimo	 dos	 índices	 de	 adesão	 bacteriana	 e	 fagocitose	 pelos	 neutrófilos	 do	 leite,	
importantes	mecanismos	de	defesa	da	glândula	mamária.	

Ainda	na	figura	2	é	possível	perceber	que	dezessete	dias	após	o	final	do	protocolo	vacinal	(D45)	a	
porcentagem	 de	 animais	 curados,	 tanto	 no	 G1	 quanto	 no	 G2,	 diminuiu	 em	 relação	 à	 porcentagem	 de	
curados	no	D31.	Ao	considerar	esse	achado	juntamente	com	o	fato	de	que	no	D31	e	D45	foram	isolados	
microrganismos	 que	 não	 estavam	 presentes	 nas	 amostras	 de	 leite	 no	 D0,	 pode-se	 suspeitar	 que	
provavelmente	houve	 reinfecção	da	glândula	mamária,	 indicando	a	necessidade	de	melhoria	do	manejo	
geral	e	manejo	de	ordenha	a	fim	de	controlar	patógenos	ambientais	e	contagiosos	envolvidos	nos	quadros	
de	mastite	 subclínica.	 De	 fato	 segundo	 Acosta	 et	 al.	 (2016)	 os	 principais	 fatores	 de	 risco	 associados	 à	
mastite	bovina	são	aqueles	relacionados	ao	manejo,	 como	sistema	de	criação	empregado,	deficiência	na	
limpeza	de	instalações	e	equipamentos	de	ordenha	e	não	separação	de	fêmeas	doentes.		
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Em	 relação	 à	 mediana	 de	 CCS	 (Quadro	 1)	 não	 se	 observou	 diferença	 (P>0,05)	 dentro	 de	 um	
mesmo	 tratamento	nos	diferentes	momentos	nem	entre	os	diferentes	 grupos	 em	um	mesmo	momento.	
Nos	 três	 grupos	 experimentais,	 nos	momentos	D31	 e	D45,	 a	mediana	de	CCS	 foi	 igual	 ao	D0	 apesar	de		
haverem	animais	sadios	(resultado	negativo	no	exame	microbiológico)	enquanto	no	D0	todos	os	animais	
encontravam-se	com	mastite	subclínica	(resultado	positivo	no	exame	microbiológico).	Molina	et	al.	(2013)	
também	não	observou	diferença	de	CCS	entre	vacas	vacinadas	 com	vacina	 comercial	 contra	Escherichia	
coli	 e	 vacas	 não	 vacinadas,	 no	 entanto	 Wilson	 et	 al.	 (2007)	 relata	 diminuição	 da	 CCS	 de	 vacas	
aproximadamente	 30	 horas	 após	 a	 vacinação	 com	 vacina	 comercial	 contra	 E.	 coli	 e	 afirma	 que	 essa	
redução	 é	 um	 importante	 indicador	 da	 menor	 reação	 inflamatória	 da	 glândula	 mamária	 dos	 animais	
vacinados.	Maia	et	al.	(2013)	também	observou	diminuição	da	CCS	no	dia	da	secagem	em	vacas	vacinadas	
com	vacina	comercial	contra	E.	coli.	

Ao	se	avaliar	animais	individualmente	observou-se	existência	de	vacas	com	exame	microbiológico	
negativo	porém	apresentando	altas	contagens	de	células	somáticas	na	secreção	láctea	nos	momentos	D31	
e	D45.	Isso	pode	ser	explicado	pela	permeabilidade	ainda	aumentada	dos	vasos	sanguíneos	que	irrigam	a	
glândula	 mamária,	 permitindo	 passagem	 de	 células	 somáticas	 para	 o	 leite.	 No	 presente	 estudo	 foram	
utilizadas	 vacas	 entre	 três	 e	 sete	 anos	 de	 idade	 e	 acredita-se	 que	 especialmente	 em	vacas	mais	 velhas,	
devido	 à	 menor	 quantidade	 de	 elastina	 nos	 vasos	 sanguíneos,	 é	 necessário	 que	 transcorra	 um	 tempo	
maior	 até	 o	 reestabelecimento	 da	 permeabilidade	 normal	 dos	 vasos	 sanguíneos	 após	 um	 processo	
inflamatório.	A	ideia	de	que	a	idade	das	vacas	possa	ter	influenciado	no	presente	achado	corrobora	Cunha	
et	 al.	 (2008)	 que	 relataram	 que	 um	maior	 número	 de	 lactações	 está	 relacionado	 à	maior	 contagem	 de	
células	somáticas	no	leite.	
Quadro	1.	Mediana	±	erro	padrão	da	média	da	contagem	de	células	somáticas	nos	dias	0	(D0),	31	

(D31)	e	45	(D45)	após	a	realização	dos	tratamentos,	Cravinhos	–	SP,	2017.	
	

Tratamento	 D0	 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	

Solução	Fisiológica	(G3)	 755	±	136	 633	±	485	 549	±	108	 P	=	0,264	

P2	 P	=	0,709	 P	=	0,139	 P	=	0,988	 	

1Comparação	entre	dias	de	avaliação	dentro	do	mesmo	tratamento	pelo	teste	de	Friedman.	2Comparação	
entre	tratamentos	dentro	do	mesmo	dia	de	avaliação	pelo	teste	de	Kruskal-Wallis.	

	
Em	 relação	 à	 avaliação	 dos	 títulos	 de	 IgG	 não	 se	 observou	 diferença	 entre	 os	 grupos	 nos	

diferentes	momentos.	 No	 D0	 os	 animais	 vacinados	 com	 vacina	 comercial	 (G1)	 apresentavam	média	 de	
3,26	(DO),	os	vacinados	com	vacina	teste	(G2)	2,67	(DO)	e	os	que	receberam	solução	fisiológica	(G3)		3,74	
(DO).	Já	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	variação	intraensaio	foi	em	torno	de	4%,	a	variação	inter-ensaios	em	torno	de	9,5%	e	a	variação	
biológica	em	torno	de	26%.	Acredita-se	que	no	presente	estudo	não	foi	possível	observar	diferença	entre	
as	concentrações	de	IgG	nos	grupos	tratados	e	controle	devido	ao	alto	coeficiente	de	variação	intragrupos,	
uma	vez	que	no	D0	alguns	animais,	tanto	do	grupos	tratados	quanto	do	grupo	controle,	já	apresentavam	
altas	concentrações	de	IgG	provavelmente	devido	a	infecções	prévias.	Outra	possibilidade	que	justificaria	
o	presente	resultado	é	a	que	a	vacina	tenha	induzido	a	produção	de	IgM	ou	ainda	IgA		no	leite.	

A	FE	da	vacina,	calculada	 três	dias	após	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	 eficácia	 tornam-se	 aceitáveis	 se	 não	 houver	 nenhuma	 alternativa	 melhor.	
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Alberton	 et	 al.	 (2001)	 observou	 FE	 de	 aproximadamente	 60%	 ao	 estudar	 uma	 vacina	 contra	 mastite	
estafilocócica	não	comercial,	resultado	também	abaixo	do	considerado	ideal.	

	
CONCLUSÃO	

A	 vacina	 comercial	 e	 a	 vacina	 teste	 não	 foram	 responsáveis	 por	 diminuir	 a	 CCS	 nos	 animais	
tratados	 e	 não	 se	 observou	 diferença	 em	 relação	 aos	 títulos	 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	relação	aos	
animais	não	tratados,	sendo	assim	a	vacinação	uma	alternativa	no	controle	das	mastites	subclínicas.	
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