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RESUMO

Avaliou-se a utilizagdo da vacina Escherichia coli J5 no periodo pré-parto e ocorréncia de
mastite, producdo de leite e desempenho reprodutivo em vacas mesticas leiteiras. A prevaléncia
de infec¢des intramamarias por coliformes no pos-parto, a ocorréncia e duragdo dos casos
clinicos de mastite, a contagem de células somaticas, producdo de leite, o nimero de animais
inseminados e prenhes nos primeiros 100 dias de lactacdo e a taxa de concepgdo ao primeiro
servigo foram analisados. Foram utilizadas 93 vacas, distribuidas em dois grupos experimentais,
sendo: 43 vacas no grupo vacinado e 50 vacas no grupo ndo vacinado. As imunizagdes
ocorreram 15 dias antes da data prevista para secagem, na secagem e 15 dias apds a secagem.
No dia da secagem e sete dias apds o parto foram coletadas amostras de leite para diagnostico
microbioldgico dos patégenos causadores de mastite. A ocorréncia de casos clinicos de mastite
foi verificada pela presenca de alteragdes visiveis no leite utilizando o teste da caneca de fundo
escuro durante as ordenhas. A duragdo e intensidade destes casos foram avaliadas. Amostras
para contagem de células somaticas (CCS) foram coletadas mensalmente a partir do décimo dia
de lactagdo até os primeiros 100 dias de lactagdo. A produgdo de leite foi registrada
mensalmente nos primeiros 100 dias de lactagdo. A deteccdo de cio foi realizada por funcionario
treinado, trés vezes ao dia, ap6s 40 dias pos-parto e as vacas que apresentaram cio foram
inseminadas. O diagndstico de gestacdo foi realizado a partir de 35 dias apo6s a inseminag@o.
Nao houve reducdo na prevaléncia de infecgdes por coliformes entre a secagem e o parto nos
dois grupos (p<0,05). A duragdo total dos casos clinicos de mastite em animais que
apresentaram mastite clinica foi menor em vacas vacinadas (p<0,05). O niimero de episddios
clinicos em relagdo ao total de animais no grupo vacinado e ndo vacinado e a intensidade dos
casos clinicos ndo diferiu entre os grupos. (p>0,05). A prevaléncia de animais com mastite
subclinica no pds-parto e a CCS nos 100 primeiros dias de lactagdo foram menores no grupo de
animais vacinados (p<0,05). Entretanto, ndo foi observada diferenga na produgao de leite entre
os grupos (p>0,05). A taxa de concepgdo ao primeiro servigo e o niimero de animais prenhes até
100 dias de lactagdo ndo diferiu entre o grupo vacinado e ndo vacinado (p>0,05), mas foram
menores nos animais que apresentaram mastite clinica (p<0,05). O numero de animais
inseminados até 100 dias de lactagdo ndo diferiu entre os grupos e entre os animais que
apresentaram episodio clinico de mastite (p>0,05). A vacinagdo de vacas com E. coli J5 melhora
a saude da glandula mamaria de vacas leiteiras reduzindo a prevaléncia de animais com mastite
subclinica no pods-parto, bem como a duragdo dos casos clinicos de mastite e a contagem de
células somaticas na secagem e nos 100 primeiros dias de lactacdo. A producdo de leite, a
ocorréncia de casos clinicos de mastite nos primeiros 100 dias de lactacdo e a eficiéncia
reprodutiva ndo sdo alterados pela utilizagdo da vacina E. coli J5.

Palavras-chave: mastite, coliformes, vacas leiteiras, vacina, E. coli J5, desempenho reprodutivo



ABSTRACT

The effect of immunization with Escherichia coli JS vaccine in the pre-partum on the occurrence
of mastitis, milk production and reproductive performance in crossbred dairy cows was
evaluated. The prevalence of coliform intramammary infections at postpartum, occurrence and
duration of clinical cases of mastitis, somatic cell count, milk production, number
of animals inseminated and pregnant in the first 100 days of lactation and the conception rate to
first service were analyzed. Ninety-three cows were used and distributed in two experimental
groups, as follows: forty-three cowsin the vaccinated groupand fifty cows in
the unvaccinated group. Immunizations occurred 15 days before the scheduled date of dry off, at
dry offand 15 days after dry off. On the day of drying and seven days after calving milk
samples were collected for microbiological diagnosis of mastitis. The occurrence of
clinical mastitis cases was confirmed by visible changes in milk using the strip cup test
during milking. The duration and intensity of these cases were evaluated. Milk samples
for somatic cell count (SCC) were collected monthly from the day 10 to 100 of lactation. Milk
production was recorded monthly for the first 100 days of lactation. The estrus detection was
done by trained employee three times a day after 40 days postpartum. Pregnancy check was
performed 35 days after insemination. There was no reduction in the prevalence of infections
caused by coliforms between drying-off and parturition in both groups (p>0,05). The total
duration of clinical mastitis in animals with clinical mastitis was lower in vaccinated (p<0,05)
than unvaccinated cows. The number of clinical episodes and intensity of clinical cases did not
differ between groups (p>0,05). The prevalence of animals with subclinical mastitis at
postpartum and SCC in the first 100 days of lactation were lower in vaccinated (p<0,05) than
unvaccinated cows. However, there was no difference in milk production between groups
(p>0,05). The conception rate at first service and the number of pregnant animals up to 100 days
of lactation did not differ between groups (p>0,05). However, animals with clinical mastitis had
a lower conception rate and also a lower number of animals pregnant (p<0,05) than health
animals. The number of animals inseminated up to 100 days of lactation did not differ between
groups and between animals that had clinical episodes of mastitis (p> 0,05). Vaccination of
cows with E. coli J5 improves mammary gland health by reducing the prevalence of animals
with subclinical mastitis at postpartum, as well as the duration of the clinical cases of mastitis
and somatic cell count in the drying and the first 100 days of lactation. Milk production, the
occurrence of clinical cases of mastitis in the first 100 days of lactation and the reproductive
efficiency are not altered by use of the vaccine E. coli J5.

Key words: mastitis, coliforms, dairy cows, vaccine, E. coli J5, reproductive performance



1. INTRODUCAO

A utilizagdo de programas de controle de
mastite focados na mastite contagiosa gerou
mudan¢as mundiais no padrdo de infecgdo
dos rebanhos, sendo atualmente os
patdégenos  ambientais os  principais
microrganismos causadores de mastite em
varios rebanhos em muitos paises.

Os patdgenos ambientais representam um
grupo  muito  grandede  organismos
presentes no ambiente de permanéncia das
vacas, podendo infectd-las direta ou
indiretamente. Deste grupo, os coliformes
se destacam pela importancia na ocorréncia
de casos clinicos de mastite, levando a
grandes prejuizos por varios fatores,
incluindo diminui¢do da producdo de leite,
gastos com medicamentos, morte e/ou
descarte precoce de animais.

A susceptibilidade da glandula mamaria a
novas infec¢des intramamarias ¢ alta no
inicio do periodo seco e no periodo pré-
parto. As duas semanas pds-secagem e a
ultima semana pré-parto sdo os momentos
criticos para a aquisi¢do de novas infecgoes
intramamarias. Essas podem persistir na
glandula mamaria até a lactagdo seguinte e
causar casos clinicos no inicio da lactagdo.
Os antibidticos intramamarios para vaca
seca, utilizados com o intuito de prevenir
novas infec¢des durante este periodo e
eliminar infec¢Oes presentes no momento
da secagem, geralmente sdo mais eficazes
contra agentes gram-positivos e nao
persistem na glandula mamaria até o
periodo pré-parto, ndo sendo plenamente
eficazes na prevengdo de infecgdes que
possam ocorrer nesse periodo pelas
bactérias gram-negativas (Bradley e Green,
2001a; Halasa et al., 2009b; Sampimon et
al., 2009).

Medidas mais eficazes para controlar a
mastite por patdgenos ambientais devem ser
desenvolvidas, ja que a terapia de vacas

secas ndo tem efeito absoluto no controle
destes patogenos. O aumento da resisténcia
das vacas a infec¢do intramamaria pode ser
uma estratégia usada para o controle das
mastites ambientais.

A cepa rugosa mutante de Escherichia coli
expressa um antigeno interno comum a
todas  enterobactérias, permitindo o
desenvolvimento de uma vacina eficaz
contra ampla gama de patogenos ambientais
e tornando possivel a imunizac¢do parenteral
de vacas leiteiras (Elbien ¢ Heath, 1965;
Tyler et al., 1992; Dosogne et al., 2002).
Estudos sobre imunizagdo com Escherichia
coli J5 em outros paises tém demonstrado
que sua utilizagdo reduz significativamente
a ocorréncia de mastite clinica por bactérias
gram-negativas, reduzindo também a
gravidade e duragdo da doenga quando a
infeccdo intramamaria ¢é estabelecida e
indicam que quando a taxa de vacas em
lactagdo que apresentam casos clinicos de
mastite causada por coliformes for acima de
1%, o uso de programa de vacinagdo
utilizando E. coli J5 ¢é recomendavel e
resulta em beneficios econdmicos para a
propriedade (Hogan et al., 1992¢c; Hogan et
al., 1995).

As recomendacdes de esquemas de
vacinacao tém variado muito, mas tem sido
realizado durante o periodo de maior risco
de aquisicio de novas infec¢des por
coliformes, o periodo seco. O impacto do
balango energético negativo sobre as
respostas a vacinacdo realizadas no
periparto tem sido questionado (Goff e
Horst, 1997) e a antecipacdo do protocolo
de vacinacdo em relacdo a esse periodo
sugerida (Petersson et al., 2006). Devido a
alta taxa de novas infec¢des intramamarias
por coliformes no periodo seco em vacas
leiteiras, principalmente na fase inicial e
final, e suas conseqiiéncias sobre o
desempenho  produtivo dos animais,
objetivou-se com este estudo avaliar o
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efeito da vacinagdo com Escherichia coli J5
(Rotatec® - J5 Biogénesis-Bago — Parana,
Brasil) no periodo anterior a secagem e pré-
parto sobre a ocorréncia de mastite,
producdo de leite e desempenho
reprodutivo em vacas mestigas leiteiras.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mastite ambiental

As infecgdes causadas por patogenos
ambientais geralmente sdo de curta duragdo,
freqlientemente resultam em mastite clinica
€ s30 menos propensas a causarem mastite
subclinica (Smith, 1983). Os
microrganismos causadores de mastite
presentes no ambiente de permanéncia das
vacas sdo chamados de patdgenos
ambientais - crescem em condigdes de alta
temperatura e umidade e em presenca de
matéria orgénica, 0s mais comumente
encontrados s@o espécies de bactérias gram-
negativas, principalmente os coliformes
(Smith e Hogan, 2008). Bactérias gram-
negativas sdo os agentes etioldgicos mais
frequentemente isolados de casos clinicos
agudos de mastite (Hogan e Smith, 2003),
sendo responsaveis por aproximadamente
40% dos casos clinicos de mastite (Smith et
al., 1985a; Hogan et al., 1989).

Bactérias gram-negativas causadoras da
mastite ambiental afetam todas as fazendas
leiteiras e, geralmente, ¢ o problema
principal de mastite em exploragdes
leiteiras bem geridas (Smith e Hogan,
1993). O controle de patdogenos
contagiosos, por meio da realizacdo de
programas efetivos de controle de mastite
focados na redugdo da contagem de células
somaticas (CCS), resultou em declinio na
incidéncia global de mastite. Entretanto, os
patogenos
importante causa da doenca e a mastite
ambiental continua a ser uma das principais
causas de perda financeira em fazendas

ambientais tornaram-se

leiteiras (Green e Bradley, 1998; Bradley e
Green, 2000; Bradley e Green, 2001a).
Hogan et al. (1989) relatam que o controle
da mastite subclinica com a subsequente
reducdo na CCS do leite ndo diminui a
incidéncia de mastite clinica e pode
aumentar a susceptibilidade das vacas a
mastite causada por coliformes.

2.1.1 Mastites causadas por coliformes

Coliformes sdao bastonetes gram-negativos,
anaerobicos facultativos, fermentadores de
lactose da familia FEnterobacteriaceae,
contaminantes fecais ou ambientais (Natzke
e LeClair, 1975). O termo coliformes
compreende as bactérias Escherichia coli,
Klebsiella sp e Enterobacter sp (Koneman
et al., 1983). Outros gram-negativos nao
coliformes freqiientemente isolados de
infeccoes mamarias incluem espécies de
Serratia, Pseudomonas e Proteus (Hogan e
Smith, 2003).

A transferéncia de bactérias gram-negativas
de glandulas mamarias de vacas infectadas
para vacas ndo infectadas parece minima
comparada com a constante exposi¢do ao
meio ambiente contaminado. Bactérias
coliformes ocupam muitos habitat no
ambiente da vaca. Escherichia coli sdo
habitantes normais do trato gastrointestinal
de animais. Klebsiella sp e Enterobacter sp
estdo presentes nos solos, nos grdos, na
agua e notrato intestinal dos animais
(Hogan e Smith, 2003).

A porta de entrada para bactérias coliformes
dentro da glandula mamaria ¢ o canal do
teto em contato com o ambiente
contaminado (Jones, 1986; Hogan e Smith,
2003). Fatores de viruléncia dos coliformes
permitem o crescimento e multiplicagdo no
canal do teto e invasdo das defesas do
hospedeiro. Os coliformes multiplicam-se
nas secrecdes no interior da glandula
mamaria, geralmente, sem se fixarem nas
superficies epiteliais. Embora a glandula
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mamaria ndo seja considerada habitat
natural para os coliformes, muitas cepas s&o
capazes de sobreviver e se multiplicar nas
glandulas mamarias (Hogan et al., 1993;
Hogan e Smith, 2003).

Na maioria dos rebanhos, a prevaléncia de
mastites causadas por coliformes raramente
excede 2% (Smith e Hogan, 2008) a 5% dos
quartos mamarios (Todhunter et al., 1991).
Os coliformes s3o isolados em 30 a 40%
dos casos de mastite (Smith e Hogan,
2008). Entretanto, aproximadamente 70%
(Smith, 1983) a 85% das infec¢des por
coliformes tornam-se clinicas e mais de
25% das vacas em rebanhos bem manejados
sdo anualmente diagnosticadas com mastite
clinica causada por coliformes (Smith et al.,
1985a; Hogan et al., 1989; Hogan e Smith,
2003).

As infecgdes por coliformes tendem a ser
de curta duragdo durante a lactacdo e
raramente causam elevada CCS do tanque
(Smith e Hogan, 2008). Apenas 24% das
infecgcdes por coliformes excedem 30 dias
de durag@o (Smith, 1983). Cerca de 10% de
casos clinicos causados por coliformes
resultam em sinais sistémicos incluindo
febre, anorexia e alteragdo respiratoria
(Smith et al., 1985a; Hogan et al., 1989),
perda de produgdo e morte (Natzke e
LeClair, 1975). A severidade da doenga
clinica e o pico da contagem de coliformes
nas secreg0es mamarias sao positivamente
correlacionadas (Hogan e Smith, 2003). A
maioria das infec¢des por coliformes nao
resulta na forma aguda da doenga (Smith,
1983), embora sejam as causas mais
comuns de mastite com apresentacdo
clinica sistémica, sendo responsaveis por 60
a 70% dos casos clinicos agudos de mastite
(Smith et al., 1985a; Hogan et al., 1989).

Infecgdes intramamarias por Dbactérias
coliformes sdo mais frequentes durante os
trés primeiros meses e, especialmente, no
primeiro més de lactacio (Smith et al.,

1985a; Todhunter et al., 1991). Nesse
estagio de lactacdo os efeitos da mastite
causada por coliformes s3o, geralmente,
mais pronunciados (Smith e Hogan, 2008).
A taxa de novas infec¢des causada por
coliformes ¢ maior durante o periodo seco
do que durante a lactacdo (Eberhart et al,
1979; Smith, et al., 1985b; Eberhart, 1986;
Hogan, et al., 1989), podendo ser de trés a
quatro vezes maior durante o periodo seco
do que durante a lactacdo (Smith et al.,
1985a).

A susceptibilidade para infecgdes ¢ maior
nas duas semanas apOs a secagem € nas
duas semanas antes do parto. Dingwell et
al. (2004) em estudo sobre ocorréncia de
novas infec¢des intramamarias durante o
periodo seco, mostraram que 11% dos
quartos, dos 1.178 analisados,
desenvolveram  infeccdo  intramamaria
durante o periodo seco e que 30% dessas
infecgdes foram causadas por coliformes.
Bradley e Green (2000) citam que 60% das
infecgOes causadas por coliformes ocorrem
no periodo seco. Pesquisas mostram que
40,5% dos casos clinicos de mastite que
ocorrem até 100 dias de lactagdo (Bradley e
Green, 2000) e 65% dos casos que ocorrem
nos dois primeiros meses de lactacdo sdo
causados por coliformes e por infecgdes
intramamarias que originaram durante o
periodo seco (Smith, et al., 1985b; Smith et
al., 1985a, Todhunter et al., 1990). O quarto
mamario  previamente infectado por
coliformes na secagem tem risco maior de
desenvolver mastite do que o quarto nio
infectado, sendo que em aproximadamente
70% dos quartos mamarios que apresentam
mastite por coliformes durante a lactacdo, a
mesma espécie ja havia sido detectada
anteriormente na secagem, no periodo seco
ou no poés-parto imediato (Bradley e Green,
2000).

Todhunter et al. (1990) coletaram amostras
de secrecdes da glandula mamaria durante o
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periodo seco e relataram que, dos patdégenos
gram-negativos isolados, 31,8% eram E.
coli, 46,8% Klebsiella, 6,2% Enterobacter e
9,2% Serratia e 2% eram outras bactérias
gram-negativas.  Dos  coliformes, a
Escherichia coli é, geralmente, a causa
predominante de infec¢cdes intramamarias
(Smith e Hogan, 2008).

Estudos tém demonstrado que vacas em
rebanhos com baixa CCS do tanque de
refrigeracdo podem ter susceptibilidade
aumentada para mastite clinica. Barkema et
al. (1998) em estudo para examinar a
relagdo entre a CCS do tanque ¢ a taxa de
incidéncia de mastite clinica, verificaram
que a medida que a CCS do tanque
diminuiu, aumentou-se a taxa de mastite
clinica e os casos clinicos de mastite por E.
coli e Klebsiella sp tornaram-se mais
freqiientes.

2.1.2 A bactéria Escherichia coli

Escherichia coli ¢ uma bactéria Gram-
negativa anaerobica facultativa,
fermentadora de lactose, habitante normal
do trato intestinal de mamiferos e membro
da familia Enterobacteriaceae. Muitas
cepas de E. coli sdo inofensivas e até
mesmo benéficas para o hospedeiro, mas
outras, no entanto, sdo extremamente
patogénicas (Callaway et al., 2003). A E.
coli é onipresente no ambiente da vaca e se
comporta como patdgeno oportunista,
podendo causar mastite quando o animal
apresenta-se imunodeprimido (Burvenich et
al., 2003).

Em estudo conduzido por Bradley e Green
(2000), os autores relataram que a E. coli
foi a causa mais comum de mastite clinica,
sendo isolada em 34,7% dos casos. A média
de duragdo de infec¢@o intramamaria por E.
coli tende a ser menor que 10 dias (Smith e
Hogan, 2008). As cepas de E. coli que
produzem cépsula sdo mais provaveis de
provocar infec¢do intramamaéria de longa

duragdo do que as cepas ndo encapsuladas
(Hill et al., 1983).

A maioria das infec¢des causadas por E.
coli, presentes na lactagdo e originada do
periodo seco, ocorrem durante sete a 10
dias antes do parto (Todhunter et al., 1991).
As infecgdes por outros géneros de
bactérias gram-negativas estfo distribuidas
entre o inicio e final do periodo seco
(Smith, et al., 1985b). Bradley e Green
(2000) encontraram alta taxa de novas
infecgdes intramamarias por coliformes,
inclusive E. coli, trés semanas pré-parto,
passando de 5,8% na secagem para 7,8% de
quartos infectados, o que indica que a
totalidade do periodo seco é critica na
aquisicdo de novas infecgdes. Os autores
ainda concluem que a glandula mamaria
seca pode ser resistente a mastite clinica por
E. coli, mas ndo ¢ resistente a aquisi¢cdo de
novas infec¢Ges por este patdogeno e que
essa bactéria pode persistir em laténcia na
glandula mamaria durante o periodo seco,
causando casos clinicos apenas na proxima
lactagdo.

Fatores de viruléncia bacteriana séo
necessarios para colonizar e infectar
o hospedeiro e para lutar contra os
mecanismos de defesa do mesmo. Os
principais fatores de viruléncia para E. coli
incluem toxinas, adesinas, proteinas
secretadas em células hospedeiras, capsulas
de polissacarideos e antigeno O, e outros
mecanismos para resistir a destruicdo pelo
sistema de complemento ou seqiiestrar
ferro (Lehtolainen, 2004).

Wenz et al (2006) em estudo com o
objetivo de avaliar a relacao entre diferentes
isolados de E. coli de mastite e os diferentes
niveis de gravidade de doenga sistémica
sugeriram que cepas de E. coli que causam
mastite aguda ndo possuem fatores de
viruléncia especificos que contribuem para
a doenga clinica e que ndo ¢ necessario
fixacdo de bactérias no epitélio mamario na
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patogenia da mastite aguda por coliformes.
Esses concluiram, também, que a gravidade
da mastite causada por E. coli ¢
determinada principalmente por fatores da
vaca, ao invés da patogenicidade
bacteriana, pois os resultados do estudo néo
conseguiram identificar associagio entre
sorotipo, gendtipo ou viruléncia e a
gravidade da doenga clinica.

A habilidade de utilizar lactose como fonte
de energia e de sobreviver proximo a
condi¢des anaerdbicas sdo dois importantes
fatores de viruléncia sendo a endotoxina o
principal fator de viruléncia destas
bactérias. A  endotoxina ou LPS
compreende a por¢do lipopolissacaridea da
parede destas bactérias (Hogan e Smith,
2003). Esta €& responsavel pela
patogenicidade e reagdes inflamatorias
associadas com a mastite (Burvenich et al.,
2003) e ¢ liberada durante o crescimento e
morte destas bactérias (Burvenich et al.,
2007).

O lipopolissacarideo (LPS) componente da
parede de células de bactérias Gram-
negativas ¢ composto por trés camadas: a
mais externa de polissacarideos
hidrofilicos, na qual estd localizado o
antigeno O e K; a camada média composta
por uma série de oligossacarideos; e a mais
interna e hidrofébica composta por
polissacarideos do nucleo, o lipidio A
(Elbien e Heath, 1965; Dosogne et al.,
2002; Hogan e Smith, 2003). A por¢do mais
interna do LPS, o lipidio A, ¢ a porcao
toxica das endotoxinas de Gram-negativos.
As duas partes internas sdo estruturalmente
similares em uma diversidade de bactérias
Gram-negativas (Morrison e Ulevitch,
1978). As cepas de E. coli podem ser
divididas em sorotipos ou sorovares O:H:K
de acordo com as diferencas antigénicas das
estruturas do antigeno O, antigeno K e
antigeno H — flagelar (Lehtolainen, 2003).
Mais de 700 tipos antigénicos ou sorotipos

de E. coli foram reconhecidos com base nos
antigenos O, H e K, mas a camada interna
da parede celular ¢ comum a todos os
sorotipos de E. coli e de todos os
Enterobacteriaceae em geral (Burvenich et
al., 2003).

A glandula mamaria bovina ¢é altamente
sensivel a baixas doses de LPS e a injecéo
deste na glandula de vacas saudaveis pode
induzir a mastite (Paapeetal., 1974). O
LPS langado durante a fase de
multiplicacdo e/ou destrui¢do do patdgeno
na cisterna do teto ou do ubere estimula a
producdo de grande quantidade de
mediadores pro-inflamatorios pelas células
do hospedeiro, principalmente pelos
macrofagos, células epiteliais e endoteliais
(Burvenich et al., 2007). Os mediadores
inflamatodrios como as citocinas, como IL-1,
IL-8 e TNF-a, sd3o os principais
responsaveis pela ocorréncia dos sinais
clinicos locais e sistémicos visiveis da
inflamagdo na mastite por E. coli como, por
exemplo, dor, inchaco, vermelhiddo, febre e
anorexia (Burton et al.,, 2002). O edema
formado no local da infec¢do, apesar de
causar grande desconforto para o animal
pela dor e inchago e levar a alteracdo na
produgdo e componentes do leite, auxilia na
eliminagdo do patégeno por permitir a
transudacdo de anticorpos e complemento
do sangue para o ubere, facilitando a
opsonizagdo dos patogenos e eliminacao
destes pelos neutrofilos (Riollet et al.,
2000).

A importancia do wuso de antibioticos
administrados por via
sistémica parao tratamento de casos
clinicos de E. coli € questionavel por causa

intramamaria e

da curta durag@o de infecgoes e da alta taxa
de cura espontinea (Hogan e Smith,
2003). Além  disso, a maioria das
formulagdes de antibidticos para vacas em
lactagdo nao sdao eficientes contra os
coliformes, inclusive E. coli, ¢ a maioria
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dos casos clinicos de mastite é tratada com
pouca ou nenhuma idéia da causa
microbioldgica (Smith, 1983). Por esses
motivos, os antibidticos disponiveis para
tratamento de mastite clinica durante a
lactac¢do tém efeito minimo sobre a duragdo
das infecgdes intramamadrias causadas por
E. coli e devido a produgdo de LPS por essa
bactéria, o tratamento da mastite clinica
hiperaguda causada por esse patdogeno
muitas vezes envolve a terapia de suporte,
incluindo soro por via oral e/ou intravenosa
e antiinflamatorios (Hogan e Smith, 2003).

2.2 O periodo seco

No periodo seco, as duas semanas pos-
secagem ¢ as duas semanas pré-parto sdo os
momentos criticos para a aquisicdo de
novas infecgdes intramamarias (Smith et al.
1985b, Eberhart, 1986; Philpot e Nickerson,
2000). O periodo seco pode ser dividido em
trés estagios: involugdo ativa, iniciado logo
apos cessar a remogdo de leite e abrange o
periodo de transicdo do tecido de lactante
para o estado de ndo lactante; periodo de
estado estacionario; e a colostrogénese
sendo o momento antes do parto que o
tecido sofre remodelamento e comeca a
formag@o do colostro, o que culmina com o
inicio de uma nova lactagdo (Hurley, 1989).

2.2.1 Periodo inicial da involucio da
glindula mamaria

O periodo inicial da involu¢do da glandula
mamaria coincide com o periodo de
aumento da susceptibilidade para infec¢des
intramamarias (Oliver e Sordillo, 1989).
Apés a secagem o ubere continua a
sintetizar e secretar leite; sendo que o
acimulo maximo de liquido ocorre dois a
trés dias apds a ultima ordenha, diminuindo
nos dias seguintes. H4 aumento da pressdo
interna do ubere devido a estase do leite
causando encurtamento e dilatagdo do canal
do teto permitindo a penetragio de
bactérias. Além disso, a imersdo dos tetos

7

em solugdes desinfetantes € interrompida,

permitindo o aumento das populagdes
bacterianas na pele do teto (Nickerson,
1989).

Com o avang¢o da involugdo, o tbere torna-
se mais resistentes a infec¢do. Isto tem sido
atribuido, em parte,a formacdo de um
tampao de queratina no canal do teto que
pode impedir a multiplicagdo e movimento
ascendente das bactérias (Nickerson, 1989).
De acordo com Comalli et al. (1984), o
canal do teto dilata entre zero a sete dias
pos-secagem e entdo constringe entre sete e
16 dias. Além disso, a formagdo do tampao
de queratina com propriedades
bacteriostaticas e que oclui fisicamente o
canal do teto pode levar varios dias.

Estudo realizado com 300 vacas e 1.178
tetos, em cinco rebanhos mostrou que 50%
dos tetos formaram o tampdo de queratina
na primeira semana do periodo seco e em
23% dos tetos a formacdo do tampdo de
queratina ndo ocorreu até seis semanas apos
o inicio do periodo seco. Além disso, vacas
com producdo de leite um dia antes da
secagem acima de 21kg tiveram 1,8 vezes
menos chance de formar o tampdo de
queratina. Como conseqiiéncia, 35,6%
destes animais desenvolveram infecg¢do
intramamaria durante o periodo seco,
comparado com 18% das vacas que
produziam menos do que 21kg de leite um
dia antes da secagem (Dingwell, et al.,
2004). Estes autores mostraram, também,
que 28,5% das vacas que demoraram mais
do que trés semanas para fechar todos os
quatro tetos desenvolveram novo caso de
infeccdo intramamario, em comparacao
com apenas 12,8% das vacas que formaram
o tampdo em todos os quatro tetos com
menos de trés semanas.

As concentracdes de imunoglobulina
(Smith et al, 1971), albumina sérica e
lactoferrina nas secregdes mamarias nesta
fase sdo maiores em comparagdo com a
lactacdo (Hurley e Rejman, 1986). Os
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leucocitos aumentam nas  secregoes
mamarias durante o inicio do periodo de
involugdo e  permanecem  elevados.
Neutrofilos PMN predominam no inicio da
involucdo, ap6és o qual leucocitos
mononucleares (macrofagos e linfocitos)
sdo predominantes (Mc Donald e Anderson,
1981). Leucocitos sdo envolvidos na
fagocitose dos residuos dos constituintes do
leite e protecdo da glandula mamaria, por
isso apresentam menor atividade nesta fase
(Nickerson, 1989). O percentual de células
T € menor no leite durante o peri-parto, mas
aumenta no final da lactagdo. Por outro
lado, os linfocitos B e macrofagos sdo mais
elevados no peri-parto e diminuem no final
da lacta¢do, quando comparados com os
linfocitos T (Park et al., 1992).

2.2.2 Periodo de Estado Estacionario

Nesta fase o volume de liquido na glandula
mamaria ¢ reduzido a alguns mililitros e os
constituintes do  leite  estio  em

concentragdes minimas, sendo
desfavoraveis para o  crescimento
bacteriano. Componentes de defesa

antibacteriana, como  lactoferrina e
fagdcitos, sdo mantidos em concentragdes
elevadas em comparagio com
concentracdes encontradas durante a
lactagdo. A incidéncia de infecc¢des
intramamarias ¢ mais baixado queem
qualquer outra fase do ciclo de lactagdo,
sendo que a grande maioria dos tetos
encontra-se com o tampdo de queratina
formado. Além disso, a taxade cura
esponténea € alta, e poucos casos clinicos
de mastite ocorrem na glandula durante o
estado estacionario (Nickerson, 1989;
Burvenich et al., 2000). Apesar disso,
Bradley e Green (2000) encontraram
aumento das infec¢des por E. coli durante o
periodo de estado estacionario, em relagdo
ao inicio do periodo seco.

2.2.3 Colostrogénese

A ultima fase do periodo seco ¢ a
colostrogénese, que comega duas semanas
antes do parto (Nickerson, 1989). Nesta
fase ocorrem regeneracdo e diferenciacdo
das células epiteliais secretoras e acumulo
de imunoglobulinas para a formagdo do
colostro (Burvenich et al., 2007). Quando a
secregdo de colostro ¢ iniciada e
consideravel actimulo de fluido ocorre
dentro da glandula mamaéria, a pressao
intramamaria aumenta. Ocorre entdo
dilatacdo do canal do teto, perda do tampao
de queratina e extravasamento da secre¢do,
justificando  parcialmente ~a  maior
susceptibilidade da glandula nesse periodo
a novas infec¢des intramamarias (Oliver e
Sordillo, 1988).

O periodo peri-parto no gado leiteiro ¢
associado com diminui¢do na resposta
imune e aumento na incidéncia de mastite
(Oliver e Sordillo, 1988). Os efeitos do

\

estresse associados a gestacdo e ao parto
devido a sintese de hormodnios estressores,
como os corticosterdides, podem explicar
parte da inabilidade imunologica nesse
periodo (Waller, 2000). Estes hormonios
levam a diminui¢do no numero ¢ fungdo
dos leucocitos no sangue e na migragio dos
neutrofilos para a glandula mamaria
(Burvenich et al., 2003). Além disso, no
inicio da lactacdo ha elevada demanda por
nutrientes e energia devido ao aumento da
atividade da glandula mamaria, excedendo
a capacidade de nutrientes que a vaca
obtém na dieta. Por isso, a vaca entra em
balango energético negativo, gerando
enormes desafios fisiologicos para os
mecanismos homeostaticos da mesma,
podendo levar a ocorréncia de doengas
metabodlicas como cetose e deficiéncias
nutricionais. O balango energético negativo
e o desenvolvimento de doencas
metabolicas estdo associados com a
imunossupressao no periparto (Goff e
Horst, 1997).
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2.2.4 A Lactoferrina no periodo seco

Secrecdes da glandula mamaria totalmente
involuida ndo sdo favoraveis ao
crescimento e multiplicagdo dos coliformes
(Oliver e Bushe, 1987). O fator nutricional
limitante para muitas bactérias coliformes
na glandula mamaria no periodo seco é o
ferro. Este ¢ fundamental para os
coliformes cumprirem 0s  processos
metabolicos essenciais (Smith e
Schanbacher, 1976). Lactoferrina é uma
glicoproteina de ligagdo ao ferro
encontrada, primeiramente, no leite e
posteriormente, em outras secrecoes
epiteliais e fluidos corporais de barreira. A
lactoferrina bovina estda presente em
granulos de polimorfonucleares e ¢
sintetizada por células do epitélio glandular
da glandula mamaria (Chaneton et al.,
2008). Esta aumenta nas secregdes da
glandula mamadria durante a involucdo e
mantém-se elevada até a colostrogénese
(Hurley, 1989; Hogan e Smith, 2003). O
aumento da concentragdo da lactoferrina
comeca dois a quatro dias apos o término da
ordenha regular e continua com aumento de
1,15 mg/ml por dia durante os primeiros 14
a 21 dias de involugdo. O pico de
concentracdo de lactoferrina ocorre entre os
18 dias (Hurley, 1989) a trés até quatro
semanas do periodo de involugéo
(Hyvonen, 2010). Nas secregdes no ubere
durante o periodo seco, a concentragdo ¢
marcadamente alta, sendo cerca de
20mg/ml (Welty et al., 1976; Schanbacher
et al.,, 1997), podendo chegar a 100mg/ml
(Schanbacher et al., 1997). Cerca de dois
dias para o parto a concentragio de
lactoferrina diminui, chegando a 1-2 mg/ml
no colostro (Hyvonen, 2010) enquanto que
o leite contem baixas concentragdes de
lactoferrina, aproximadamente 0,1 mg/ml ou
menos (Welty et al., 1976; Schanbacher et
al., 1997). Nos casos de mastite clinica a
secregdo de lactoferrina  encontra-se
aumentada (Chaneton et al., 2008).

A lactoferrina tem propriedades
bactericidas (Hurley, 1989) e
bacteriostaticas (Kutila et al., 2003). Essa se
liga ao ferro e o torna indisponivel para a
bactéria, inibindo o crescimento bacteriano
(Smith e Schanbacher, 1976). Coliformes
que conseguem multiplicar nas secre¢des da
glandula involuida provavelmente vencem
os efeitos da lactoferrina pela utilizagdo de
sistema de alta afinidade de aquisi¢do do
ferro (Lin et al, 1999). A habilidade da E.
coli e Klebsiella sp de causar mastite esta
relacionada com a capacidade destas de
superar as propriedades inibitérias da
lactoferrina (Todhunter et al., 1990). A
glandula mamaria infectada apresenta
aumento na produgdo de lactoferrina e os
coliformes sdo os patégenos mais
susceptiveis a acdo desta proteina
(Chaneton et al., 2008).

2.3 Mastite por coliformes no peri-parto

Novas infecgdes por coliformes podem
ocorrer por causas multifatoriais (Natzke e
LeClair, 1975). As duas semanas antes do
parto até as trés primeiras semanas de
lactacdo tém sido reconhecidas como
periodo em que os mecanismos chave de
defesa do hospedeiro estdo dramaticamente
alterados (Sordillo et al., 1997; Mallard et
al., 1998). A resposta as infeccdes
intramamarias durante o periodo pds-parto
sdo variaveis (Dosogne et al., 2002). Como
conseqiiéncia, o gado leiteiro ¢ mais
susceptivel a mastites durante o periodo
peri-parto  (Sordillo, 2005). A elevada
prevaléncia de mastites por coliformes
proximo ao parto e no inicio da lactagdo
sugere que o estresse desta fase pode ser um
fator adicional na ocorréncia de mastite
(Natzke e LeClair, 1975).

A primeira linha de defesa celular da
glandula mamaria de bovinos contra mastite
por coliformes ¢ a fagocitose ¢ a morte de
bactérias por neutrofilos (Van Werven,
1997). Neutrofilos sdo leucocitos nao
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especificos que tem sua atividade recrutada
no local da infecgdo e sdo o principal tipo
de célula encontrado no tecido mamario e
secrecdes durante estagios iniciais do
processo inflamatorio associado com
infeccdo bacteriana (Paape et al.,, 2003).
Durante o periodo periparturiente uma série
de fungdes dos neutrofilos é alterada ou
prejudicada (Kehrli et al., 1989; Mallard et
al., 1998; Burton e Erskine, 2003) ¢ a
diminui¢do na imunidade da glandula
mamaria ¢ parcialmente devido a alteragoes
nas func¢des dos neutrofilos (Kehrli et al.,
1989). Embora o niimero de macrofagos
seja elevado na ultima semana de gestagao,
a capacidade fagocitaria dessas células esta
diminuida, possivelmente devido & menor
atividade opsonizadora nas secregdes
mamarias (Detilleux et al., 1995).

A susceptibilidade das vacas para mastite
severa por coliformes parece estar
relacionada com o grau de neutropenia ou
deficiéncia da fungdo de PMN no sangue.
Os mais importantes fatores de risco para
mastite severa por coliformes sdo a lenta
migracdo de PMN do sangue para a
glandula mamaria (Hill, 1981; Werven et
al., 1997), assim como, a baixa atividade
opsonizadora (Hill, 1981) e a deficiente
atividade oxidativa dos mesmos (Heyneman
et al., 1990). Adicionalmente, o complexo
principal de histocompatibilidade (MHC)
classe II expresso pelo macrofago bovino
durante o periodo periparturiente esta
diminuido, o que pode contribuir para
apresentacdo de um antigeno menos
eficiente e resultar em resposta imune
especifica mais fraca dos linfocitos na
glandula mamaria  (Shafer-Weaver e
Sordillo, 1996).

Apos a ligacdo das células apresentadoras
de antigeno com as células T CD4+, a
resposta imune pode ser classificada como
resposta Thl ou Th2. As respostas Thl sdo
caracterizadas pela ativagdo de macrofagos

¢ adesdo, diapedese e opsonizacdo por
PMN e promove resposta contra patdogenos
intracelulares e viroses. Uma tipica resposta
de Th2 consiste em ativa¢do das células B
para proliferacdo e diferenciagdo em células
produtoras de anticorpos, promovendo
resposta  humoral  (Shafer-Weaver e
Sordillo, 1996). A resposta imune do tipo
Thl1 envolve a producdo de linfocitos (Thl
CD4+) que secretam altos niveis de IL 2 e
INF-y e consequente producdo de IgG,
pelos linfocitos B e migragdo de neutrofilos
para a glandula mamaria. Na resposta Th 2
as IL4, IL5 e IL10 sdao dominantes durante
esta resposta, com produgdo de IgM e IgG,
e menor recrutamento de PMN para a
glandula mamaria. Durante o meio e o final
do periodo de lactacdo linfocitos agem
principalmente  como  células  Thle
produzem elevados niveis de IL-2 e IFN- y.
A resposta Thl pode resultar em absor¢do
embriondria, pois as citocinas produzidas
sdo, geralmente, prejudiciais a manutengao
da prenhez. Por isso, durante o periodo
peri-parto, células CD4+ produzem menos
IL2 e INF-y, mas mais IL4 e IL10
comparado com células CD4+ obtidas
durante estagios finais da lactacdo (Shafer-
Weaver et al., 1999; Burton e Erskine,
2003). Linfocitos CD8+ obtidos no meio da
lactagdo exibem atividade citotoxica e
expressam principalmente INF-y, enquanto
que linfocitos CD8+ obtidos durante o pos-
parto ndo exibem atividade citotoxica e
expressam principalmente 1L4 (Shafer-
Weaver e Sordillo, 1996). A gestagdo pode
modular a resposta imune para Th2
podendo, portanto, explicar a diminuigdo da
capacidade de estabelecer adequada
resposta Thl durante a mastite por
coliformes no pds-parto inicial de vacas
leiteiras (Shafer-Weaver et al., 1999;
Burton e Erskine, 2003). Essas alteragoes
nos subconjuntos de linfécitos,
particularmente CD4 e CDS8, tem sido
associadas com doengas imunossupressoras
(Mallard et al., 1998).
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Shafer-Weaver e  Sordillo  (1996)

demonstraram que células linféides do
linfonodo mamario, isoladas de vacas no
periparto apresentaram menor habilidade de
matar bactérias que as células isoladas de
vacas em lactagdo. Em parte, esta redugéo
pode ser devido a diminuigdo de atividade
destas células durante o periparto. Esta
conclusdo foi apoiada pela observacdo de
que a adi¢do de IL-2 exdgena melhora a
capacidade bactericida de todas as células
linféides, independente do estagio de
lactacdo. Isto sugere que a IL-2 é capaz de
aumentar a capacidade bactericida mesmo
durante periodos de imunossupressdo.
Reducdo na secregdo de IL-2 e INF-y
durante 0 poés-parto  tém sido
correlacionadas com aumento da incidéncia
de mastite.

A primeira defesa soluvel da resposta
imune especifica sdo os anticorpos
produzidos pelos linfécitos B antigeno
ativado. IgGl ¢é o primeiro isotipo
encontrado na secre¢do de glandulas
mamarias saudaveis, mas IgG2 aumenta
substancialmente durante inflamagdo da
glandula mamaria. Alguns isotipos (IgGl,
IgG2 e IgM) podem atuar como opsoninas
para melhorar a fagocitose por neutrofilos e
macrofagos. A IgA auxilia na aglutinagio
de bactérias invasoras, podendo prevenir a
propagacdo da doenga bacteriana na
glandula mamaria (Korhonen et al., 2000).
A alteracdo da responsividade dos linfocitos
a cerca do parto estd relacionada com o
aumento da susceptibilidade a mastite.

2.4 Mastite e Contagem de Células
Somaticas

Quando as bactérias entram na glandula
mamaria e estabelecem uma infec¢do, um
processo inflamatorio é iniciado
acompanhado pelo influxo de células
brancas do sangue, alteracdo da fungdo
secretora, ¢ mudancas no volume e
composi¢do da secrecdo mamaria. Uma vez

que o numero de células no leite estd
intimamente associado com inflamacdo e
saude do tubere, CCS sdo aceitas como
medida padrdo internacional de qualidade
do leite. As células somaticas do leite sdo
principalmente leucdcitos ou células
brancas do sangue, que incluem
macroéfagos, linfocitos e neutrofilos
(Harmon, 2001). Células epiteliais ou
células que produzem leite sdo raramente
encontradas nas secrecdes do ubere,
incluindo na glandula mamaéria seca, sendo
de 0 a 7% dapopulagidode células
(Harmon, 2001). Os macrofagos sdo o tipo
de células predominantes no leite normal e
constituem entre 30 a 74% do total ~ de
células no leite (Burvenich et al., 2000). No
entanto, quando a saude da glandula
mamaria ¢ alteradapor uma infecgdo
microbiana, o nimero e tipos de células
somaticas predominantes passam por rapida
transi¢do, podendo  os  neutréfilos
representar  95%  destas  cé€lulas. Esta
transicdo de uma glandula mamaria
saudavel e com baixa CCS para uma
secrecdo lactea contendo maior CCS,
podendo ter alteracdes clinicas como a
presencga de coagulos, leva apenas algumas
horas e faz parte de um mecanismo normal
de defesa do hospedeiro (Kehrli e Shuster,
1994).

Quando a resposta inflamatéria se inicia,
ocorre afluxo de PMN para o tecido
mamario. Os PMN normalmente fluem
livremente através dos  capilares apenas
com a adesdo minima as paredes dos vasos.
Durante ainfecgdo ¢ inflamagdo, ocorre
aumento da permeabilidade vascular e
PMN  marginais ou aderidos ao
endotélio dos pequenos vasos sanguineos,
passam entre as células que revestem o
vaso, alcangando o interior da glandula
mamaria.  Mensageiros  quimiotaticos
liberados a partir de leucocitos presentes
normalmente no leite ou nos tecidos lesados
atraem PMN  parao leite em grande
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nimero. Em outras areas com danos, os
PMN podem passar entre as células
epiteliais para o limen do alvéolo. Assim, o
resultado final deste processo é 0o aumento
da CCS no leite resultante da migracdo de
PMN para o local da infecgdo. Os
leucocitos no leite também podem liberar
substancias que alteram a permeabilidade
dos vasos sanguineos ou atraem mais
leucocitos para a regido da infeccdo. Com a
persistente infeccdo bacteriana, o nimero
de leucdcitos pode variar, mas geralmente
permanece  alto. As  células somaticas
continuam elevadas apos as bactérias serem
eliminadas até ocorrer a cura da glandula
mamaria  (Harmon,  1994).  Aposa
eliminagdo efetiva da infec¢do, pode levar
até trés semanas paraa CCS voltar para
niveis pré-infec¢do (Werven et al., 1997).

Varios fatores afetam a contagem de células
somaticas. Estadio de lactacdo, idade da
vaca e nivel de producdo sdo alguns desses
fatores, mas a infec¢do intramamaria, ou
seja, a mastite € o fator que mais afeta a
CCS do leite (Dohoo e Meek, 1982; Philpot
e Nickerson, 2000). A CCS pode ser
mensurada em diferentes niveis, porém a
CCS do tanque de expansio e a CCS
individual do animal sdo as formas mais
freqlientes e  necessarias para o
acompanhamento do status infeccioso dos
rebanhos (Philpot e Nickerson, 2000).

Mastite subclinica esta associada ao
aumento da CCS do leite e tem varias
conseqiiéncias  negativas, como  por
exemplo, a perda de producdo de leite.
Durante o desenvolvimento desta, ha
inflamacdo sem a presenga visivel de
anormalidades no leiteou na glandula
(Sordillo et al., 1997; Steeneveld et al,
2008). Uma das técnicas usadas para
monitorar o nivel ou a ocorréncia de mastite
subclinica em rebanhos de  vacas
ou individual oude quartos mamarios ¢
determinar a contagem de células

somaticas de amostras de leite (Dohoo e
Meek, 1982). A mastite clinica ¢
caracterizada por elevada CCS no leite e
sinais  visuais de inflamagdo, tais como
grumo, leite aguado, sanguinolento ou
amarelado. A mastite clinica pode causar
diminui¢do na ingestdo da matéria seca,
inchago  das  glandulas  mamarias e,
em casos extremos de septicemia ou
endotoxemia, podem levar o animal a
morte (Bradley, 2002).

A reacdo inflamatéria da glandula mamaria
apos a invasdo por bactérias é geralmente
associada a rapida proliferagdo bacteriana
no leite. Os macroéfagos patogenos ativados,
as células epiteliais e endoteliais mamarias
secretam citocinas pro-inflamatdrias, como
IL-1, IL-8, TNF-0, com consequente
migracdo massiva de anticorpos e
neutrdfilos do sangue para o leite e aumento
pronunciado da CCS no leite (Riollet et al.,
2000). Dohoo e Meek (1982) citam que a
contagem de células somaticas em amostras
de leite compostas de vacas com todos os
quatro livres de infec¢do apresentam media
de 113.000 a 251.000 céls./mL, dependendo
da idade da vaca. Napel et al. (2009)
relatam que quartos mamarios de vacas que
ndo apresentam infeccdo, geralmente
apresentam CCS inferior a 25.000 céls./mL
e a CCS dessas vacas ¢ proximo a 100.000
céls./mL. Os quartos mamarios que
desenvolvem infec¢des ou apresentam CCS
acima de 100.000 céls./mL com uma
enorme variagao, de acordo com o patdégeno
envolvido, idade da vaca e status
imunoldgico do animal, entre outros, sendo
que a CCS ¢ elevada dez vezes ou mais
dentro de poucas horas apds a infecgdo.
Quando a infecgdo € eliminada, a CCS pode
retornar aos niveis pré-infecgdo,
principalmente apo6s a eliminagdo dos
produtos resultantes desta infeccdo e o
reparo do processo inflamatorio, levando
até trés semanas para retornar a estes
valores (Radostits et al., 1999; Napel et al.,
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2009). Com o aumento da CCS, aumenta a
porcentagem de patogenos isolados de
amostra de leite de vacas em lactacdo
(Jones et al., 1984).

A incidéncia de mastite clinica aumenta a
medida que a CCS do tanque diminui
sendo, neste caso, mais comum a ocorréncia
de mastite por bactérias gram-negativas,
como E. coli e Klebsiella sp e sinais
sistémicos da doenga sdo mais freqiientes
nestes rebanhos (Barkema et al., 1998).
Green et al. (2004) verificaram que vacas
que apresentaram caso clinico de mastite
durante a lactacdo tiveram maior CCS do
que as vacas que nao apresentaram mastite
clinica. Os autores relataram que baixas
CCS durante a lactagdo foram associadas ao
aumento de risco de casos clinicos por E.
coli. Casos clinicos causados por estes
patdgenos sdo associados a rapida
recuperagdo, visto que a elevacao da CCS e
o declinio da mesma sdo rapidos (Hass et
al., 2004)

2.5 Mastite e Producio de Leite

A infecgdo intramamaria provoca uma série
de eventos na glandula mamaria. Toxinas
produzidas por bactérias ou mediadores
da inflamacao provocam danos no tecido
secretor do leite, resultando em menor
sintese total de leite (Shuster et al. 1991).
Mudangas na permeabilidade dos vasos
sangiiineos e no epitélio mamario podem
levar ao extravasamento de componentes do
sangue para o leite e o movimento de
alguns componentes do leite normal para
fora da luz doalvéolo, ou seja, para
o espago perivascular. Coagulos formados
pela agregacdo de leucocitose fatores
de coagulagdo do sangue podem bloquear
pequenos dutos e impedir a remocao
completa do leite. Danos as células
epiteliais e obstrucdo de pequenos dutos
podem resultar na formagdo de tecido
cicatricial em alguns casos com perda
permanente da fungdo de parte da glandula.

Em outros casos, ap6és a redugdo do
processo inflamatorio, o reparo tecidual
pode ocorrer ¢ a fungfio da parte afetada
pode retornar ao normal na mesma lactaggo
ou na seguinte (Harmon, 1994).

A relagdo entre a mastite subclinicae a
producdo de leite geralmente tem sido
investigada em termos de efeitos associados
as alteragdesna CCS. A magnitude da
perda de producdo de leite associada ao
aumento da contagem de células somaticas
depende do estagio de lactagdo e ordem de
parto, sendo mais extensa no final da
lactagdo independente do numero de
lactagdes (Hagnestam-Nielsen et al., 2009).
A infuso deendotoxinana glandula
mamaria induz inflamagdo queimita a
ocorréncia natural de mastite, mas ndo tem
nenhum efeito danoso diretamente sobre o
epitélio mamario, sendo a reducdo na

\

producio de leitedevido a resposta
inflamatoéria induzida e associada a reacao
sistémica (Shuster et al, 1991). Portanto,
embora o influxo de neutrofilos na glandula
mamaria inflamada certamente tenha efeito
danoso diretamente sobre a produgdo
de leite, efeitos sistémicos da inflamagdo na
produgdo de leite podem ser tdo importantes
quanto o influxo de neutrofilos (Kehrli e

Shuster, 1994).

Com o avango da lactagdo, o ubere se torna
mais exposto a infecgdes por patdogenos,
resultando em  danos glandulares
permanentes, o que estd relacionado com
amaior perda de leite associado com
aumento da CCS no final da lactagao
(Hortet et al., 1999). Hagnestam-Nielsen et
al. (2009) relataram que a maior perda de
producdo foi relacionada com o aumento da
CCS e tornou-se mais grave com O
progresso da lactagdo, sendo mais intensa
em vacas entre 33 e 44 semanas de
lactacdo. Os autores relacionaram o
aumento na perda de producgdo de leite na
lactacdo tardia ao fato de que o ubere esta
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em estado catabolico. O  processo
degenerativo em curso pode influenciar a
capacidade do ubere de se regenerar apos a
infecgdo e a capacidade de
compensagdo dos quartos nao infectados na
producdo de leite. A associacdo mais
fraca entre CCS eperda de produgdo de
leite diaria foi encontrada entre a terceira e
oitava semana de lactagdo. Os autores
relatam que, mesmo sendo este momento de
elevado risco para desenvolver mastite, a
CCS foi menor que 50.000 céls./mL neste
periodo, podendo ser explicada
por efeito de  diluigdo provocada pela
alta producdo de leite em torno de pico de
produg@o.

No Brasil, foi observada reducao de 7,1%
na produgdo de leite dos animais com CCS
entre 101.000 e 250.000, comparada com
animais com CCS abaixo de 100.000. Os
animais com CCS acima de 3.000.000
céls/ml apresentaram reducao de 19,4% em
relacdo aos animais com CCS inferior a
100.000 céls/ml (Cunha, 2005).

A CCS do tanque tem alta correlagdo com a
prevaléncia de infec¢des intramamarias no
rebanho e pode ser considerada como um
bom parametro para deteccdo de problemas
de mastite no rebanho e para avaliar a perda
de producdo de leite na propriedade devido
a estes problemas. Para CCS de tanque de
200.000 céls./mL nao se observa perda na
producdo de leite no rebanho, mas o
percentual de perda de producdo de leite
pode chegar a 29% quando a CCS alcanga
os niveis de 1.500.000 céls./mL (NMC,
1987).

A medida que a CCS do tanque diminui a
incidéncia de mastite clinica aumenta,
principalmente  por  bactérias  gram-
negativas, como E. coli e Klebsiella sp
(Barkema et al., 1998). Grohn et al. (2004)
relatam que vacas com caso clinico de
mastite causados por E. coli podem
apresentar reducdo de 13Kg na produgdo de

leite diaria. Apos a recuperagdo do episodio
clinico, estas produziram 7Kg a menos de
leite/dia em compara¢do com as que nio
apresentaram mastite clinica pelo agente.

2.6 Estratégias de controle da mastite no
periodo seco

2.6.1 Tratamento de vacas secas

A terapia de vacaseca, com o uso de
antibidtico intramamario de longa duracdo
durante o periodo seco, aplicado no
momento da secagem, apresenta duas
fungdes: em primeiro lugar combater
infecgOes intramamarias pré existentes na
secagem e  evitarnovas  infecgdes
intramamarias durante o periodo  seco
(Smith et al., 19606).

Pesquisas tém mostrado que a terapia de
vacas secas ndo protege totalmente os
animais de novas infecgdes por coliformes
durante o periodo seco. Isso ¢ explicado
pelo fato de que muitas novas infec¢des por
coliformes ocorrem no final do periodo
seco quando a terapia de vaca seca ndo
fornece protecdo contra novas infecgdes
intramamarias devido a baixa concentracao
do antibidtico na glandula mamaria. Outra
explicagdo é que o espectro de atividade de
muitos produtos utilizados na terapia de
vaca seca ndo tem acgdo sobre os
microrganismos gram-negativos (Halassa et
al., 2009b)

Bradley e Green (2001b) avaliaram o
impacto do uso da terapia de vaca seca com
antibidtico de amplo espectro (sulfato de
framicetina, hidroiodeto de penetamato,
penicilina procaina) e outro antibidtico para
vaca seca com espectro contra gram-
positivos (cloxacilina benzatina). Houve
menor ocorréncia de mastite clinica por E.
coli e coliformes e, conseqiientemente, no
total de mastite nos 100 primeiros dias de
lactagdo no grupo tratado com antibidtico
com atividade contra gram-negativos. Nao
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houve diferenca na probabilidade de
desenvolver mastite por outros patdogenos
nos dois grupos. As vacas no grupo tratado
com antibidtico a base de cloxacilina
tiveram duas vezes mais chances de
desenvolver mastite clinica por coliformes
na lactagdo seguinte em comparagdo com o
outro grupo tratado com antibidtico de
amplo espectro. Nao houve diferenga
significativa na contagem de células
somaticas nos dois grupos apo6s o parto.
Berry e Hillerton (2002) estudaram o efeito
da terapia de vaca seca aplicada a 236 vacas
em dois rebanhos com baixa contagem de
células somaticas de tanque (média de
150.000 céls./mL). O antibiotico utilizado
no grupo tratado foi o cefaloénio anidro, de
amplo espectro. Os autores observaram que
o nimero de novas infec¢des por coliformes
ndo diferiu significativamente entre os
grupos tratado e ndo tratado e concluiram
que a reavaliagdo dos critérios de selecdo de
antibidtico utilizado na terapia de vacas
secas € necessaria, pois em rebanhos nos
quais a CCS do tanque ¢ baixa, o principal
papel do uso de antibidticos na terapia de
vaca seca € a prevengdo de novas infeccoes
intramamarias que neste momento sio
causadas por patdégenos ambientais, em
especial, por coliformes (Bradley e Green,
2001b).

2.6.2 Vacinacao com E. coli J5

Praticas de manejo para reforcar a
resisténcia da vaca sfo necessarias para
controlar a mastite causada por coliformes,
principalmente durante o periodo seco,
momento de maior risco de aquisicdo de
novas infec¢des (Smith, 1983; Smith e
Hogan, 1993), j4 que a terapia de vacas
secas ndo se mostrou completamente eficaz
no controle de mastites causadas por
coliformes (Halassa et al., 2009b).

A vacina com a cepa mutante rugosa E. coli
O111:B4 (J5) tem sido utilizada, ha mais de
15 anos, na imunizagdo de vacas contra as

mastites causadas por coliformes. A
bactéria E. coli rugosa mutante nido tem
enzimas requeridas para sintese normal do
LPS da parede celular, o que resulta em
incompleta formacdo do antigeno O ou
oligossacarideos, expondo o antigeno do
nicleo (Elbien e Heath, 1965; Hogan e
Smith, 2003). Sendo assim, a estrutura do
LPS da E. coli J5, carece do antigeno O e
consiste somente de lipideo A e alguns
polissacarideos do nicleo. Juntos, estd
estrutura de LPS é chamada de antigeno do
nucleo (Dosogne et al., 2002). A protegdo
oferecida pela vacinacdo com E. coli J5 tem
sido atribuida ao aumento do anticorpo
contra antigenos do nucleo
lipopolissacarideo no soro e no leite (Tyler
et al., 1991; Hogan et al., 1992¢; Tomita et
al., 2000; Dosogne et al., 2002) e a
opsonizagdo reforcada de bactérias e
fagocitose pelos neutréfilos em resposta a
infec¢do intramamaria (Hogan et al, 1992b;
Hogan et al., 1992c; Tomita et al., 2000;
Dosogne et al, 2002). Entretanto, o
mecanismo de atua¢do da imuniza¢do com
E. coli J5 ainda ndo estd claramente
identificado (Dosogne et al., 2002; Wilson
et al, 2009).

McCallus e Norcross (1987) desafiaram
dois grupos de camundongos, um
imunizado com J5 e o outro controle, com
LPS extraido de uma cepa de E. coli isolada
de caso clinico de mastite em vaca. A cepa
foi cultivada por trés ou 19 horas. A vacina
protegeu os camundongos desafiados com
LPS extraido de bactérias cultivadas por
trés horas, mas nao de LPS extraido de
bactérias cultivadas por 19 horas. Isso
comprova que durante a infec¢do ha rapida
multiplicacdo das bactérias gram-negativas,
assim anticorpos J5 podem ligar-se aos
antigenos do nucleo exposto das bactérias,
antes que a formagdo da cadeia lateral seja
concluida, ou seja, quando o antigeno do
nicleo ¢é mais exposto. Os autores
propuseram, entdo, que a reacdo cruzada
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com as diferentes cepas ¢ maior durante a
fase de crescimento da bactéria quando a
forma¢do da  cadeia  lateral do
polissacarideo-O ¢ incompleta, expondo
assim o antigeno do ntcleo.

Apods a primeira vacinagdo subcutanea, o
antigeno da vacina liga-se a células
apresentadoras de antigenos, que podem ser
macroéfagos, células B ativadas, ou células
dendriticas. Depois do processamento do
antigeno, os produtos resultantes sdo
expressos na superficie da membrana em
conjunto com moléculas principais de
histocompatibilidade classe II (MHCII).
Células apresentadoras de antigeno migram
para os tecidos linfoides, onde se ligam as
células CD4+ (células T helper). Tanto
CD4+ e CD8+ sdo células que podem
desenvolver memoria, resultando em uma
forma mais rdpida e acentuada de resposta
ap6s um segundo ou terceiro contato
(Riollet et al., 2000). Entdo, apds a
vacinagdo, anticorpos sdo gerados contra o
antigeno do nucleo (Tyler et al., 1990).

A resposta Thl ¢ preferencialmente
determinada em vacas vacinadas contra E.
coli (Dosogne et al., 2002). Apos a infec¢io
intramamaria com £E. coli, os animais
vacinados apresentam elevados niveis
séricos de IgG1 e IgG2. J& nos animais ndo
vacinados, ha predominio da IgM. Essa
mudanga na produgdo de classe de
imunoglobulinas em animais imunizados ¢
considerada componente chave na eficacia
da defesa do hospedeiro, principalmente
relacionada a IgG2. Esta imunoglobulina ¢
um importante anticorpo opsonizante que
auxilia a fagocitose de bactérias por
neutrofilos, favorecendo a  resposta
imunoldgica do tipo Thl, sendo este um
dos principais beneficios da vacina E. coli
J5 (Wilson et al, 2007b). Uma rapida
disponibilidade de IgG2 contra E. coli J5
imediatamente apo6s as bactérias entrarem
na glandula mamaria tem sido associada a

uma depuragdo mais efetiva das bactérias
coliformes da glandula mamaria, o que
ocorre mais tardiamente em animais ndo
vacinados (Shafer-Weaver et al., 1999).

Tomita et al. (1995 e 1998) demonstraram
que os titulos séricos de IgG2 aumentaram
nas vacas imunizadas 14 a 21 dias apos a
primeira imunizagdo; e duas semanas apos a
segunda imunizacdo. Wilson et al. (2009)
relataram que os efeitos benéficos da vacina
E. coli J5 podem ser observados até
aproximadamente 100 dias apos a ultima
aplicagdo da mesma, pelo menos apos
aplicacdo de duas doses da vacina.

Altos titulos de anticorpos sdo associados
com a diminui¢do da incidéncia de mastite
clinica causada por coliformes (Tyler et al.,
1988). A vacinagdo reforca as defesas do
hospedeiro e as bactérias sdo eliminadas da
glandula mamaria sem que os sinais
clinicos sejam detectados (Hogan et al.,
1995). Reforcada secre¢do mamaria de IgG
especifico para E. coli J5 reduz o pico de
contagem  bacteriana no leite e,
conseqiientemente, os sinais clinicos de
mastite (Hogan et al., 1992¢). Gonzalez et
al. (1989) observaram que vacas com titulos
de IgG1 maiores que 1:240, reconhecendo o
antigeno do nucleo de gram-negativos,
tiveram 5,3 vezes menos riscos de sofrer
mastite clinica por coliformes do que vacas
com titulos menores. Apesar de aumentos
nos titulos de anticorpos especificos no soro
e no leite serem observados seguidos da
vacinagdo com E. coli J5, a relacdo com
incidéncia ou severidade da mastite nem
sempre tem sido estabelecida (Tomita et al.,
2000).

Ao avaliar os efeitos da vacina E. coli J5 na
contagem de células somaticas, Hogan et al.
(1995) observaram que sete dias apos o
desafio intramamario com E. coli, a CCS
foi maior nas vacas controles em relagdo as
vacinadas e que a producdo de leite ndo
diferiu entre os grupos. No protocolo
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utilizado, a primeira imunizagdo ocorreu na
data da secagem, ou seja, 60 dias antes da
data prevista para o parto; a segunda
imunizacdo 30 dias ap6s a primeira; ¢ a
terceira imunizagdo dentro de 48 horas apds
o parto. Hogan et al. (1999), entretanto,
utilizando o mesmo protocolo, verificaram
que a vacinagdo nao teve efeito na CCS. A
resposta tipica de CCS iniciou trés a seis
horas ap6s o pico de contagem bacteriana e
alcancaram o valor maximo 24 horas apos o
desafio. A CCS dos dois grupos retornou
aos valores anteriores ao desafio até 14 dias
apos o desafio.

O primeiro estudo em rebanhos para
elucidar a eficacia da vacina em condi¢des
naturais de desafio por coliformes foi
realizado por Gonzalez et al. (1989). Os
animais foram vacinados no dia da
secagem, 28 dias depois e 14 dias apos o
parto. A eficicia da vacina foi avaliada
baseada na comparagdo da taxa de
incidéncia de casos clinicos de mastite por
coliformes nos grupos vacinados e ndo
vacinados. A incidéncia no grupo vacinado
foi de 2,57% e no grupo ndo vacinado de
12,77%. Durante os primeiros 90 dias de
lactagdo, vacas vacinadas tiveram cinco
vezes menos risco de sofrer casos clinicos
de mastite do que vacas ndo vacinadas. O
estudo mostrou que o uso da vacina reduz a
incidéncia de mastite clinica causada por
coliformes, mas ndo impede a ocorréncia de
infeccdes  intramamarias  por  gram-
negativos.

Wilson et al (2009) estudaram a ocorréncia
de casos naturais de mastite clinica em
animais vacinados com E. coli J5 e ndo
vacinados em rebanhos comerciais dos
Estados Unidos e seu impacto sobre a
produgdo de leite. A vacinagdo foi realizada
no dia da secagem e 21 a 28 dias apés a
primeira aplicagdo. A maioria das vacas
teve perda na produgdo de leite apds o caso
clinico de mastite, sendo a média de 7,0Kg

de leite/dia de perda de producéo e esta ndo
diferiu entre os grupos. A perda foi maior
quando associada a casos clinicos de
mastite causados por E. coli, e houve
diferenca significativa na perda diaria de
producdo de leite para este patogeno entre
vacinado (19,9kg) e controle (21,8Kg),
sendo a perda maior para grupo controle.

Gentilini (2010) avaliou a eficacia da
utilizagdo de wuma vacina comercial,
contendo a bacterina Escherichia coli J5, na
prevencdo e controle das mastites clinicas
causadas por coliformes, em especial a
Escherichia coli. Foram realizadas trés
doses da vacina, sendo a primeira dose na
secagem (60 dias antes do parto), a segunda
30 dias ap6s a primeira dose e a Ultima dose
foi administrada na primeira semana apds o
parto. A vacinagdo com E. coli J5
demonstrou-se  eficaz em reduzir a
prevaléncia de infec¢Oes intramamarias no
pos-parto, bem como a ocorréncia e
intensidade dos casos clinicos de mastite,
causados por E. coli, nos primeiros 100 dias
de lactagdo. A CCS ndo foi alterada pela
utilizacdo da vacina E.coli J5, mas os
animais imunizados produziram mais leite
nos primeiros 100 dias de lactagdo.

As recomendacdes de protocolo de
vacinacdo contra mastite ambiental variam
muito. Estes protocolos geralmente sio
realizados nos periodos de maior risco de
aquisicdo de novas infecgbes  por
coliformes, ou seja, durante o periodo seco
(Tomita et al., 2000). Alguns esquemas
recomendam duas doses de vacina¢do com
intervalo de 2 a 4 semanas, sendo a
primeira dose na secagem e, em seguida,
uma imunizagdo repetida anualmente.
Outro esquema sugerido ¢ a imuniza¢do na
secagem, ou seja, 60 dias antes da data
prevista para o parto, a segunda dose 30
dias apos a primeira e a terceira dentro de
at¢ duas semanas apdés o parto.

Recentemente, pesquisadores tém
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questionado o impacto do balango
energético negativo sobre as respostas a
vacinagdes realizadas neste periodo, uma
vez que a capacidade de resposta imune
encontra-se de alguma maneira
comprometida (Goff e Horst, 1997).
Considerando o inicio do periodo seco
como momento de alto risco de
contaminacdo da  glandula mamaria
(Eberhart et al, 1979; Smith et al., 1985b;
Eberhart 1986; Hogan et al., 1989), ¢ o
intervalo de 14 dias para o estabelecimento
de uma resposta imune efetiva (Tomita et
al., 1995), a antecipagdo do inicio do
protocolo de vacinagdo contra patdogenos
coliformes foi recomendada por Petersson,
et al. (20006)

2.7 Mastite e Reproducio

Varias espécies de bactérias sdo capazes de
invadir a glandula mamaria, multiplicar e
produzir  substancias  prejudiciais  ao
desempenho reprodutivo. O aumento
da PGF2a foi encontrado no leite de vacas
com mastite clinica (Anderson et al., 1986).
Infusdo  intramamaria de  Klebsiella
pneumoniae levou a0 aumento no plasma e
no leite de PGF2a (Cullor, 1990).
Evidéncias recentes sugerem que a
liberagdo de endotoxinas por bactérias
gram-negativas pode promover a liberagdo
de mediadores inflamatorios, estimular a
producdo de PGF2a, induzir a lutedlise, e
reduzir a taxa de concepgdo (Cullor, 1990;
Hockett et al. 2000; Moore ¢ O'Connor,
1993; Schrick et al., 1993; Barker et al.,
1998; Schrick et al., 2001; Chebel et
al., 2004).

Endotoxinas produzidas por bactérias gram-
negativas resultam em liberagdo de
citocinas pro-inflamatorias como a
interleucina, o fator de necrose tumoral-o, e
varias outras moléculas (Bannerman, 2009).
Estas citocinas tém sido associadas a perda
(Hansen et al.,  2004) por
induzirem  hipertermia, queinibe o

embrionaria

desenvolvimento do od6cito e crescimento
do embrido. As prostaglandinas estdo
presentes em todos os tecidos animais,
exercendo varias func¢des e sdo parte de um
grupo de eicosanodides, derivado do acido
araquidonico. As prostaglandinas, assim
como os leucotrienos, tém sua sintese
desencadeada por estimulos nas membranas
celulares. A fosfolipase A, constituinte
normal das membranas celulares, hidrolisa
fosfolipidios da membrana liberando assim
o acido araquidonico. Este acido liberado ¢
entdo substrato para duas vias enzimaticas,
a das cicloxigenases, que desencadeiam a
sintese das prostaglandinas e dos
tromboxanos, ¢ a via das lipoxigenases,
responsavel pela sintese dos leucotrienos
(Freitas, 2007). Ao interagir com seus
receptores no corpo lateo, a PGF2a
bloqueia a sintese de progesterona, levando
a lutedlise (Carambula et al., 2002).

Gilbert et al. (1990) verificaram que a
infusdo de endotoxina de E. colilevou a
encurtamento do ciclo estral em novilhas e
sugeriram que a administracdo intravenosa
de endotoxina influencia a fun¢do lutea pela
ativacdo da cascata do acido araquiddnico,
por efeito direto sobre o corpo luteo, ou
através de outros mediadores. Cullor (1990)
ao realizar a infusdo intramamaria de
Klebsiella pneumoniae em vacas, observou
que as concentracdes plasmaticas de
cortisol e de PGF2a aumentaram seguidas
por diminuigdo das concentragoes de
progesterona em vacas prenhes, o que levou
ao aborto quando administrada no primeiro
trimestre, mas ndo quando infundido no
segundo ou terceiro trimestre de gestacao.
Estes resultados sugeriram que a lutedlise
induzida pela endotoxina era mais
prejudicial quando a  progesterona
placentéria ndo estava disponivel.

Estudo realizado por Barker et al. (1998)
demonstrou que as vacascom mastite
clinica entre a primeira inseminacdo e a
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concepgao necessitaram de uma
inseminagdo adicional, o que aumentou o
periodo de servigo nesses animais em
comparagdo com asoutras vacas sem
mastite. Os autores explicam que esses
resultados podem ter ocorrido devido a
lutedlise, com conseqiiente perda de
progesterona e morte embrionaria. Esses
autores, também, mostraram que ndo houve
diferenga no desempenho reprodutivo entre
vacas com mastite clinica causada por
patdégenos  gram-positivos ou  gram-
negativos. O fragmento de peptideoglicano,
componente da parede de alguns patégenos
gram-positivos, tais como espécies de
Streptococcus, pode eventualmente
produzir respostas que sdo semelhantes a
infusdo de endotoxina endovenosa e/ou a
liberagdo desta nas mastites causadas por
coliformes. Gunay e Gunay (2008)
observaram que vacas que apresentaram
mastite clinica tiveram o intervalo entre o
parto até a concepgdo maior do que as vacas
controle (94,1 dias), sendo o intervalo para
vacas com mastite antes do primeiro servigo
de 119,1 dias e para vacas com mastite
clinica apés o primeiro servico de 141,7
dias.

Em ovelhas ovariectomizadas o efeito
supressor da infusdo venosa de endotoxina
no eixo reprodutivo pode ser mediado
centralmente através de uma inibi¢do do
GnRH e, portanto, a secrecdo pulsatil de
LH (Battaglia et al., 1997). Os autores
concluiram que o desafio com endotoxina
inibe 0 eixo neuroendocrino  reprodutivo
coincidente com o estimulo a secrecdo de
esteroides adrenais elevando a temperatura
corporal. Estes resultados evidenciam que a
endotoxina pode inibir a funcdo reprodutiva
neuroenddcrina central pela liberagdo de
GnRH pulsatil.

Vacas que
intramamaria subclinica cronica ou eventos

apresentam infecgdo

clinicos de curto prazo podem apresentar

atraso na ovula¢do (Lavon et al., 2010).
Este atraso foi associado abaixas
concentracdes plasmaticas de estradiol e
abaixo ouretardado pico de LH pré-
ovulatorio. Os autores demonstraram que
das vacas com mastite, 26% apresentaram
intervalo entre estro e ovulagdo mais longo
que o normal ou ndo ovularam, contra
apenas 4% do grupo sem mastite. Esse
atraso foi iniciado principalmente a partir
da depressdo direta da produgdo de
estradiol, resultando na redugdo pré
ovulatoria das concentragdes de estradiol.
Por conseguinte, o efeito estimulante do
estradiol sobre indu¢do de GnRH para
aumentar a secre¢do de LH provavelmente
foi deprimido, o que resultou na ovulacao
atrasada (Lavon et al., 2010). Hockett et al.
(2005) demonstraram que vacas com
mastite clinica podem ter perturbacdes na
fisiologia normal, incluindo diminui¢do nos
pulsos de LH, auséncia de pico de LH e de
comportamento  estral, supressdo do
estradiol e falha na ovulag@o.

Wilson et al. (2008) analisaram o efeito da
vacina contra mastite ambiental e da mastite
clinica no desempenho reprodutivo. As
vacas que tiveram mastite clinica foram
associadas com maiores niumero de dias em
aberto e intervalo do parto até a concepgao.
As vacas com mastite foram
menos propensas ase tornarem prenhes
(47%) em comparagdo com as vacas do
grupo controle  (78%).  Os patdogenos
Escherichia coli e Streptococcus sp foram
associados de forma significativa com a
redugdo da prenhez, pois apenas 40% das
vacas com mastite clinicas por estes
patéogenos ficaram prenhes, sendo a
probabilidade de concepgdo 50% menor em
comparagdo com o grupo controle. Apesar
das diferengas observadas entre animais
com mastite clinica e sem mastite clinica,
os autores ndo observaram diferengas no
desempenho reprodutivo entre os grupos
vacinados e ndo vacinados.
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A ocorréncia de  mastite clinica
imediatamente apds a inseminagdo artificial
foi associada a menor probabilidade de
concepgdo (Hertl et al., 2010). Os autores
observaram que as vacas que apresentaram
caso clinico de mastite entre zero a
sete dias apds a inseminacdo apresentaram
menor taxa de concepcdo. Casos clinicos
causados por bactérias gram-negativas
foram associados a redugdo mais acentuada
nataxa de concep¢do do que por outros
microrganismos. Os pesquisadores
concluiram que a mastite clinica causada
por patdgenos gram-negativos, que ocorre
imediatamente ap0s a inseminagdo artificial
pode estar associada com menor taxa de
concepgao.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Consideracgoes sobre o rebanho

3.1.1 Consideracdes gerais

O estudo foi realizado entre abril de 2010 a
janeiro de 2011, em um rebanho comercial
localizado no municipio de Pitangui, Minas
Gerais, composto de 700 vacas mesticas
(172, 3/4, 7/8, 15/16) Holandés x Gir em
lactacdo, com produgdo meédia de 21 kg de
leite/dia. Os animais foram ordenhados
duas vezes ao dia em intervalo de 12 horas,
em equipamento mecanico tipo espinha de
peixe, linha baixa, com 24 conjuntos
(2x12=24) e mecanismo de extracdo
automatica de teteiras.

As vacas foram confinadas em piquetes
durante o periodo de seca, ou seja, marco a
outubro recebendo a dieta completa nos
cochos. E durante o periodo de chuvas,
outubro a fevereiro, foram mantidas a pasto
e recebendo concentrado nos comedouros,
ao final de cada ordenha.

A dieta das vacas em lactacdo constituia-se
de silagem de milho e cana como
volumoso, para a época de confinamento, e
como concentrado, uma combinagdo de

milho, farelo de soja, polpa citrica e pré mix
comercial mineral e vitaminico. O sal
comum era fornecido a vontade nos
comedouros, bem como d4gua limpa,
disponivel em bebedouros distribuidos
pelos piquetes.

3.1.2 Consideracdes sobre rotina de
ordenha e controle de mastite

A rotina de ordenha era realizada na
seguinte ordem: teste da caneca telada, para
diagnostico de casos clinicos de mastite;
desinfeccdo dos tetos antes da ordenha (pré-
dipping) com solugdo desinfetante a base de
hipoclorito de soédio a 3%, mantida em
frasco sem retorno; secagem dos tetos com
papel-toalha descartavel, utilizando um
papel por teto; desinfeccao dos tetos apos a
ordenha (pos-dipping) com solugdo de iodo
a 1%, mantida em frasco sem retorno. A
limpeza do equipamento de ordenha era
realizada em quatro etapas: pré-enxague
com agua a 40°C; circulagdo de detergente
alcalino clorado em agua a 70°C por dez
minutos, com controle da temperatura da
agua cuja temperatura final era de 40°C;
enxague com detergente acido em agua fria;
sanitizacdo com solucdo clorada em agua
fria, por cinco minutos, 30 minutos antes de
cada ordenha.

A fazenda adota programa intensivo de
controle de mastite por meio dos seguintes
procedimentos: rotina de ordenha higiénica,
utilizagdo de terapia de vacas secas,
manuten¢gdo da limpeza do ambiente de
permanéncia dos animais, adequada
limpeza e manutengdo do equipamento de
ordenha e tratamento imediato de todos os
casos clinicos de mastite. As vacas com
contagem de células somadticas (CCS),
constantemente, acima de  250.000
céls./mL, isto ¢é, vacas cronicamente
infectadas, eram identificadas por meio de
correntes no pescoco e ordenhadas
separadamente do restante do rebanho,
sendo o penultimo lote na linha de ordenha.
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O ultimo lote era formado por vacas em
tratamento para mastite clinica, cujo leite
era ordenhado diretamente em latdes e
descartado. Vacas, com mastite clinica ou
subclinica cronica por mais de uma lactagéo
e com CCS mensal acima de 400.000
cels./mL e ndo responsivas a pelo menos
trés tratamentos para mastite clinica, eram
descartadas do rebanho.

Havia, também, controle intensivo de
patogenos  contagiosos na  fazenda,
Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae, de baixa prevaléncia na
fazenda. Resultados de cultura
microbiologica do tanque de refrigeragdo e
culturas individuais realizados antes do
inicio do estudo demonstravam que as
infeccdes intramamarias eram causadas
predominantemente por patogenos
ambientais.

3.1.3 Consideragdes sobre manejo
reprodutivo

Durante a lactagdo, a detecgdo de cio era
realizada por um funciondrio treinado por
meio da observagao das vacas trés vezes ao
dia para verificar a apresentacdo de sinais
de cio. O responsavel por trazer as vacas do
piquete para a sala de ordenha, também,
observava as vacas que apresentavam cio.
Além disso, todos os funcionarios da
fazenda participavam regularmente da
identifica¢do das vacas em cio durante todo
o dia.

O animal era considerado em cio quando
aceitava monta de um rufido ou das
companheiras de lote. Outros sinais, como,
animal muito agitado, vulva inchada,
realizagdo de monta em outros animais,
presenga de muco na vulva também eram
observados.

Apds o parto, as vacas eram submetidas a
periodo de espera voluntario de 40 dias
antes da primeira inseminagdo, ou seja,
vacas que apresentavam cio antes de 40

dias em lactagdo, ndo eram inseminadas. As
vacas que apresentavam cio até oito horas
da manhd eram inseminadas na parte da
manh3 e as vacas que apresentavam cio até
18 horas da tarde eram inseminadas a tarde.

Exames reprodutivos, através de palpacdo
retal, para avaliagdo do retorno a atividade
ovariana e involugdo uterina eram
realizados a cada 15 dias, a partir do
décimo dia pos parto. O diagndstico de
gestagdo era realizado a partir de 35 dias
apos a inseminagdo. Os dados de data de
parto, inseminagdes e  diagndsticos
ginecologicos eram armazenados em
software de controle zootécnico e gerencial.

3.2 Tratamento dos animais

O estudo foi composto por 93 animais
balanceados de acordo com a ordem de
parto, producdo de leite, média de contagem
de células somaticas da ultima lactagdo e
provavel data de parto. Ao iniciar o
experimento, 15 dias antes da secagem, os
grupos ndo apresentavam diferenca quanto
a CCS (p>0,05). Desta forma, os animais
foram distribuidos ao acaso em dois grupos:
Vacinado (n= 43) — grupo de vacas
vacinadas que receberam trés doses de
vacina contra Escherichia coli (Rotatec® -
J5 Biogénesis-Bago — Parana, Brasil);
Controle (n= 50) — grupo de vacas controle
que receberam nenhuma dose da vacina
contra Escherichia coli (Rotatec® - J5
Biogénesis-Bago — Parana, Brasil). No dia
da secagem, foi realizado o tratamento de
todas as vacas com infusdo intramamaria de
antibidtico especifico para vaca seca a base
de cloxacilina benzatina, 60 dias antes do
parto previsto.

Os animais foram imunizados com vacina
comercial Escherichia coli (Rotatec® - J5

Biogénesis-Bago —  Parand,  Brasil)
obedecendo ao seguinte protocolo: Grupo
Vacinado - trés aplicagdes por via

subcutanea na dose de 3 mL, aplicadas com
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seringa dosadora no ter¢o médio do pescogo
- a primeira dose 15 dias antes da data
prevista da secagem, a segunda no dia da
secagem e a terceira 15 dias apds a
secagem. Todos os animais foram mantidos
sob as mesmas condi¢des quanto as
instalacGes, alimentagdo e ambiente,
durante o periodo experimental.

3.3 Imunizac¢io dos animais

Para imunizacdo dos animais, utilizou-se
uma vacina comercial Rotatec® - J5
Biogénesis-Bago — Parand, Brasil. A vacina
era composta de uma fase aquosa (40%, 1,2
ml) e uma fase oleosa (60%, 1,8 ml),
contendo 1 x 10" UFF de Rotavirus G6, 1 x
10 de Rotavirus G10 e Ix 10’ de
Escherichia coli J5.

3.4 Coleta de amostras

No momento da secagem e até sete dias
apos o parto, amostras de leite foram
coletadas para diagndstico microbiologico
individual visando a identificagdo de
patogenos causadores de mastite. As
amostras de leite  foram  obtidas
imediatamente antes da ordenha, apoés
descarte dos trés primeiros jatos de leite,
desinfeccdo dos tetos com solucdo de
hipoclorito de sodio e secagem com papel
toalha descartavel. No momento da coleta,
realizou-se antissepsia da ponta teto
utilizando algoddo umedecido em alcool a
70%. Os jatos dos quatro tetos formaram
uma amostra composta e  foram
acondicionada em  frascos  estéreis
previamente identificados. O material
amostrado foi congelado e, entdo,
encaminhado em recipiente isotérmico, com
gelo, ao laboratério Vida Vet® em
Botucatu — SP para isolamento e
caracterizacdo dos microrganismos.

Amostras de leite compostas e individuais,
destinadas a contagem de células somaticas,
foram coletadas no dia da secagem e
mensalmente a partir do décimo dia de

lactagdo. As coletas foram realizadas na
ordenha da manhd, sendo as amostras
retiradas diretamente de medidores de leite
acoplados ao equipamento de ordenha, os
quais  coletam aliquotas de leite,
representando assim, a producdo de leite
total do animal. Apés homogeneizacdo do
leite, pelo acionamento de um botdo no
medidor que permite a entrada de ar e
homogeneizacdo do mesmo, as amostras
foram coletadas e acondicionadas em
frascos contendo comprimido conservante
Bronopol (2-bromo-2-nitropropano-1,3-
diol), permitindo a conservagdo do leite a
temperatura ambiente. As amostras foram
entdo homogeneizadas por inversdo do
frasco, at¢ a completa dissolugdo dos
comprimidos, e enviadas ao laboratorio
Clinica do Leite — ESALQ/USP, Piracicaba
- SP. As analises de CCS foram realizadas
pelo método eletronico em equipamento
Bentley CombSystem 2300® (Bentley
Instruments®).

3.5 Diagnéstico microbioldgico

3.5.1 Identificacao dos microrganismos

O isolamento e caracterizagdo dos
microrganismos causadores de mastite
foram realizados a partir das amostras de
leite coletadas antes da ordenha e enviadas
ao laboratério Vida Vet® em Botucatu —
SP. Volumes de 10 pl de cada amostra
foram semeados com al¢a calibrada e
descartavel em cada quadrante de uma
placa de Agar sangue contendo 5% de
sangue desfibrinado de carneiro, seguindo-
se incubagdo a 35° C, por 24 horas, de
acordo com as recomendac¢des de Harmon
et al. (1990).

Apos o periodo de incubacdo, realizou-se a
primeira leitura das placas, observando-se o
crescimento microbiano, aspecto, coloragio
e o numero de coldnias presentes. Em
seguida, as placas foram incubadas
novamente a 35° C por mais 24 horas,
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realizando-se segunda leitura apés o
periodo total de 48 horas de incubacdo. Nas
amostras de leite que apresentaram
crescimento de microrganismos,
selecionou-se uma colonia representativa, a
qual foi semeada em agar BHI (Brain Heart
Infusion — 4agar infusdo de cérebro e
coragdo) e incubada a 35 °C por 24 horas.
Apoés este periodo, os isolados foram
examinados ao microscopio, em esfregagos
corados pela técnica de Gram e avaliados
quanto a producdo de catalase para, entio,
serem  submetidos aos  testes de
identificacdo (Brito e Brito, 1999).

3.5.2 Provas de identificacio dos cocos
Gram positivo e catalase positivo

Para diferenciacdo das bactérias deste
grupo, empregou-se os testes de coagulagdo
do plasma de coelho e producdo de

acetoina. As bactérias positivas na producio
de coagulase e acetoina foram classificadas
como Staphylococcus aureus. Aquelas
negativas no teste de coagulase foram
identificadas como Staphylococcus sp.
coagulase-negativos (Brito et al.,2002).

3.5.3 Provas para identificaciio dos cocos
Gram positivo e catalase negativo

Este grupo foi identificado pelo teste de
CAMP (Christie, Atkins e Munch-
Peterson), hidrdlise do hipurato de sédio,
crescimento em presenca de 6,5% de NaCl,
crescimento em meio contendo bile e
esculina e hidrolise da esculina. A
classificagdo foi feita de acordo com Brito e
Brito (1999), como demonstrado na Tabela
1.

Tabela 1. Identificacdo de bactérias dos géneros Streptococcus e do género Enterococcus

isolados de mastite bovina

Espécies CAMP Esculina Hipurato de Sédio 6,5% NaCl Bile-esculina
S.agalactiae + - + A" -
S. uberis A% + + - -
S.bovis - + - - +
Enterococcus sp. - + v + +
Streptococcus sp. - + - - -

v: reagdo variavel: 10 a 89% das amostras positivas

3.5.4 Provas para identificacio das
bactérias Gram negativo

As bactérias Gram negativas foram
semeadas em estrias em Agar MacConkey
para verificar a utilizagdo da lactose e no
meio de Triple Sugar Iron (TSI: Agar
triplice agucar e ferro) para identificagdo
presuntiva (Harmon et al.,1990). Em
seguida foram avaliadas pelos testes de
producdo de catalase, oxidase, indol,
urease, reacdo de VM, de VP, mobilidade,
utilizagdo de citrato de sédio e
oxidagdo/fermentacdo no meio Hugh &

Leifson. A diferenciacdo entre géneros
encontra-se demonstrada na Tabela 2 (Brito
e Brito, 1999).
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Tabela 2. Identificagdo dos principais géneros de bactérias Gram-negativa isolados de mastite

bovina
Caracteristicas Escherichia Klebsiella Enterobacter  Citrobacter Proteus  Pseudomonas

Catalase + + + + + 4
Oxidase - - - - - +
O/F ++ ++ ++ +/+ ++ +/-
Mobilidade +/- - + + + +
Prod. Indol + -+ - yas + .
M + - - + + -
VP - + + - - -
Utiliz. Citrato - + + + v .
Prod.urease - - - - ;

v: diferentes reagdes observadas

3.6 Producao de leite

A produgio de leite individual das vacas foi
avaliada, mensalmente, nos 100 primeiros
dias de lactagdo por meio de medidores de
leite acoplados ao equipamento de ordenha,
nas ordenhas da manha e da tarde.

3.7 Monitoramento da ocorréncia de
mastite

O monitoramento da ocorréncia de mastite
subclinica foi feito pelo acompanhamento
da  CCS individual dos
Considerou-se ~ portador  de
subclinica o animal que apresentou CCS >
250.000 céls./mL, de acordo com Green et
al. (2002).

animais.
mastite

A ocorréncia de mastite clinica foi
determinada pelo teste da caneca telada,
realizado antes de cada ordenha. Os casos
clinicos de mastite foram classificados, de
acordo com sua intensidade, em grau 1 -
apenas alteracdes visiveis no leite, isto &,
presenca de coagulos, leite anormal; grau 2
- presenca de coagulos e inflamagdo no
ubere (Uibere avermelhado e edemaciado); e
grau 3 - coagulos, inflamagdo no ubere e
sinais clinicos sistémicos (desidratacdo,
depressdo, anorexia) (Bradley e Green,

2001a). A apresentagdo de alteragdes
visiveis no leite dentro de 14 dias do final
do tratamento do episddio de mastite clinica
anterior foi considerado o mesmo caso
clinico. Se o animal apresentou novo
episodio apos 14 dias do episodio ocorrido,
esse constituiu um novo caso clinico
(Wilson et al, 2009).

Os animais que apresentaram caso clinico
de  mastite  receberam  tratamento
imediatamente apds o diagndstico, de
maneira diferenciada, de acordo com o grau
de intensidade. Os tratamentos com
antibidtico intramamario, para os graus 1 e
2, foram realizados segundo o seguinte
protocolo: antibidtico intramamario base 1
(flumetazona, neomicina e espiramicina),
por trés dias consecutivos, com duas
aplicagdes ao dia, totalizando  seis
aplicacdes. Para os animais nao responsivos
ao tratamento até o terceiro dia, iniciava-se
0 novo tratamento com antibidtico
intramamario base 2 (cloridrato de
oxitetraciclina, sulfato de neomicina e
prednisolona), também pelo mesmo periodo
e, ndao havendo resposta, inciava-se o
tratamento com antibidtico intramamario
base 3 (cefalexina, neomicina, miconazol e
prednisolona).
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Para os casos clinicos de grau 2, foi
realizado tratamento com  antibidtico
intramamario associado a anti-inflamatdrio
parenteral (flunexina meglumina) por trés
dias consecutivos. Os casos clinicos de grau
3 receberam tratamento com antibidtico
intramamario, associado a aplicagdo
parenteral de oxitetraciclina ou tilosina, e
anti-inflamatério  (flunexina meglumina)
por trés dias consecutivos além de
tratamento de suporte constituido por 20
litros de soro por via oral, composto por 20
litros de agua, 160 gramas de sal comum
(NaCl), 20 gramas de cloreto de potassio
(KCI) e 10 gramas de cloreto de calcio
(CaCly) e realizacdo de seis ordenhas
diarias apds aplicagdo de ocitocina.

Foram consideradas a duragdo e a
intensidade de casos clinicos durante o
periodo experimental para todos os grupos,
bem como o nimero de dias para cura
clinica (periodo até o desaparecimento dos
sintomas) e o periodo de descarte do leite,
objetivando a  comparagdo destes
parametros entre os grupos vacinado e ndo
vacinado.

3.8 Analise estatistica

Para a analise dos dados relacionados a
producio e CCS do leite utilizou-se
delineamento inteiramente ao acaso em
sistemas de parcelas subdivididas, sendo
duas parcelas e 4 subparcelas, com os
grupos, vacinado e ndo vacinado, nas
parcelas e os periodos de coleta nas
subparcelas. Para as médias de CCS, antes
da secagem e até 100 dias de lactacdo e de
producdo de leite nos primeiros 100 dias de
lactagdo, realizou-se o teste t, pelo
procedimento Mixed do programa SAS, a
5% de probabilidade (p<0,05), utilizando
dias em lactagdo como covariavel. Para a
duragdo de casos clinicos, foi realizado o
teste t de Student, pela ANOVA. Os dados
de CCS e duragdo de casos clinicos de
mastite foram transformados em Log;(CCS

para que os mesmos adquirissem
distribuicdo normal. As médias de recidivas
de casos clinicos por animal e por grupo
ndo adquiriram distribui¢do normal quando
transformados em Logj,. Por isso, foram
analisadas pelo teste de Mann-Whitney.

As freqiiéncias de microrganismos e de
mastite subclinica na secagem e pds-parto
foram analisadas pelo Teste de Qui-
quadrado e a interagdo entre estes fatores
foram analisados pelo Teste de McNemar.
As taxas de concepgdo e prenhez foram
analisadas pelo Teste Exato de Fisher.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Prevaléncia de infeccoes
intramamarias na secagem e pos-parto
em vacas vacinadas e ndo vacinadas

Algumas amostras de leite para andlise
microbiologica e contagem de células
somaticas foram perdidas ao longo do
experimento durante envio das amostras ao
laboratorio e devido a dificuldade de
obtencdo de amostra suficiente para
realizacdo das analises, especialmente de
vacas na secagem. Para realizacdo do teste
de McNemar os animais que ndo possuiam
amostras nos dois momentos, secagem e
parto, foram descartados com o intuito de
facilitar a leitura e interpretacdo dos dados,
sem prejudicar a analise dos mesmos, visto
que o teste so utiliza dados pareados para a
andlise estatistica.

A prevaléncia de infecgOes intramamarias
na secagem e no parto em vacas vacinadas e
ndo vacinadas encontra-se descrita na tabela
3.
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Tabela 3: Prevaléncia de infecgdes intramamarias na secagem ¢ no parto em vacas vacinadas e

ndo vacinadas

Microrganismo
Coliformes Outros Negativo
Grupo SEC' Parto y SEC Parto SEC Parto
0 0
(n) (n) (m) % (% (m) %o m %
Vacinado
2 5,88 3 8,82 21B 61,76 9A 2647 11B 3235 22A 64,71
(n=34)
Naio vacinado
6 1463 3 732 26B 6341 12A 29,27 9B 21,95 26A 6341

(n=41)

"'SEC = Secagem

A,B Frequéncias seguidas de letras maitscula distintas, na mesma linha, indicam diferengas estatisticas entre secagem e pos-parto,

entre grupos e entre microrganismo, pelo teste McNemar (p<0,05)

Nao houve diferenga estatistica, entre colunas, pelo teste Qui-quadrado (p>0,05)

Nao foi observada diferenga (p>0,05) entre
os grupos vacinado e ndo vacinado quanto a
frequéncia de resultados positivos para
coliformes
resultados negativos, na secagem e no pos-

e outros microrganismos e

parto. Ndo houve diferenga na freqiiéncia
de animais positivos para coliformes entre a
secagem e o parto (p>0,05). Tanto no grupo
vacinado, quanto no grupo ndo vacinado, a
frequéncia de resultados positivos para
microrganismos que nio oS
coliformes foi maior na secagem do que no
pos-parto  (p<0,05). A freqiiéncia de
amostras negativas aumentou da secagem
para o pos-parto (p<0,05), em ambos os
grupos.

outros

A prevaléncia de microrganismos na

secagem e no poés-parto foi analisada
objetivando a comparacdo entre os periodos
e entre 0s grupos, vacinado e ndo vacinado,
nos mesmos periodos. Em ambos os grupos
houve aumento significativo (p<0,05) na
porcentagem de animais com resultados
negativos entre a secagem e o pos-parto,
sendo este aumento de 32,36 pontos
percentuais para o grupo vacinado e 41,46
pontos percentuais para O grupo nao
vacinado, ndo havendo diferenga entre os
grupos (p>0,05). O nimero de animais

positivos para outros microrganismos que
ndo os coliformes foi menor entre a
secagem e o parto para os dois grupos
(p<0,05), sendo esta redugdo para o grupo
vacinado de 35,29 pontos percentuais e para
o grupo ndo vacinado de 34,14 pontos
percentuais. A reducdo na prevaléncia de
animais infectados por outros
microrganismos que ndo coliformes, ¢ o
consequente aumento nos animais com
amostras de leite negativas ao parto no atual
estudo foi atribuida, em grande parte, ao
efeito do com antibidtico
intramamario de longa agdo utilizado nas
vacas no momento da secagem, ou seja, a
terapia de vacas secas. Tal fato evidencia a
importancia desta conduta na resolugdo de
infecgdes pré-existentes no momento da
secagem e na prevengdo de novas infecgdes
durante o periodo seco, principalmente
contra patégenos que ndo os coliformes e
estd de acordo com os achados de varios
autores (Bradley e Green, 2001b; Berry e
Hillerton, 2002; Halassa et al., 2009b;
Sampimon et al., 2009). Outro fato que
poderia explicar o aumento de animais com

tratamento

amostras de leite negativas, no parto,
encontrado neste estudo € que durante o
periodo seco as secre¢des mamarias estdo
reduzidas, os de defesa
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antibacteriano, como a lactoferrina e
fagocitos, estdo elevados e o tampdo de
queratina ¢ formado, tornando este um
momento desfavoravel para a sobrevivéncia
e crescimento bacteriano na glandula
mamaria (Nickerson, 1989; Burvenich et
al., 2000). Apesar disso, o periodo seco ¢
considerado periodo de grande importancia
para aquisicdo de novas infecgdes
intramamarias por patdgenos ambientais,
em especial pelos coliformes (Bradley e
Green, 2000).

No presente estudo, ndo houve diferenga na
prevaléncia de animais positivos para
coliformes na secagem e no pds-parto
(p>0,05). No grupo vacinado duas vacas
(5,88%) apresentaram-se infectadas por
coliformes na secagem e trés no pds-parto
(8,82%). No grupo ndo vacinado, seis
animais (14,63%) apresentavam-se
infectados por estes microrganismos na
secagem e trés animais (7,32%) no pods-
parto. Esse fato evidencia que a terapia de
vacas secas nao teve efeito na prevaléncia
de animais positivos para coliformes no
parto. Os produtos utilizados para a terapia
de wvacas secas mnormalmente contém
antibioticos com predominio de espectro
contra bactérias gram-positivas, sendo esta
uma das razdes para ndo apresentar efeito
sobre as infecgdes por coliformes (Bradley
e Green, 2001b; Halassa et al., 2009b;
Sampimon et al., 2009). Berry e Hillerton
(2002) demonstraram que mesmo quando
antibidtico de amplo espectro foi utilizado
na terapia de vacas secas, nenhum efeito foi
observado na prevengdo de novas infecgoes
por coliformes. Além disso, o final do
periodo seco ¢ um dos momentos criticos
para a aquisi¢do de novas infecgdes por

estes patdgenos, momento este que a terapia
de vacas secas ndo fornece protegdo plena
contra novas infecgdes intramamarias
devido a baixa concentra¢do do antibiotico
na glandula mamaria (Halassa et al.,
2009b).

Assim como no presente estudo, outros
autores ndo encontraram diferenga na
prevaléncia de infecgdes por coliformes no
pbs-parto entre animais vacinados e ndo
vacinados e justificaram este fato pela
dindmica da infec¢do causada por estes
microrganismos que ¢ caracterizada por
elevadas taxas de cura e reinfeccdo. Estes
estudos demonstraram que o principal
efeito da vacina ¢ a reducdo na duracdo e na
severidade dos casos clinicos causados por
estas infecgoes (Hogan et al., 1992a; Hogan
et al., 1995). Gentilini (2010) utilizando um
protocolo de vacinagdo iniciado na data da
secagem, a segunda dose 30 dias apds a
primeira e a terceira aos 7 dias pos-parto,
observou uma reducdo  significativa
(p<0,05) na prevaléncia de infeccles
intramamarias por E. coli no pos-parto no
grupo de vacas vacinadas (8,33%) em
comparagao a vacas ndo vacinadas (4,29%)).
O rebanho, a época de realizagdo do
experimento e o esquema de vacinagao
utilizados pela autora foram diferentes do
utilizado no atual estudo, o que pode
explicar as diferengas encontradas.

4.2 Ocorréncia de casos clinicos de
mastite

A tabela 4 apresenta as médias de animais
no grupo vacinado e ndo vacinado que
apresentaram mastite clinica nos primeiros
100 dias de lactacdo, o nimero de episodios
clinicos e a duragdo destes.
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Tabela 4: Ocorréncia e duragdo de episddios clinicos de mastite nos primeiros 100 dias pos-
parto em vacas vacinadas e ndo vacinadas

Mastite clinica

Numero de animais com Numero de Numero de
episodio clinico/total de  episddios/animal com  episddios/total de

Duragdo
(dias)/animal com

Grupos caso clinico* animais no grupo** caso clinico** animais no grupo**
Vacinado (n=43) 10,2 a 0,26 (11/43) 2,2 (24/11) 0,6 (24/43)
Nao vacinado (n=50) 129b 0,32 (16/50) 2,6 (41/16) 0,8 (41/50)

*M¢édias seguidas de letras mintisculas distintas indicam diferengas estatisticas entre duragio, pela ANOVA, teste t (p<0,05)
**Nao houve diferenga estatistica pelo teste Mann-Whitney (p>0,05)

A média de duracdo do total de casos
clinicos apresentado por cada animal que
apresentou episodio clinico de mastite até
100 dias de lactagdo foi menor (p<0,05) no
grupo vacinado em comparagdo aos animais
do grupo nao vacinado, sendo esta duracao
de 10,2 dias e 12,9 dias, respectivamente.
No grupo vacinado, 11
apresentaram casos clinicos de mastite no
total de 24 episodios no grupo. A média de
episodios clinicos por animal com mastite
clinica no grupo vacinado foi de 2,2. No
grupo ndo  vacinado, 16
apresentaram 41 episodios clinicos, sendo a
média de 2,6 episdédios por animais que
apresentaram caso clinico de mastite. Essas
médias ndo foram diferentes entre os grupos

animais

animais

(p>0,05). O ntimero de episodios clinicos
em relacdo ao total de animais no grupo
vacinado ¢ ndo vacinado foi de 0,6 no
grupo vacinado e 0,8 no grupo nio
vacinado, ndo sendo diferentes entre os
grupos (p>0,05).

Apenas um animal do grupo vacinado
apresentou mastite clinica Grau 2, sendo os
demais episddios clinicos apresentados
Grau 1, tanto no grupo vacinado quanto no
ndo vacinado. Hogan et al. (1995), também,
ndo encontraram diferenca na ocorréncia de
manifestacdo sistémica dos casos clinicos.
Os autores atribuiram este fato a cepa de E.
coli utilizada para desafiar os animais, que
causa casos clinicos leves de mastite e
citam que o modelo utilizado pareceu
refletir com maior precisdo a dindmica

natural da ocorréncia de infec¢les
intramamarias e casos clinicos de mastite
causada por coliformes. Embora neste
estudo ndo tenha sido realizada a
identificagdo da cepa de coliformes
presente na propriedade, ¢ possivel tratar-se
de uma cepa menos virulenta. A adequada
condi¢do nutricional dos animais pode
ainda ter contribuido para a ndo observacao
de casos clinicos sistémicos nos animais.

A redugdo na duracdo dos casos clinicos no
grupo vacinado observada neste estudo
também foi observada em estudo realizado
por Hogan et al (1995). Os autores
demonstraram que a redugdo na duracdo
média dos episodios clinicos de mastite foi
de 2,1 dias e que ndo houve diferenca nos
sinais clinicos entre os grupos. Os autores
citam que a vacinagdo com E. coli J5 ndo
previne infec¢des por coliformes, mas reduz
a duragdo dos sinais clinicos em vacas
imunizadas devido a rapida supressdo do
crescimento de bactérias. A habilidade da
vaca de defender contra infecgdo
intramamaria por E.coli parece estar
relacionada com a velocidade com que os
neutrofilos podem ser mobilizados do
sangue para a glandula mamaéaria e a
opsonizagdo na glandula mamaria, sendo o
aumento da resposta imune associado ao
aumento da IgG em animais vacinados
(Hogan et al., 1992c). Os niveis séricos de
IgGl e IgG2 sdo maiores nos animais
vacinados do que nos animais controles. Ja
estes animais apresentam niveis mais
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elevados de IgM. Essa mudanca na
producdo de classe de imunoglobulinas em
animais imunizados tem sido relatada como
componente chave na eficacia da defesa do
hospedeiro, principalmente relacionada a
IgG2. Esta imunoglobulina ¢ um importante
anticorpo  opsonizante que auxilia a
fagocitose de bactérias por neutrofilos,
favorecendo a resposta imunoldgica do tipo
Thl, sendo este um dos principais
beneficios da vacina E. coli J5 (Wilson et
al., 2007). A resposta imune em vacas no
inicio da lactacdo ¢ do tipo Th2, enquanto
que no final da lactagdo € do tipo Thl, o
que pode ser associado & maior protecao
contra mastite por coliformes. Uma rapida
disponibilidade de IgG2 contra J5
imediatamente apds as bactérias entrarem
na glandula mamaria tem sido associada a
depuragdo mais efetiva das bactérias
coliformes da glandula mamadria, que em
animais ndo vacinados ocorre mais
tardiamente (Shafer-Weaver et al., 1999).
Com a reducdo de dois dias na duragdo dos
casos clinicos de mastite em animais
vacinados observada neste estudo, reduz-se
0 gasto com medicamentos e mao-de-obra
para tratamento do caso clinico e as perdas
com descarte de leite.

No grupo vacinado (n=43) 11 animais
(25,6%) e no grupo ndo vacinado (n=50) 16

animais (32%) apresentaram casos clinicos
de mastite nos primeiros 100 dias de
lactacdo, ndo sendo esta ocorréncia
diferente (p>0,05) entre os grupos. Wilson
et al. (2007) utilizando protocolo de
vacinagdo iniciado na secagem e a segunda
dose no intervalo de 21 a 28 dias,
concluiram que a vacinagdo com J5 néo foi
associada com redu¢do na ocorréncia de
mastite clinica por coliformes. Entretanto,
Gentilini (2010) em estudo utilizando 3
doses da vacina, sendo a primeira dose da
vacina na secagem, a segunda dose 30 dias
apds a primeira e a terceira na primeira
semana apds o parto, observou que oOs
animais ndo vacinados apresentaram maior
ocorréncia de mastite clinica (36,26%) nos
primeiros 100 dias de lactagdo, em
comparagdo com o grupo vacinado
(20,83%). Estes dados indicam que uma
dose da vacina no poés-parto pode auxiliar
na redugdo dos casos clinicos de mastite.

4.3 Contagem de células somaticas

A prevaléncia de mastite subclinica na
secagem e no pos-parto em vacas vacinadas
e ndo vacinadas ¢ apresentada na tabela 5.

Tabela 5: Prevaléncia de mastite subclinica na secagem e pos-parto em vacas vacinadas e ndo

vacinadas
Grunos Com Mastite Subclinica
P SEC" (n) % Parto (n) %
Vacinado (n=35) 25B 71,43(25/35) 9Aa 25,71 (9/35)
Nio vacinado (n=42) 36B 85,71 (36/42) 22 Ab 52,38 (22/42)

! SEC = Secagem

A, B Freqiiéncias seguidas de letras maiuscula distintas, na mesma linha, indicam diferencas estatisticas entre
secagem e parto, entre animais com mastite subclinica, pelo teste McNemar (p<0,05)
a, b Freqiiéncias seguidas de letras minusculas distintas, na mesma coluna, indicam diferengas estatisticas, entre

grupos, pelo teste Qui-quadrado (p<0,05)

Nao houve diferenca na prevaléncia de
animais com mastite subclinica na secagem

entre os dois grupos (p>0,05). Houve
reducdo do numero de animais que
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apresentaram mastite subclinica entre a
secagem e o parto nos dois grupos (p<0,05).
Esta redugdo foi de 45,72 pontos
percentuais para o grupo vacinado e de
33,33 pontos percentuais para o grupo nao
No parto, a prevaléncia de
que  apresentaram  mastite
subclinica foi menor no grupo vacinado
(p<0,05) em relag@o ao grupo nao vacinado,
sendo 9 animais (25,71%) no grupo
vacinado que apresentaram  mastite
subclinica e 22 no grupo ndo vacinado
(52,38%).

vacinado.
animais

A principal justificativa para a reducdo no
numero de animais com mastite subclinica
entre a secagem e o parto foi a utilizagdo da
terapia de vacas secas. Associado a isso, a
glandula mamaria durante o periodo se
torna um ambiente desfavoravel para a
sobrevivéncia e crescimento bacteriano
(Nickerson, 1989; Burvenich et al., 2000).
No parto, o grupo vacinado apresentou
menor numero de animais com mastite
subclinica em comparagdo aos animais nao
vacinados o que pode ser atribuido ao efeito
benéfico da vacina na preven¢do de novas
infecgoes, durante o periodo seco. A reacdo
inflamatoria da glandula mamaria apds a
invasdo de bactérias Gram-negativas ¢
geralmente associada a rapida proliferacao
bacteriana no leite, ativacdo de varias
reacOes inflamatorias com conseqiiente
producgdo de citocinas € migracdo massiva
de anticorpos e neutrdfilos do sangue para o

leite com o intuito de eliminar a infec¢do
(Riollet et al., 2000). A rapida migragéo de
neutréfilos para a glandula mamaria elimina
os microrganismos causadores de mastite, e
os produtos resultantes desta infecgdo,
como elevada CCS e presenga de alteracdes
no leite, ainda permanecem até que a
recuperagdo da glandula mamaria seja
estabelecida (Radostits et al., 1999). Além
disso, muitas infec¢Oes intramamarias
causadas por coliformes
menos que 100 unidades formadoras de
colonias (UFC / mL), sendo este o limite
minimo de detec¢do quando o método
padrido ¢ utilizado, semeando 0,01 mL de
leite em Aagar sangue (Smith, 1983).
Portanto, ndo sdo raros os diagndsticos
negativos em que ha presenga de infecgdes
por coliformes. No presente estudo, em que
mesmo nao sendo observada diferenca
quanto & prevaléncia de infeccles
intramamarias entre os grupos vacinado e
ndo vacinado pela andlise microbiologica,
houve diferenca quanto a ocorréncia de

existem com

mastite subclinica observada pela analise de
CCS. Tal fato indica a importancia de
associar a cultura microbiolégica com
analise de CCS para maior acurdcia no
diagnostico das mastites bovinas.

A tabela 6 apresenta a média da contagem
de células somaticas nos animais do grupo
vacinado e ndo vacinado na secagem e apos
o parto até¢ os 100 primeiros dias de
lactag@o.

Tabela 6: Média da contagem de células somaticas na secagem e nos 100 primeiros dias apds o
parto (log;y células/mL), nos grupos vacinados e ndo vacinados

Variaveis
Grupos CCS SEC! . CCS PP’ .
(células/mL) Erro Padrao (células/mL) Erro Padréo
Vacinado 571a 0,09 5,09a 0,09
Nao vacinado 6,00b 0,09 5,38b 0,09

'SEC = secagem
*PP = pés-parto

Médias seguidas de letras mintisculas distintas, na mesma coluna, indicam diferengas estatisticas, entre
CCS, pelo procedimento Mixed do SAS, teste t (p<0,05)
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Em wvacas vacinadas, a CCS foi
significativamente menor (LogCCS = 5,71)
no dia da secagem, quando comparada ao
grupo ndo vacinado (LogCCS = 6,00)
(p<0.05). As vacas vacinadas apresentaram
menor CCS em relagdo aos animais ndo
vacinados nos primeiros 100 dias de
lactagdo, sendo o logCCS 5,38 e logCCS
5,09, respectivamente (p<0,05). Esta
contagem representa a média de trés coletas
intervaladas de 30 dias. A contagem de
células somaticas ndo foi diferente entre
secagem e a média dos 100 primeiros dias
de lactagdo em cada grupo (p>0,05).

A diferenca observada entre os dois grupos
pode ser explicada pelo mecanismo de agéo
da vacina E. coli J5 sugerido por Dosogne
et al. (2002) e Hogan e Smith (2003) no
qual a protecdo oferecida pela vacina esta
relacionada ao aumento na producgdo de
anticorpos especificos contra antigenos do
nucleo do LPS e aumento na opsonizagdo
de bactérias. Os titulos séricos de IgGl e
IgG2  contra E. coli J5 sdo
significativamente maiores em vacas
vacinadas, comparadas as nao vacinadas
(Wilson et al., 2007b), o que favorece a
formagdo da resposta imunologica Thl
auxiliando na fagocitose da bactéria pelo
neutrofilo e eliminagdo da infec¢dao (Burton
et al.,, 2003). Com isso a eliminagdo da
infecgdo pelo grupo vacinado ¢ mais rapida
(Wilson et al., 2007b). Estes autores
observaram que a CCS de animais
vacinados ap6s 60 horas do desafio
intramamario com E. coli era 300.00
céls./mL e do ndo vacinado estava entre
1.000.000 céls./mL e 2.000.000 céls./mL.
Os resultados observados no presente
estudo foram semelhantes aos descritos por
esses autores, indicando o beneficio da
vacina na redugdo da intensidade da reagdo
inflamatoria da glandula mamaria. Este
beneficio pdde ser observado desde a
secagem, ou seja, 15 dias apds a aplicagéo
da primeira dose da vacina. Wilson et al.

(2009) relataram que os efeitos da vacina
desapareceram aos 75 dias de lactagdo, ou
seja, aproximadamente 100 dias apos a
ultima aplicagdo. Os autores citam que este
fato pode estar relacionado a falta de
memoria imunologica de longo prazo
associada a esta vacina apds aplicagdo de
duas doses. No presente estudo, houve
diferenga na CCS entre os grupos vacinados
e ndo vacinados durante os primeiros 100
dias de lactacéo, indicando que a utilizagdo
de um protocolo de vacinagdo com 3 doses
pode ser benéfica.

Pantoja et al. (2009) concluiram que
quartos com CCS > 200.000 células/ mL na
secagem e no pos-parto foram 2,7 vezes
mais propensos a desenvolverem quadros
clinicos de mastite na lactacdo seguinte do
que quartos com CCS < 200.000
células/mL nos dois periodos. No atual
estudo a vacinagdo resultou em reducdo na
CCS de vacas na secagem e no pos-parto.
Estes dados indicam a importancia de um
protocolo de vacinag@o iniciado antes da
secagem, resultando na reducdo da CCS dos
animais na secagem e pos-parto, podendo-
se, entdo, obter animais menos propensos a
desenvolverem quadros clinicos na lacta¢ao
seguinte. No presente estudo, ndo foi
observado um menor numero de animais
apresentando episodios clinicos no grupo
vacinado, apesar da diminui¢do da CCS dos
animais, provavelmente porque esta ainda
se apresentava superior aos valores
considerados por esses autores, tanto na
secagem quanto no pds-parto, mesmo para
o grupo vacinado.

4.4 Producao de leite

A tabela 7 mostra a producdo de leite nos
primeiros 100 dias de lactag@o nas vacas do
grupo vacinado e ndo vacinado.
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Tabela 7: Producdo de leite (Kg de leite/vaca/dia) de vacas vacinadas e ndo vacinadas nos

primeiros 100 dias de lactaggo

Produgdo PP* ~
Grupos (Kg leite/vaca/dia) Erro Padrao
Vacinado (n=43) 25,96 0,83
Naio vacinado (n=50) 25,66 0,87

*PP = pos-parto

Nao houve diferenga estatistica pelo procedimento Mixed do SAS, teste t (p<0,05)

Nao houve diferenca (p>0,05) na média da
producdo de leite até os 100 dias de
lactagdo, entre os animais vacinados e nio
vacinados (tabela 7). Estes resultados estdo
de acordo com Hogan et al. (1995) que
concluiram que a produgdo de leite ndo
diferiu entre os grupos experimentais apos o
desafio intramamario com E. coli. Os
autores demonstraram que a média na
producéo de leite
aproximadamente 35% no dia seguinte ao
desafio, nos dois grupos e retornou ao nivel
de producdo anterior ao desafio quatro dias
apos o mesmo. Quando a infeccio
intramamaria ocorre, 0 processo
inflamatorio gerado provoca danos no
tecido secretor, resultando em menor
producdo de leite (Shuster et al. 1991).
Danos causados as células epiteliais e a
glandula mamaria decorridos da infec¢do
podem ser reparados apos a elimina¢do do
patégeno e a redugdo do processo
inflamatério e a fungdo da parte afetada
pode retornar ao normal na mesma lactagdo
(Harmon, 1994). A duracdo dos casos
clinicos no grupo vacinado e a CCS foram
menores neste estudo, o que indica menor
reacdo inflamatdria e supostamente menor
dano ao tecido secretor.

diminuiu

Wilson et al. (2009) estudaram a ocorréncia
de casos naturais de mastite clinica em
animais vacinados e ndo vacinados em
rebanhos comerciais dos Estados Unidos e
observaram que vacas do grupo vacinado
que desenvolveram casos clinicos de
mastite apresentaram média diaria de
producdo de leite maior que as vacas do

grupo nao vacinado, sendo esse aumento na
média de 2 kg de leite/dia. No presente
estudo ndo houve diferenca na produgio de
leite entre os grupos indicando que o
intervalo de 30 dias entre pesagem pode
impedir a deteccdo de diferencas na
producéo de leite nos animais vacinado e
ndo vacinado. Gentilini (2010), apdés a
aplicacdo de trés doses da vacina E. coli J5
em vacas na secagem, 30 dias apos a
primeira aplicagdo e a terceira dose na
primeira semana apos o parto, observou
que a média de producdo de leite foi
inferior nas vacas ndo vacinadas
(21,26Kg/vaca/dia) do que nas do grupo
vacinado (22,79Kg/vaca/dia) nos primeiros
100 dias de lactagdo. Wilson et al. (2007 e
2008) verificaram que vacas vacinadas com
E. coli J5 reduziram a perda de produgio de
leite seguida a ocorréncia de caso clinicos
de mastite, utilizando duas doses da vacina,
sendo a primeira na secagem e a segunda 21
a 28 dias ap0ds o primeiro. Os protocolos de
vacinacao trabalhos
referenciados distinguem do utilizado no
atual estudo. Petersson et al. (2002)
utilizaram um protocolo de vacinagdo
semelhante ao utilizado no presente estudo,
sendo a primeira dose da vacina 15 dias
antes da secagem, a segunda dose na
secagem e a terceira 30 dias apds a

utilizados nos

segunda. Os autores ndo observaram
diferenga entre os grupos na produgdo de
leite ¢ atribuiram este fato a realizagdo do
estudo em vacas no inicio da lactacdo,
momento este em que a producdo de leite
esta aumentando rapidamente e o efeito do
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esquema de vacinagdo neste pardmetro
pode néo ser observado.

4.5 Reproducio e Mastite

O ntmero de animais inseminados e
prenhes até 100 dias de lactagdo e o nimero
de animais prenhes ao primeiro servigo pos-

parto em animais dos grupos vacinados e
ndo vacinados encontra-se descrita na
tabela 8.

Tabela 8: Numero de animais inseminados e prenhes até 100 dias de lactagdo e o niimero de
animais prenhes ao primeiro servigo pods-parto em animais dos grupos vacinados e ndo

vacinados

N° de animais

N° de animais N° de animais

Grupo inseminados até 100  prenhes ao primeiro  prenhes até 100 dias
dias de lactagdo** servigo** de lactagdo™**
Vacinado (n=43) 40 (40/43) 12 (12/40) 19 (19/43)
N3ao vacinado (n=50) 49 (49/50) 13 (13/49) 21 (21/50)

**Nao houve diferenca estatistica pelo teste de Exato de Fisher (p<0,05)

Das 93 vacas, 89 tiveram pelo menos uma
inseminacdo nos primeiros 100 dias de
lactagdo. A taxa de concepg¢do na primeira
inseminacdo foi de 30,0% (12/40) para o
grupo de animais vacinados e de 26,5%
(13/49) para os animais ndo vacinados, ndo
havendo diferenca entre os grupos (p>0,05).
A taxa de prenhez foi de 44,2% (19/43)
para o grupo vacinado e de 42,0% (21/50)
para o grupo nao vacinado, ndo sendo
diferente (p>0,05) entre os grupos. Wilson
et al. (2008) estudando a associagdo entre a
utilizagdo da vacina J5 e o desempenho
reprodutivo seguido da ocorréncia de casos
de mastite clinica, relataram que no grupo
controle 73,5% das vacas ficaram prenhes e
no grupo vacinado 68,9% das vacas, ndo
havendo diferenca entre os grupos. Embora,
no presente estudo, a vacina tenha reduzido
a duragdo média dos casos clinicos nos
animais que apresentaram mastite clinica,

ndo houve diferenca no numero de animais
que apresentaram mastite clinica nos grupos
vacinados e ndo vacinados. Este fato pode
justificar a ndo ocorréncia de diferenca na
taxa de concepc¢do ao primeiro servigo entre
0S grupos.

A tabela 9 apresenta o nimero de animais
inseminados e prenhes até 100 dias de
lactagdo e o niimero de animais prenhes ao
primeiro servigo pds-parto em animais com
mastite e sem mastite clinica.
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Tabela 9: Numero de animais inseminados e prenhes até 100 dias de lactagdo e o niimero de
animais prenhes ao primeiro servigo pos-parto em animais com mastite ¢ sem mastite clinica

N° de animais

N° de animais N° de animais prenhes

Grupo inseminados até 100  prenhes ao primeiro até 100 dias de
dias de lactagdo ** servigo lactagdo
Com mastite (n=27) 26 (26/27) 3(3/26) b 7(727) b
Sem mastite (n=66) 63 (63/66) 22 (22/63) a 33 (33/66) a

**Nao houve diferenca estatistica pelo teste de Exato de Fisher (p<0,05)
Freqiiéncias seguidas de letras mintisculas, entre linhas, indicam diferenga estatistica, entre grupos, pelo teste Exato

de Fisher (p<0,05)

Dos 26 animais que apresentaram mastite e
foram inseminados nos 100 primeiros dias
de lactagdo, trés ficaram prenhes na
primeira inseminacdo, sendo a taxa de
concep¢do na primeira inseminagdo de
11,54%. Para o grupo sem mastite, dos 63
animais inseminados, 22 tornaram-se
prenhes na primeira inseminagdo, sendo a
taxa de concepgao de 34,90%. Sendo assim,
0os animais sem mastite clinica nos
primeiros 100 dias de lactagdo
apresentaram maior taxa de concepcdo a
primeira inseminagdo (p<0,05) do que o
grupo com mastite clinica. A taxa de
prenhez nos 100 primeiros dias de lactagdo
foi de 25,9% (7/27) para os animais que
apresentaram mastite clinica e 50% (33/66)
para os animais que ndo apresentaram
episodio clinico de mastite.

O resultado encontrado neste estudo esta de
acordo com Hertl et al. (2010) que
observaram redug¢do média na taxa de
concep¢do de 52% em vacas que
apresentaram mastite clinica. A menor
probabilidade de concepgdo foi associada
com a ocorréncia de mastite  clinica
imediatamente apos a inseminagao
artificial, sendo o intervalo de 14 dias antes
e 35diasapds a inseminacdo o mais
afetado. Wilson et al. (2008) verificou que
as vacas com mastite eram menos
propensos a se tornarem prenhes (47%) do
que as controles (78%) e que a mastite
clinica causada por Escherichia colie
Streptococcus sp foi associada com 50%
menos probabilidade de concepgdo do que

para os demais patdgenos causadores de
mastite. O fragmento do componente da
parede celular de patdogenos gram-positivos,
o peptideoglicano, pode produzir respostas
que sdo semelhantes a infusdo intramamaria
de endotoxinae a  mastite causada
por coliformes (Barker et al., 1998). A
resposta imune a infeccdo do tipo Thl
envolve a producdo de linfécitos que
secretam citocinas pro-inflamatorias
prejudiciais a manutencdo da prenhez
(Shafer-Weaver, et al. 1999). Estas
estimulam a producdo de PGF2a que
interage com receptores no corpo luteo e
bloqueia a sintese de progesterona, o que
resulta em lutedlise e conseqiiente regressao
luteal, influenciandona concepgdo e
comprometendo o desenvolvimento e
sobrevivéncia embrionaria precoce, e todo o
desempenho reprodutivo (Barker et al.,
1998; Hockett et al. 2000). Esses achados
justificam o resultado encontrado no
presente estudo, pois no grupo de animais
que apresentaram caso clinico,
independente do agente causador da
mastite, houve uma redug¢do na taxa de
concepg¢do a primeira inseminagdo de 23,4
pontos percentuais.

5 CONCLUSOES

A vacinagdo de vacas com E. coli J5 no
periodo pré-parto melhora a saude da
glandula mamadaria de vacas leiteiras
reduzindo a prevaléncia de animais com
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mastite subclinica no poés-parto, bem como
a duragdo dos casos clinicos de mastite ¢ a
contagem de células somaticas na secagem
e nos 100 primeiros dias de lactag@o.

A produgdo de leite, a ocorréncia de casos
clinicos de mastite nos primeiros 100 dias
de lactag@o e a eficiéncia reprodutiva nio
sdo alteradas pela utilizacdo da vacina FE.
coli J5.

A ocorréncia de mastite clinica tem efeito
negativo sobre a eficiéncia reprodutiva de
vacas leiteiras.
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