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RESUMO

Avaliou-se a utilizagdo da vacirtacoli J5, na imunizacdo de vacas e novilhas leiteiras, pa
prevencdo e controle da mastite causadeEpamli. A prevaléncia das infeccbes intramamarias
por este agente no poés-parto, ocorréncia e intsidlos casos clinicos de mastite nos
primeiros 100 dias de lacta¢do, bem como sua mdlaéna contagem de células sométicas e
producdo de leite foram analisadas. O grupo expatah foi composto de 318 animais,
divididos em cinco grupos, formados por vacas eillmay vacinadas e ndo vacinadas. As
imunizagBes ocorreram no dia da secagem, 30 dizs agecagem e na primeira semana pos-
parto. No dia da secagem e sete dias ap0s o e fcoletadas amostras para diagndstico
microbiolégico dos patdgenos causadores de magtitecorréncia de casos clinicos foi
verificada pelo teste da caneca durante as ordenbsaslados relacionados a intensidade destes
foram anotados. Amostras foram coletadas mensadémanpartir do décimo dia de lactacao,
para avaliacdo da contagem de células soméaticaproflucdo de leite foi registrada
mensalmente nos primeiros 100 dias de lactacadficderse reducao na prevalénciaEeoli

no pés-parto em vacas vacinadas, esta reducadmnébsiervada em novilhas. Houve reducgéo
na ocorréncia de casos clinicos fcoli nos primeiros 100 dias de lactagdo em vacas e
novilhas vacinadas. Observou-se diminuicdo intexsddestes casos clinicos em vacas
vacinadas. Nao foram observadas diferencas essissignificativas na CCS de vacas e
novilhas, mas vacas e novilhas vacinadas apreaentaaior producéo de leite, comparadas as
vacas ndo vacinadas. A vacinacdo de vacas e nethaE.coli J5 foi eficaz em reduzir a
prevaléncia de infec¢des intramamarias ao partrr@mcia e intensidade dos casos clinicos e
aumento na producéo de leite nos primeiros 100d#idactacao.

Palavras-chave:mastite, coliforme, vacin&.coli J5, casos clinicos, vacas, novilhas.
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ABSTRACT

Immunization of cows and dairy heifers wiihcoli J5 vaccine in order to prevent and control
mastitis caused bl.coli was evaluated. Prevalence of postpartum intramagnmeections by
this agent; clinical mastitis occurrence and séyehiring the first 100 days of lactation, and its
influence on somatic cell counts and milk yield analyzed. Experimental group consisted of
318 animals. Cows and heifers were randomly asdign® five groups of vaccinated and
unvaccinated animals. Immunizations occurred atafity30 days after dry off and in the first
week after calving. Milk samples were collecteddoy off and after calving for identification of
mastitis causing pathogens. Clinical mastitis o@noe was diagnosed by Tamis test and the
data related to its severity was recorded. Milkd/@nd SCC were determined monthly during
the first 100 days of lactation. There was a reédadh prevalence of postpartum intramammary
infections caused bye.coli in vaccinated cows, the same was not observedeiferk.
Vaccinated cows and heifers had less clinical célses unvaccinated group. There was a
reduction in severity of clinical signs in vacciedtcows. Milk SCC did not differ between the
experimental groups. Milk production was highewatcinated cows and heifers compared to
unvaccinated groups. Immunization with tBecoli J5 vaccine was effective in reducing
prevalence of postpartum intramammary infectiomsuaence and severity of clinical mastitis
and increase in milk yield in the first 100 daydaudtation.

Key words: coliform, mastitis, vaccind;.coli J5, cows, heifers.
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1. INTRODUCAO

As bactérias conhecidas como coliformes

compreendem o grupo mais importante de
microrganismos responsaveis pelos casos
de mastite clinica ambiental. Com o

aumento na preocupacdo em melhorar a
qualidade do leite, a mastite ambiental,

principalmente  aquela causada por

coliformes, poderia ultrapassar a mastite

contagiosa em importancia econémica. Esta
tendéncia € atribuida a diminuicdo nas

perdas de producdo em rebanhos com baixa
CCS e pelo aumento na quantidade de
vacas nestes rebanhos com maior
susceptibilidade a mastite por coliformes,

além de aumento na densidade animal,
resultando em maior exposicdo dos animais
as bactérias.

O maior impacto econdbmico das mastites
por coliformes € o custo decorrente dos
casos clinicos de mastite aguda, devido ao
grande descarte de leite, a ineficiéncia do
tratamento com antibiéticos e a alta taxa de
mortalidade relacionada ao choque
endotodxico oriundo da infeccdo por estes
agentes.

Assim como as implicacdes econdmicas da
mastite por coliformes, sua importancia na
saude publica ndo deve ser negligenciada.
O uso extensivo de antibioticos para o
tratamento e controle da mastite tem
implicacdes na saude humana, tal como o
aumento no risco do surgimento de cepas
bacterianas resistentes que podem adentrar
a cadeia alimentar. Aliado a este fato, &
importante considerar a tendéncia mundial
de combate as doencas infecciosas em
rebanhos, que baseia-se no conceito de
medicina da producdo. Esta é caracterizada
por possuir uma visdo holistica, integrada,
pré-ativa e economicamente sustentavel,
visando a promocédo da saude dos animais e
ndo apenas o tratamento de doencgas. O
aumento da produtividade e saude dos
animais de producdo é realizado por meio

da prevencdo de doencas, considerando, o
bem-estar animal, a seguranca alimentar, a
salde publica e sustentabilidade ambiental.

A ocorréncia de novas infeccdes
intramamarias no periodo seco é um dos
principais  fatores que afetam a
manifestacdo de mastite clinica por
coliformes no inicio da lactacdo, sendo
estes casos mais severos e associados ao
periodo de imunossupressdao. Observa-se
gue, em algumas circunstancias, as
concentracoes de anticorpos no soro e no
leite podem aumentar com o uso de vacinas,
contra  coliformes, constituidas de
microorganismos mutantes, tais como
E.coli J5. A vacinacgao, portanto, pode ser
eficaz no aumento da resisténcia das vacas
as infeccdes por coliformes no periodo pos-
parto, reduzindo, significativamente, as
perdas causadas por esta doenca.

Estudos controlados, na Europa e Estados
Unidos, demonstraram a eficiéncia da
imunizacdo de animais coBcoli J5, ndo
somente no que se refere a ocorréncia de
novas infec¢des intramamarias e de casos
clinicos de mastite, bem como a intensidade
dos mesmos. No entanto, verifica-se que as
condicbes de producéo e,
consequentemente os fatores de risco, em
rebanhos brasileiros s&o bastante distintas,
se comparadas a outros paises. Os sistemas
de producdo Dbrasileiros s&do, em sua
maioria, extensivos e semi-intensivos,
estando as vacas expostas a ambientes
altamente contaminados, especialmente nos
momentos pré e pos-parto. Apesar de
alguns rebanhos brasileiros utilizarem a
vacina E.coli J5, ha caréncia de estudos
cientificos comprovando o efeito desta nas
condicbes supracitadas.

Neste contexto, este estudo teve como
objetivo avaliar a eficicia da utilizacdo de
uma vacina comercial, contendo a bacterina
Escherichia coli)5, na prevencéo e controle
das mastites clinicas causadas por
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coliformes, em especial EBscherichia coli

em diferentes ordens de lactacdo. Para
tanto, foi analisada a prevaléncia das
infeccdes intramamarias por estes agentes
no pés-parto, a ocorréncia e intensidade dos
casos clinicos de mastite nos primeiros 100
dias de lactacdo, bem como sua influéncia
na contagem de células somaticas e
producdo de leite em vacas e novilhas
leiteiras.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mastites causadas por coliformes

As bactérias Gram-negativo sdo os agentes
etiolégicos mais isolados de casos clinicos
de mastite aguda. O termo “coliforme”,

apesar de ndo possuir significado
taxonémico, €, frequentemente, utilizado
para se referir as mastites causadas por

bactérias Gram-negativo da familia
Enterobacteriaceae, sendo estas:
Escherichia coli, Klebsiella sp e

Enterobactersp (Hogan e Smith, 2003).
Outras bactérias Gram-negativo comumente
isoladas de infecgbes intramamdrias
incluem as espécielerratia, Pseudomonas
e Proteus.

As bactérias Gram-negativo causadoras de
mastite sdo consideradas patégenos
ambientais (Hogan et al., 1999). A
transmiss@o destas bactérias entre animais,
isto €, de glandulas mamarias infectadas
para sadias, parece minima se comparada a
constante  exposicdo ambiental. Os
coliformes estdo amplamente difundidos no
ambiente das vacas leiteiras, existindo na
cama, no esterco, no barro, no solo e na
agua, sendo estas as fontes de infeccéo
(Burton et al., 2002). Ascherichia colié

um habitante normal do trato
gastrointestinal dos animais. Tanto a
Klebsiella spp, quanto d&nterobacterspp
podem ser encontradas no solo, na 4gua e

no trato gastrointestinal dos animais.
Serratia sp, Pseudomonas e Proteus
podem contaminar a agua e frascos
utilizados para limpeza dos tetos antes da
ordenha (Hogan e Smith, 2003).

Apesar da adocdo de certas medidas de
manejo serem capazes de reduzir o nimero
de infeccbes intramamarias causadas por
patbgenos contagiosos, varios estudos
indicam que a incidéncia de mastite causada
por bactérias Gram-negativo, ou se manteve
constante ou aumentou nos ultimos anos
(Hillerton et al.,, 1995; Bradley, 2002;
Makivec e Ruegg, 2003).A desinfeccéo de
tetos apdés a ordenha (pés-dipping) e a
terapia de vacas secas ndo sdo efetivos no
controle de mastites por coliformes, devido
a constante exposicdo de tetos aos
coliformes no ambiente das vacas (Tomita
et al., 2000). As bactérias Gram-negativo
sao responsaveis por, aproximadamente, um
terco de todos os casos clinicos de mastite
em bovinos e cerca de 25% dos casos
resultam em descarte ou morte do animal
(Bannerman et al., 2008; Ziv,1992).

As infec¢Bes intramamérias causadas por
coliformes, tipicamente, resultam da
invasdo da glandula mamaria pela bactéria
através do canal do teto, por meio do
contato dos tetos com o ambiente. Apés a
invasao, os coliformes podem se multiplicar
ou permanecer em laténcia por dias
(Bradley e Green, 2001). Apesar da
glandula maméaria ndo ser considerada um
habitat natural para estas bactérias, muitas
cepas sao capazes de sobreviver e se
multiplicar no interior desta. A mastite por
coliformes caracteriza-se por alta incidéncia
de casos clinicos, geralmente, de curta
duracéo e, frequentemente, com
manifestacdo sistémica e com maior
frequéncia nos momentos pré e pdés-parto
imediato, coincidindo com o periodo de
imunossupressao (Burvenich et al., 2003).
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Este tipo de mastite € um problema de
maior importancia em rebanhos com baixa
prevaléncia de agentes contagiosos e em
vacas com CCS menor que 150.000
células/mL, sendo &Escherichia coli o
agente mais importante e o0 mais
frequentemente isolado de casos clinicos de
mastite (Bradley e Green, 2004; Green et
al., 2007) Hogan et al. (1989) estudaram a
mastite clinica em rebanhos que haviam
controlado o0s patdgenos contagiosos
medido pela CCS e verificaram que, nestes
rebanhos, mais de 80% dos casos de mastite
foram causados por patdgenos ambientais.
Miltenburg et al. (1996) estudando a
incidéncia da mastite clinica em rebanhos
com altas e baixas contagens de células
somaticas no tanque de refrigeragdo,
observaram um grande aumento na
incidéncia de mastite clinica, com a reducéo
na CCS de tanque de 250.000 células/mL
para 150.000 células/mL, sendo o principal
patdgeno isolado &.coli.

Os prejuizos relacionados aos casos clinicos
de mastite por coliformes incluem desde

reducdo na producdo de leite até morte do
animal em casos mais severos. Cerca de
10% dos casos severos resultam em morte
da vaca (Wilson et al., 2007; Chaneton et

al.,2008).

2.2 A bactéria Escherichia coli

A Escherichia colié uma bactéria Gram-

negativo, fermentadora de lactose e aerébia
facultativa que pertence a familia

Enterobacteriaceae A parede celular de

bactérias Gram-negativo € composta de
uma camada de lipopolissacarideos (LPS), a
qual é formada por trés camadas: uma
camada interna hidrofébica composta do
lipideo A (também chamada nucleo

lipopolissacarideo), uma camada média de
oligossacarideos e a camada externa de
polissacarideos hidrofilicos, onde estédo
localizados os antigenos O e K (Hogan e
Smith, 2003). Baseada na diferenca

antigénica das estruturas do antigeno-O,
antigeno-K  (capsular) e antigeno-H
(flagelar), as cepas dE.coli podem ser
divididas em sorotipos ou sorovares O:H:K
(Lehtolainen, 2003). Mais de 700 tipos
antigénicos ou cepas sdo conhecidos
baseados nos antigenos das cadeias O, H e
K (Burvenich et al., 2007).

As cepas deE.coli isoladas de mastites
bovinas sdo bastante similares aquelas
encontradas nas fezes. H4& uma grande
variedade de sorotipos, no entanto, as
regides centrais da parede celular e o
lipideo A do LPS sdo comuns a todos os
sorotipos de E.coli e da familia
Enterobacteriaceaem geral (Tomita et al.,
2000; Burvenich et al., 2003).

A E.coli produz fatores de viruléncia
envolvidos na patogenia da mastite, os
quais sdo0 necessarios para colonizar,
infectar e proteger o agente contra 0s

mecanismos de defesa do animal
(Burvenich et al., 2003). Estes fatores
incluem toxinas, adesinas, proteinas

secretadas nas células do animal, capsula de
polissacarideo e antigeno-O, além de outros
mecanismos para resisténcia da bactéria
contra sua destruicdo pelas células de

defesa do animal e sistema de aquisicdo de
ferro (Harel e Martin, 1999).

O fator de viruléncia mais importante da
E.coli é o LPS. A endotoxina, ou LPS, é o
maior constituinte da parede celular de
bactérias Gram-negativo e € liberada
durante o crescimento e destruicdo da
bactéria. O LPS é a molécula chave que
contribui para os sinais de inflamacéo locais
e sistémicos que acompanham a mastite por
Gram-negativos. O LPS, também, protege o
organismo invasor contra as defesas
celulares e humorais do sistema imune do
animal, além de exibir uma grande
variedade de atividades bioldgicas, direta
ou indiretamente, envolvidas na patogenia
do choque endotéxico (Oishi et al., 1992).
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Ainda, o LPS parece estar envolvido na
resisténcia bacteriana a destruicdo da
bactéria mediada por complemento (Wilson
e Gonzalez, 2003). A glandula mamaria
bovina €é bastante sensivel a baixas
dosagens de LPS e a injecdo deste na
glandula mamaria de vacas sadias pode
induzir a episédios clinicos de mastite

(Burvenich et al., 2007).

Uma grande parte das infeccOes
intramam@arias poE.coli séo eficientemente
combatidas pelo sistema imune da glandula
mamaria, resultando em eliminacdo do
patégeno invasor sem a apresentagcdo de
sinais sistémicos da doenga. Na maioria dos
casos, a bactéria ndo coloniza o parénquima
mamario, porém verifica-se que certas
cepas deE.coli séo capazes de invadir e se
aderirem ao epitélio mamario, causando
infeccdes intramamarias crénicas e casos
recorrentes de mastite clinica (Dopfer et al.,
2000). Bradley e Green (2000) realizaram
um estudo objetivando verificar a
prevaléncia de infec¢des intramamarias
adquiridas durante o periodo seco e o
impacto destas na ocorréncia de casos
clinicos de mastite no inicio da lactacdo. Os
autores demonstraram a habilidade de
E.coli em persistir na glandula mamaria e
permanecer em laténcia durante o periodo
seco, apenas causando casos clinicos de
mastite no inicio da lactagéo.

A mastite clinica poE.coli ocorre quando a
bactéria penetra na glandula maméria e
induz uma resposta inflamatéria aguda e
intensa na glandula, visando o controle da
infeccdo. A contagem bacteriana no interior
da glandula mamaria atinge picos entre 12 e
24 horas apés a invasao (Bradley e Green,
2000). Durante a multiplicacdo da bactéria
ou apos sua destruicdo, ha intensa liberacao
de LPS (Kremer et al., 1990;Bradley, 2002;
Burvenich et al., 2006). Uma vez liberada, a
endotoxina atua aumentando a quimiotaxia
de neutréfilos, bem como seu recrutamento

do sangue para a glandula mamaria,
iniciando uma complexa cascata de eventos
imunolégicos que desencadeiam os sinais
locais e sistémicos da inflamacéo
(Leininger, 2001). ApGs a migracdo, 0s
neutrofilos iniciam a fagocitose de células
bacterianas, a qual é aumentada pela
opsonizagdo, isto €, o reconhecimento
imunologico da bactéria por meio de sua
ligacdo com anticorpos, em especial, IgG e
IgM (Burton et al., 2002; Burvenich et al.,
2007). Os neutrdfilos, entdo, engolfam e
destroem as bactérias opsonizadas,
liberando, posteriormente, seu conteudo
(Burton e Erskine, 2003).

A inflamacdo da glandula maméria esta
associada a rapida proliferacdo da bactéria
no leite, a qual desencadeia edema agudo,
ativacao de fatores de complemento no leite
e outros sistemas anti-inflamatérios, com
aumento pronunciado da contagem de
células somaticas no leite (Riollet et al.,

2000). Enquanto causa dor, inchaco e leite
anormal, o edema é critico na mastite por
E.coli, pois permite a transudacdo de

anticorpos, complemento e conglutinina do
sangue para o0 Ubere, facilitando a
eliminacéo de patdgenos opsonizados, pelos
neutrofilos. O aumento dramatico da CCS
no leite, que acompanha a mastite por
E.coli, reflete o recrutamento intenso de

neutréfilos do sangue para o leite devido as
citocinas proinflamatoérias (principalmente

TNF-a, IL-1 e IL-8) secretadas por

macrofagos mamarios patdgeno-ativados,
células epiteliais e células endoteliais

(Riollet et al., 2000). As citocinas séo

responsaveis pelos sinais locais da
inflamacdo como inchaco, vermelhiddo e

dor, assim como por sinais sistémicos como
febre, taquicardia, aumento da freqiiéncia
respiratoria, anorexia e depressao (Burton et
al., 2002). Algumas vacas podem apresentar
septicemia associada a disfuncdo mdultipla
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de oOrgdos, hipotensdo, acidose latica,
faléncia renal, choque séptico e morte
(Shpigel, 2001).

A resposta imune pode ndo funcionar de
maneira efetiva no inicio da lactacgéao, isto €&,
no pés-parto imediato. E esta pode ser uma
das razdes responsavel pela maior
frequéncia casos severos de mastite clinica
neste periodo (Dosogne et al.,, 2002,
Sordillo et al., 2002; Burvenich et al., 2003;

Hogan e Smith, 2003). Vacas com alta
producdo de leite apresentam severa
imunossupressdo no periodo pré-parto. O
balanco energético negativo associado a
alta producéo de leite e o desenvolvimento
de doencas metabdlicas como, cetose e
deficiéncias nutricionais, demonstraram-se
como fatores responsaveis pela
imunossupressdo (Goff e Horst, 1997;

Mallard et al., 1998; Sordillo, 2005).

2.3 Aspectos relevantes associados a
mastite por coliformes.

A importancia do periodo seco como fator
de risco na dindmica de infecgbes
intramamarias em vacas leiteiras tem sido
objeto de varios estudos (Smith et al., 1985;
Todhunter et al., 1991; Bradley e Green,
2000; Green et al., 2002; Bradley e Green
2004). Segundo Bradley e Green (2004), as
infec¢gBes intramamarias que estao presentes
durante o periodo seco podem ser dividas
entre infeccbes pré-existentes, ou seja,
aquelas que foram adquiridas durante a
lactagdo e continuaram durante o periodo
seco; e novas infeccgdes, isto €, aquelas que
foram adquiridas entre a secagem e o parto.

A probabilidade de ocorréncia de uma nova
infeccdo intramaméaria durante o periodo
seco é influenciada pela taxa de exposicao a
patébgenos potenciais (por exemplo, do
ambiente), fatores que afetam a
susceptibilidade individual do animal a
infeccdo (Dingwell et al., 2004) e a
eficiéncia da protecdo oferecida por

intervencdes medicamentosas como a
antibioticoterapia para vacas secas (Bradley
e Green, 2001; Berry e Hillerton 2002;
Huxley et al.,, 2002; Robert et al., 2006).
Algumas diferencas tém sido descritas nos
padrdes de infecgbes intramamdrias durante
0 periodo seco entre fazendas ao longo do
tempo, mas a raz&do para estas diferencas
ainda ndo foi completamente elucidada
(Green et al., 2007).

Mais da metade dos casos clinicos causados
por coliformes no tercgo inicial da lactagédo

se originam do periodo seco (Bradley e

Green, 2004). Segundo Hogan e Smith

(2003), as infecgbes intramamarias por

coliformes adquiridas no periodo seco

representam, aproximadamente, 34% de
todos o0s casos clinicos por coliformes

durante a lactacdo, sendo que 65% destes
casos ocorreram nos primeiros 80 dias de
lactacao.

A E.coli pode persistir no interior da
glandula mamaria por até 100 dias e este
fendbmeno foi identificado como importante
contribuinte na dindmica da incidéncia de
casos clinicos de mastite por este agente
(Dopfer et al., 2000;Bradley e Green, 2001;
Dopfer et al., 2001;Passey et al., 2007).
Aproximadamente, 71% de todas as
mastites clinicas por coliformes nos 100
primeiros dias de lactacdo sdo de quartos
gue se encontram previamente infectados,
no periodo seco com 0 mesmo agente
causador de mastite clinica (Bradley e
Green, 2000).

A suscetibilidade da glandula mamaria a
novas infeccdes intramamarias e
extremamente alta no inicio do periodo seco
e no periodo pré-parto (Sordillo et al.,
2002) .Estes periodos coincidem com
fendbmenos fisioldgicos locais e sistémicos
anicos, em que ocorrem alteracdes
consideraveis de remodelamento no tecido
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mamario além de aumento na demanda
nutricional (Burvenich et al., 2007).

A fase de maior risco de novas infeccbes
intramamdarias durante o periodo seco é a
fase inicial, especificamente, as trés
primeiras semanas ap0s a secagem, que
corresponde a chamada fase de involucdo
ativa. A extracdo do leite, excelente meio
para 0 crescimento bacteriano, é
interrompida, bem como os mecanismos de
desinfeccdo dos tetos (pré e pos-dipping),
portanto, ndo ha mais a retirada continua
das bactérias no canal do teto, aumentando
a carga bacteriana no interior deste
(Burvenich et al., 2006). Com a estase do
leite, hd aumento na pressdo interna da
glandula mamaéria, nos primeiros dias apos
a secagem, ocorrendo dilatagdo do teto e,
consequentemente, maior  penetragao
bacteriana através do esfincter do teto
(Green et al., 2002). Segundo Oldham et al.
(1991), o canal do teto se dilata entra 0-7
dias apdés a secagem quando, entdo, se
constringe entre 7 a 16 dias apds a secagem.

Ainda, os leucdcitos atingem a glandula

mamaria a partir do sexto dia apos a

secagem, sendo que 0s niveis protetores,
cerca de 1 milhdo de células/ml (Burvenich

et al., 2006), ndo sao atingidos até o oitavo
dia apds a secagem (Sordillo, 2005). Apés a
diapedese os leucécitos fagocitam glébulos
de gordura e debris celulares, ocorrendo
diminuicdo de sua atividade fagocitica as

bactérias. A relagdo citrato/lactoferrina é
muito  alta, diminuindo a acao

bacteriostatica da lactoferrina. Isto ocorre
porque o citrato compete com a lactoferrina
pela ligacdo com o ferro, resultando em um
complexo ferro-citrato que pode ser
utilizado pelas bactérias para multiplicacdo
(Burvenich et al., 2008).

Ap6s a completa involucdo da glandula
mamaria, atingida cerca de trés a quatro

(Bradley e Green, 2000). Isto ocorre pelo
fato de os tetos se encontrarem selados pela
formacdo do tampao de queratina. Este ndo
s6 forma uma barreira fisica contra a
entrada de patdgenos, mas possui &cidos
graxos esterificados e ndo-esterificados, que
sdo inibitérios ao crescimento bacteriano
(Bradley e Green, 2004). No entanto, em
torno de 7 a 10 dias sdo necessarios para a
formacdo deste tampdo, (Hogan et al.,
1988). Alguns estudos indicam que a
velocidade da formacdo do tampéo de
gueratina estd associada ao alto risco de
aquisicao de novas infeccdes intramamarias
durante o periodo seco (Bradley e Green,
2004). Um estudo, realizado por Dingwell
et al. (2002), demonstrou que 50% dos tetos
apresentavam-se fechados em torno de sete
dias ap6s a secagem. Contudo, apos seis
semanas, 23% dos tetos permaneciam
abertos, isto é, sem a formacdo do tampéao
de queratina e este fato esteve associado a
maior ocorréncia de novas infeccdes
intramamarias.

Também, apo6s a involugdo completa, o
volume de fluido na cisterna da glandula é
baixo e a composicdo do meio ndo é
favoravel ao crescimento bacteriano. Uma
alta concentracdo de leucdcitos € atingida e
sua capacidade fagocitica ndo se encontra
inibida pela presenca de gordura e caseina
(Sordillo,2002). Aliado a este fato, ha
diminuicdo na relacdo citrato/lactoferrina.
As altas concentracdes de lactoferrina na
glandula mamaria involuida e aumento das
concentracdes de imunoglobulinas
promovem a inibicdo do crescimento
bacteriano, em especial, de bactérias Gram-
negativo (Kutila et al., 2003).

A lactoferrina é uma glicoproteina
gueladora de ferro encontrada no leite, em
algumas secrecbes e nos granulos de
polimorfonucleares, em especial linfocitos,
e € sintetizada por células do epitélio

semanas ap_()s a secagem, esta se apresentagjandular da glandula mamaria (Kutila et
bastante resistente a novas infeccoes que, se 3|, 2003; Chaneton et al., 2008). Esta

ocorrerem, serdo rapidamente eliminadas

proteina apresenta capacidade
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bacteriostatica através da acéo inibitéria ao
crescimento bacteriano por se ligar aos ions
de ferro, tornando-os indisponiveis para o
crescimento bacteriano (Chaneton et al.,
2008). Possui ainda atividade bactericida

pela interacdo direta com as porcdes
catibnicas N-terminais dos compostos
bacterianos. Dentre 0s  patdgenos

s

causadores de mastite, Eacoli € a mais
suscetivel a acdo desta proteina (Burvenich
et al., 2006). A lactoferrina € considerada
um fator relevante dos mecanismos de
defesa inatos da glandula mamaéaria contra
infeccdes intramamarias e se apresenta em
concentracdes elevadas durante o periodo
de involugdo da glandula e durante as
infeccdes (Komine et al., 2005; Hagiwara et
al., 2003).As concentracdes normais de
lactoferrina no leite sao de,
aproximadamente, 0,1 mg/ml, porém, na
secrecdo mamaria durante o periodo seco,
estas concentracbes podem chegar a 20
mg/ml ou mais (Schanbacher et al., 1997).

No final do periodo seco, ocorre nova fase
de transicao na glandula maméria sob agéo
hormonal do final da gestacdo (Sordillo,
2005). Este periodo se caracteriza pela
regeneracdo e diferenciacdo das células
epiteliais secretoras, transporte seletivo e
acumulo de imunoglobulinas para formacao
do colostro, iniciando-se, geralmente, 15-20
dias pré-parto (Burvenich et al.; 2008). Ha
diminuicdo nos niveis de lactoferrina e
aumento nos niveis de citrato devido a
retomada da sintese de leite (Cheng et al.,
2008). As concentracdes de
imunoglobulinas, particularmente a IgG
comegam a aumentar duas a trés semanas
pré-parto, sendo que sua maxima
concentracdo ocorre cerca de 5 a 10 dias
antes do parto (Sordillo e Nickerson, 1988).
O numero de leucécitos ndo s6 diminui
como também sua capacidade fagocitica
pelo aumento nas concentracdes de gordura
e caseina. Além disso, durante a
colostrogénese, fatores sistémicos
influenciam negativamente as respostas
imunes do animal. O estresse devido ao

parto estimula a producdo de uma variedade
de horménios que tém importante efeito na
resposta imune do animal. Os
corticosterdides promovem diminuicdo no
namero, distribuicdo e fung¢éo de leucdécitos
no sangue, além de diminuigcdo na migracao
de neutrdfilos no periodo pés-parto (Burton
e Erskine,2003; Preslier et al., 2000).

2.4 Fatores de risco associados a mastite
por Escherichia coli.

Vacas no periparto, e de alta producéo, sédo
especialmente suscetiveis a mastite devido
a imunossupressao (Burvenich et al., 2003).
As possiveis razdes para isto podem ser o
estresse fisiologico causado pela
lactogénese, diminuicdo no numero e
funcéo de neutrdfilos circulantes capazes de
realizar fagocitose, atraso na montagem da
resposta inflamatéria e  capacidade
enfraquecida de eliminacdo da bactéria por
neutréfilos  (Detilleux et al, 1995;
Burvenich et al., 2000; Meglia et al., 2001,
Pydrala, 2002).

A falha na montagem de uma resposta
imune satisfatéria em vacas leiteiras
durante as mastites pd&.coli pode estar
associada com mudancas no fenoétipo de
células mononucleares do sangue durante o
periodo pré-parto (Burton e Erskine, 2003).
Uma resposta imune eficaz contra
patégenos invasores da glandula maméaria é
a resposta do tipo 4L, por envolver a
ativacdo destes linfocitos (I-CD4+),
secrecdo de altos niveis de IFN-com
consequente producdo de anticorpos,lgG
pelos linfocitos B e recrutamento macico de
neutréfilos para a glandula mamaria.
Contudo, verifica-se que, durante a
gestacdo, a resposta do tiplT pode
resultar em absorcéo fetal, uma vez que as
citocinas produzidas por este tipo de
resposta sdo prejudiciais para manutencdo
da prenhez, por isso 0 sistema imune
preferencialmente monta respostas do tipo
Ty2. Este tipo de resposta, dominada por
linfécitos T42 e secregdo de IL-4 e IL-10,
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geralmente, desencadeiam a producdo de
anticorpos IgM e Igg resultando em
menor recrutamento de PMN para a
glandula mamaria, com significativa
reducdo na eficiéncia da eliminacdo de
patégenos invasores (Burton e Erskine,
2003).

Uma grande variabilidade com relacdo a
resposta biologica individual as infec¢des
intramamarias, entre vacas, é observada no
periparto. Na realidade, todos os graus de
intensidade de mastite, de subclinica a

aguda, s&o possiveis neste periodo
(Dosogne et al., 2002). Se a vaca
experimenta uma larga demanda de

neutréfilos para glandula mamaéria, isto €,
no caso de infeccdo bacteriana, quando a
vigilancia imune esta temporariamente
enfraquecida, ou seja, no periparto, a
doenca severa pode acontecer como
resultado da resposta inflamatoria
retardada. A demora de apenas 20 minutos
dos neutréfilos em atingir a glandula
mamaria nao é insignificante,
considerando-se que Ecoli pode dobrar
sua populacdo neste tempo. Uma hora de
atraso no recrutamento de neutréfilos para o
interior da glandula mamaria resulta em
uma populacédo de.coli oito vezes maior
para eliminar e quantidades elevadas de
toxina para ser detoxificada. Este atraso no
recrutamento de neutrdfilos foi relatado em
varios estudos (Hill et al.,1981; Heyneman
et al., 1990; Vandeputte-Van Messom et al.,
1993. Burvenich et al., 2003; Burvenich et
al., 2007). Segundo Detilleux et al. (2006)
mais de 2x1D células somaticas/ml sdo
necessarias para combater uma infeccdo
intramamaria poE.coli.

Nestes casos, 0 progresso feito pelo
patdégeno invasor é tdo rapido, ou a resposta
inflamatéria do animal tdo lenta, que as
vacas apresentam uma reacao sistémica
grave devido a deficiéncia em controlar o
patégeno e a alta absorcdo de LPS para a

corrente sanguinea (Burvenich et al., 2007,
Wilson et al., 2007). Assim, 0s animais
podem ser classificados, no inicio da
lactacdo, como aqueles que apresentam
resposta moderada ou intensa a doenca

(Burvenich et al.,, 2003). No caso de
animais com resposta intensa, O
crescimento deE.coli no interior da

glandula maméaria é bastante rapido, com
grande liberacdo de LPS. Quando a resposta
inflamatéria é equilibrada, este crescimento
€ controlado e, apenas, pequenas
guantidades de bactéria permanecem no
interior da glandula mamaria.
Consequentemente, baixos niveis de LPS
sdo liberados, levando a uma resposta
inflamatéria moderada com producdo de
citocinas especificas pelos macréfagos,
promovendo a modulagdo de uma resposta
imune satisfatoria, sem a apresentacdo de
sinais clinicos sistémicos (Burton et al.,
2002;Burton e Esrkine, 2003; Burvenich et
al., 2007).

Shuster et al. (1996) realizaram um estudo
inoculando E.coli em vacas logo apés o

parto e em vacas no meio da lactagdo, no
intuito de verificar o porque de vacas, apés
0 parto, serem mais susceptiveis a mastite
por E.coli que vacas em lactacdo mais

avancada. Verificou-se que vacas no pos-
parto realmente apresentavam casos mais
severos de mastite clinica, mas este fato nao
esteve relacionado ao baixo recrutamento
de leucécitos. Na realidade, vacas no poés-
parto recrutam leucécitos mais rapido e em
guantidades maiores. Os autores
observaram uma contagem de células,
inicialmente, menor em vacas,

imediatamente, ap0s o0 parto e sugeriram
gque esta pode ser a razdo da maior
suscetibilidade as mastites severas. Os
autores atribuiram a diferenca de

intensidade dos sinais clinicos a inabilidade
de vacas no pos-parto imediato em

controlar o crescimento bacteriano nas
primeiras horas apo0s a inoculacédo, isto é,
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antes do recrutamento de leucocitos
comecar. Vacas no meio da lactacdo, as
quais apresentaram maior contagem de
células no leite, aparentemente, foram
capazes de controlar o crescimento
bacteriano inicial em grande escala. Estes
achados indicam que a baixa resposta de
PMN pode ser importante em ditar a
intensidade da doenca clinica. Assim, vacas
com baixas contagens de leucécitos no
sangue e no leite, também, recrutam estas
células mais lentamente, desenvolvendo,
portanto, casos severos da doenca (Shuster
et al., 1996; Burvenich et al., 2007).

Aparentemente, tanto as contagens de
células iniciais, quanto a velocidade de

migracdo dos leucécitos para a glandula

mamaria, sdo importantes na defesa da vaca
contra mastite clinica. E estes dois

fenbmenos parecem estar correlacionados.
No entanto, outros fatores ndo devem ser
negligenciados, tais como o status

nutricional, em particular a suplementacao

com vitamina E e selénio (Smith e Hogan.,

2003), assim como o balanco energético

negativo, os quais tém demonstrado grande
influéncia na velocidade de recrutamento e

migracdo de neutrdéfilos (Suriyasathaporn et

al., 1999).

A probabilidade de infeccdo pode ser

influenciada ainda, pela interacdo entre

fatores como: status da infeccédo da vaca na
secagem, tendéncia individual do animal a
se curar de uma nova infeccdo, estratégias
de tratamento e presenca de infeccdo ao
parto (Bradley e Green, 2000). Green et al.
(2007) investigaram as caracteristicas

relacionadas ao animal, instalacbes da
fazenda e manejo do rebanho durante o
periodo seco, em 52 fazendas na Inglaterra,
visando avaliar a influéncia conjunta destes
fatores na taxa de mastite clinica ap6s o
parto. Os autores verificaram que, com

relacdo ao animal, vacas com infec¢des, que
persistem na lactacdo e apresentam falha

em se curar durante o periodo seco,
apresentam maior risco de apresentacéo de
mastite clinica no inicio da lactagcéo. Ainda,
com o aumento da ordem de parto, ha
aumento no risco de apresentacdo de
mastite clinica no inicio da lactagdo. Os
fatores relacionados a fazenda estiveram
envolvidos com a higiene, provavelmente,
resultando em maior exposi¢ao a patégenos
do ambiente, e na administracdo e selecéo
adequada de medicamentos para vacas
secas, manejo de instala¢des no inicio e fim
do periodo seco e &rea de parto.

2.5 Utilizacao de terapia de vacas secas.

Pelo fato do periodo seco e pds-parto serem
periodos de grande risco de infeccBes
intramamarias, € necessario que se
estabelecam estratégias de controle,
minimizando este risco, uma vez que 0S
sistemas antibacterianos presentes na
glandula mamaria possuem eficcia
bastante limitada contra a mastite (Sordillo

et al., 1997).

Uma das formas mais utilizadas é a
administracdo intramamaria de formulacdes
contendo antibidticos para vacas secas ao
término da lactagdo, isto €, no momento da
secagem. A terapia com antibioticos para
vacas secas possui, basicamente, duas
funcbes: remover infec¢des intramamarias
pré-existentes, isto é, presentes no dia da
secagem e prevenir novas infeccbes durante
o periodo seco. Assume-se que esta terapia
ndo apresenta alta eficacia contra
coliformes, uma vez que a maioria dos
antibioticos disponiveis ndo tem acao
contra bactérias Gram-negativo e, portanto,
nao possuem efeito contra novas infeccdes
intramamarias que se iniciam no periodo
pré-parto. Ainda, a exposicao da glandula a
estes patdégenos durante o periodo seco é
constante, pelos mesmos  estarem
amplamente difundidos no ambiente do
animal (Bradley e Green, 2001a;
Erskine,2001).
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Halasa et al. (2009) investigaram a eficacia
de véarias medidas de manejo associadas a
prevencdo de infec¢bes intramamarias
durante o periodo seco. Os autores nao
observaram grande eficiéncia da terapia de
vacas secas em proteger contra novas
infeccdes por coliformes durante o periodo
seco e atribuiram este resultado ao fato de
que as novas infeccbes ocorrem,
geralmente, no final deste periodo,
momento no qual o antibidtico encontra-se
em baixas concentragbes no interior da
glandula mamaria.

Entretanto, a terapia de vacas secas
apresenta alta eficiéncia contra outros tipos
de patégenos que ndo o0s coliformes.
Sampimon et al. (2009), estudaram o efeito
da terapia de vacas secas em 184 animais
com um antibiético contendo cloxacilina.
Os autores observaram altas taxas de cura
para infeccbes intramamarias existentes na
secagem e menor numero de casos clinicos
de mastite por patdgenos Gram-positivos no
grupo que recebeu o tratamento. Os autores
concluiram que a utilizacdo da terapia de
vacas secas resulta em reducdo na
prevaléncia de infec¢des intramamarias por
bactérias néo coliformes ao parto, em
especial, bactérias Gram-positivo. Em
estudo para avaliacdo da eficiéncia da
terapia antimicrobiana pra vacas secas,
Borm et al (2006), observaram que,
aproximadamente, 24,5% das infeccdes
intramamarias no pré-parto foram causadas
por Staphylococcuscoagulase negativo,
Streptococcusp. e coliformes. Os quarto
mamarios tratados com  antibidtico
apresentaram 79,9% de taxa de cura, se
comparados a 31,7% do quarto controle.

Investigando a incidéncia de infec¢des
intramamarias por coliformes e outros
patégenos no inicio da lactacdo, Bradley e
Green (2001) avaliaram o impacto de um
antibidtico especifico para vacas secas com

acao significativa contra Gram-negativos, a
base de sulfato de framicetina e hidroiodeto
de penetamato. Os autores utilizaram dez
rebanhos com CCS abaixo de 250.000
células/mL, isto &, cerca de 880 animais,
para comparar o antibiético com ampla
acdo para Gram-negativos e outro
antibiético para vacas secas, a base de
cloxacilina  benzatina. Os autores
verificaram que as vacas, tratadas com o
produto especifico para Gram-negativos,
estiveram sob menor risco de apresentagao
de mastite clinica poiE.coli, durante o
periodo seco ou nos primeiros 100 dias de
lactacdo, que as vacas tratadas com o outro
antibiotico. Porém, ndo observaram
diferencas significativas com relacdo a
outros patdgenos causadores de mastite,
indicando que, ambos os medicamentos,
possuem eficacia no controle de infeccdes
intramamarias. Nado houve diferencas
significativas entre os medicamentos com
relacdo a CCS medida durante o periodo
seco. Os autores concluiram que a selecéo
de um antibidtico de vacas secas com ampla
acao para Gram-negativos pode influenciar
na incidéncia de mastite clinica p@rcoli

na lactacdo seguinte e este fato deveria ser
levado em consideracdo quando da escolha
do antibiotico.

2.6 Vacinacgédo conk.coli J5

A terapia de vacas secas ndo se apresenta
como uma solucdo plenamente eficiente
para o controle das mastites causadas por
coliformes. Portanto, outra forma de
controle seria a sua associacdo a
mecanismos de aumento da resposta imune
do animal (Burvenich et al., 2007).Este
aumento da resposta pode ser atingido por
meio de vacinacbes, em especial, com a
vacinaE.coli J5 (Wilson et al., 2007a).

Para a imunizacdo de vacas contra as
mastites causadas por coliformes, duas
cepas mutantes de bactérias tém sido
utilizadas em preparacbes comerciais:

21



Escherichia coli0111:B4 (denominada J5)

e Salmonella typhimuriurRe-17 (Wilson e
Gonzélez, 2003). A maioria das vacinas
comerciais € composta dechli J5. A cepa

J5 possui um antigeno do nucleo
relativamente exposto, sendo este um
lipopolissacarideo comum as demais
bactérias Gram-negativo e capaz de
estimular a resposta imune do animal contra
estes patégenos (Chaiyotwittayakun et al.,
2004). Geralmente, as vacinacdes
coincidem com o periodo de maior risco de
aquisicdo de infeccBes intramamarias por
coliformes, ou seja, no inicio e no fim do
periodo seco e apés o parto, sendo as
imunizacOes realizadas na secagem, 30 dias
antes do parto e na primeira semana apos o
parto (Tomita et al., 2000; Burton et al.,
2002).

Visando a imunizacdo de vacas contra
mastite causada pdE.coli, os primeiros
estudos realizados foram desenvolvidos
utilizando antigenos da por¢cdo “O” de
oligassacarideos heterogéneos Heoli

Em um estudo de Wilson (1972), a
bacterina foi inoculada na glandula
mamaria de animais nao-lactantes e
observou-se que esta estimulava a resposta
local de anticorpos na lactacdo subsequente.
Em outro estudo (Rainard, 1983a), a
primeira dose da bacterina foi administrada
por via subcutanea no dia da secagem e a
segunda dose por via intramamaria cinco
semanas depois. Verificou-se que a
imunizacdo ndo modificava de maneira
notavel a transferéncia de imunoglobulinas
sanguineas para o leite. No entanto, os
testesin vitro, sugeriram que a imunizacao
com a bacterina dé=.coli aumentava o
recrutamento de fagocitos, estabelecendo
uma  atividade opsonizadora pré-
inflamatdria (Rainard, 1983b).

Entretanto, varios fatores, como a variedade
de género, espécie e sorotipos das bactérias
coliformes, bem como dos antigenos de

superficie identificados em fazendas e a
necessidade de se criar vacinas especificas
para esta grande variedade, tornavam
impraticdvel a profilaxia das mastites por
coliformes utilizando estas bacterinas para
as imunizacdes (Smith, 1983).

Enquanto o canal do teto é a primeira linha
de defesa contra infec¢cbes intramamarias
em vacas, 0s neutrofilos do leite sdo a
principal defesa imunoldgica quando os

patbgenos causadores de mastite ja
invadiram o canal do teto (Sordillo et al.,

2005). Os neutrofilos exercem melhor sua
funcdo em fagocitar bactérias quando estas
encontram-se opsonizadas pelos anticorpos.
Quando as infeccdes intramamarias ndo sao
rapidamente controladas pelos neutrdfilos,

permitindo que o LPS e lipoproteinas

escapem para a corrente sanguinea, 0S
anticorpos presentes no soro sanguineo
capazes de bloquear e neutralizar estas
potentes toxinas precisam estar disponiveis.
Assim, 0 maior objetivo na prevencdo de

mastites por coliformes por meio da
vacinagdo € atingir altos niveis de
anticorpos  efetivos  anticoliformes e

antitoxinas, tanto no leite, quanto no sangue
e ao redor do canal do teto (Nickerson,
1985; Burton et al., 2002; Burvenich et al.,

2008).

Algumas classes (isotipos) de anticorpos
funcionam melhor que outros em facilitar a

eliminacdo das bactérias do Ubere pelos
neutrofilos e neutralizacdo do LPS e

lipoproteinas que escapam do leite para o
sangue. Estes anticorpos sao
particularmente importantes no periodo pré-
parto, uma vez que, neste periodo, 0s
neutrofilos destas vacas séo deficientes em
termos de funcdo (Detilleux et al., 1995).

Assim, os neutréfilos de animais, no

periodo pré-parto, precisam de suporte extra
de anticorpos, nao apenas do isotipo
correto, mas também com alta afinidade e
especificidade cruzada para uma vasta
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variedade de coliformes causadores de

mastite. Assim, nas vacinas contra
coliformes a afinidade dos anticorpos aos
antigenos, deve ser ao menos, tao

importante quanto a habilidade em induzir
uma alta concentracdo de anticorpos no
soro e no leite. Quando se trata de vacinas,
€ importante lembrar que a glandula
mamaria bovina divide linfécitos com o
sistema imune periférico (Kherli e Harp,
2001). Isto significa que vacinas
desenvolvidas para vacas leiteiras devem
possuir uma capacidade de estimular os
linfécitos B e T, os quais devem atingir os
linfonodos rapidamente para divisdo e
diferenciacdo em células secretoras de
anticorpos e, entdo, migrar para glandula
mamaria (Sordillo,2002). Assim, a grande
maioria dos anticorpos protetores deve ser
oriunda do sangue, ao menos nas fases
iniciais da resposta. Estes anticorpos
atingem o leite por meio de transporte
imuno-mediado  através das  células
epiteliais mamarias (Verbeet et al., 1995),
ou por transudacdo passiva durante o
edema, que se segue apos a infecgdo
intramamaria.

Em vacas, existem quatro imunoglobulinas
importantes: IgM, 1g@ 1gG; e IgA. A IgM
sérica € bastante efetiva em neutralizar
alguns tipos de toxinas e opsonizar
patégenos no sangue e no leite, sendo mais
eficaz na protecdo contra choques toéxicos
do que na diminuicdo de sinais de
inflamacdo local. As IgA, apesar da
concentracdo relativamente baixa no leite,
atuam auxiliando na prevencdo a
colonizacdo de patégenos e dano tecidual,
via aglutinacdo e neutralizacdo de toxinas
(Kherli e Harp, 2001). A Igge 1gG séo
encontradas em altas concentragdes no soro
sanguineo bovino, sendo a lg&anticorpo
mais importante, no colostro e no leite,
devido ao transporte imuno-mediado que
age através das células epiteliais mamarias.
Ambas, efetivamente bloqueiam a interagéo

de patégenos com as ceélulas do hospedeiro
e neutralizam as toxinas do sangue e
tecidos. No entanto, sdo as lgQ@ue
possuem a atividade opsonizadora principal
para neutréfilos bovinos, promovendo o
recrutamento de neutrdfilos para a glandula
mamaria, eliminando a infeccdo (Burton et
al., 2002). Assim, as vacinas desenvolvidas
para a prevencdo de mastites causadas por
coliformes devem ser capazes de promover
altas concentracdes destas imunoglobulinas
tanto no soro quanto no leite, possibilitando
a melhoria da resposta imune (Burton et al.,
2002).

Neste contexto, o grande desafio no
desenvolvimento de vacinas efetivas contra
as mastites causadas por coliformes foi
descobrir um imundgeno que seria capaz de
induzir uma reacdo protetora cruzada,
realizada por anticorpos, contra uma grande
variedade de coliformes, os quais deveriam
proliferar-se bem no leite e eliminar o LPS
e lipoproteinas da corrente sanguinea de
vacas no periparto (Burton et al., 2002). No
final da década de 1980, ocorreu uma
grande reviravolta nos estudos sobre
vacinas contra mastites causadas por
coliformes, com a introducdo de bacterinas
contendo cepas mutantes rugosas de
bactérias Gram-negativo (Yancy,1999;

Hehrli e Harp., 2002). Nells et al., em 1984,
descobriram que a maioria das bactérias
Gram-negativo divide a estrutura interna do
LPS (lipideo A), a qual, além de

patogénica, é extremamente antigénica e,
esta, possui reagdo cruzada com o LPS
derivado de uma grande variedade de
espécies de bactérias Gram-negativo.

A Escherichia coli(0111:B4) J5 é uma
cepa mutante rugosa que possui a cadeia
“O” de polissacarideos incompleta,expondo
a metade homologa do antigeno do nucleo
do LPS . Este antigeno é uma estrutura
interna do LPS, denominada lipidio A, o
gual é comum as demais bactérias Gram-
negativo (Tyler et al., 1992; Dosogne et al.,
2002;Burton et al., 2003; Burton e Erskine,
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2003; Bradley e Green, 2004). Quando este
antigeno é exposto, estimula a produgéo de
imunoglobulinas que possuem reacdo
cruzada contra os antigenos de nucleo de
outras bactérias, resultando em imunidade
associada a protecdo contra uma grande
variedade de géneros e cepas de bactérias
(Smith et al., 1999; Tyler et al., 1992;
Dosogne et al., 2002; Wilson e Gonzalez,
2003; Wilson et al., 2007a, 2007b e 2008).
A utilizacdo dekE.coli J5 aumenta os titulos
séricos e do leite de anticorpos especificos
contra o LPS de.coli J5, intensificando
sua opsonizacdo (Baumgartner et al., 1991;
Morris et al.,1989; Dosogne et al., 2002;
Burvenich et al., 2007). A vacinagdo com
E.coli J5 tem demonstrado que a
imunizacdo, efetivamente, reduz a
incidéncia e intensidade dos casos clinicos
de mastite por coliformes (Cullor, 1991;
Gonzalez et al.,, 1989; Gonazalez et al.,
1996; Hogan et al., 1992a) . Evidéncias
convincentes existem para o uso Kleoli

J5 como bacterina protetora contra
infecgcbes intramamarias causadas por
coliformes por meio da redugdo dos sinais
clinicos da infeccao (Gonzélez et al., 1989).
No entanto, os mecanismos, nos quais a
imunizacgéo conte.coli J5 realmente atuam,
ainda nao foram completamente
esclarecidos (Dosogne et al., 2002).

Ha evidéncias experimentais que, durante a
fase de crescimento @&ecoli, 0 antigeno do
nuacleo € exposto, momento, no qual, os
anticorpos, especificamente, IgM, Ig@
IgG,, se aderem a parede celular bacteriana
(Dosogne et al., 2002).Um mecanismo
adicional de acdo envolve a neutralizacéo
de endotoxinas por anticorpos, apos
processamento dos produtos da parede
celular bacteriana pelos fagocitos do Ubere,
atribuindo as endotoxinas menor toxicidade
e aumentando a taxa de eliminacao
hepatica. A eficacia deE.coli J5 para
mastites por coliformes € ainda atribuida a
correlagdo entre 0 aumento  nas
concentracdes de Ig& IgG ao antigeno
de nudcleo de bactérias Gram-negativo e a

diminuicdo em 5,3 vezes do risco de
ocorréncia de casos clinicos em vacas
(Smith et al., 1999).

O valor potencial da imunizacdo de vacas
leiteiras, utilizando bacterinas com antigeno
de ndcleo exposto, comB.coli J5, ficou
evidente ap6s a observagao por Tyler et al.
(1988) de que vacas, que possuiam
naturalmente titulos de Ig&ontraE.coli

J5 menores que 1:240, apresentavam risco
cinco vezes maior de ocorréncia de caso
clinico de mastite por coliformes, se
comparadas as vacas com titulos maiores
gue 1:240. A partir destes achados estudos
para avaliagdo do efeito da vacinagcdo com
E.coli J5 no aumento dos titulos de
anticorpos, no soro sanguineo e nas
secre¢cbes mamarias, foram realizados por
Hogan et al. (1992c) e Tomita et al. (1998).
Os autores avaliaram amostras de soro e
leite coletadas antes das imunizagdes, no
dia da secagem, ao parto e 21 dias apés o
parto. A taxa de opsonizacdo de bactérias,
com 5% de soro sanguineo de vacas
vacinadas, resultou em maior indice de
fagocitose,quando comparadas as vacas nao
vacinadas, durante o periodo seco e aos 21
dias ap6s o parto. Esta intensificacdo na
opsonizacdo coincidiu com maiores titulos
de IgM, IgG e IgG contraE.coli J5 em
animais vacinados. Concluiu-se que vacas
vacinadas possuem maiores titulos de
anticorpos que reconhecem o nucleo LPS
de E.coli J5 nas secre¢cdes mamarias e, por
isso, estas apresentam menor risco de
ocorréncia de infeccbes intramamarias
durante o periodo seco e ao parto.

Estudos verificando a associacdo entre a
imunizacdo conE.coli J5 e a ocorréncia
dos casos clinicos de mastite tém sido
realizados por Varios pesquisadores,
apresentando reducdo na ocorréncia de
casos clinicos em vacas vacinadas,
comparadas as ndo vacinadas, em cerca de
70% (Cullor, 1991), 80% (Gonzalet al.,
1989), 72% (Gonzaleet a.l 1996), e 75%
(Hoganet al, 1992a). Em estudo conduzido
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por Gonzalez et al. (1989) em duas
fazendas comerciais na Califérnia — EUA,
as vacas foram vacinadas com trés doses da
vacinaE.coli J5, por via subcutanea, sendo
as duas primeiras administradas durante
periodo seco e a terceira dose no pds-parto
e, no total, 486 vacas foram utilizadas no
estudo. Diagnosticou-se um total de 35
casos clinicos de mastite causados por
bactérias Gram-negativo, seis no grupo
vacinado e 29 no grupo controle. A
incidéncia de mastite clinica foi de 2,4%
(6/246) no grupo vacinado e 12,1%
(29/240) no grupo controle. Em pesquisa
semelhante realizada por Cullor et al.
(1991) apenas 2% dos animais
apresentaram casos clinicos recorrentes de
mastite por coliforme nos primeiros 100
dias de lactacdo. Em contraste, o grupo
controle apresentou 25% de casos
recorrentes de mastite clinica por
coliformes. Os resultados destes estudos
demonstraram a eficiéncia da vaclaoli

J5 em proteger contra a ocorréncia de casos
clinicos de mastite, oriundos de infeccdes
naturais por bactérias Gram-negativo, em
vacas leiteiras durante os trés primeiros
meses de lactacao.

Estima-se que a duracdo e intensidade dos
casos clinicos estdo, positivamente,

correlacionadas com a contagem bacteriana
no leite, a qual também ¢é responsavel por
sintomas sistémicos como, o aumento da
temperatura retal, frequéncia cardiaca,
freqiéncia respiratéria e diminuicdo do

apetite mais acentuado em animais n&o
vacinados (Clark e Roeckel, 1994; Hogan et
al.,, 1995; Wenz et al., 2006). Hogan et

al.,(1992a e 1999) verificaram que vacas e
novilhas vacinadas apresentaram maiores
titulos de IgG séricos e no leite. Este

aumento esteve negativamente

correlacionado com o pico de contagem

bacteriana no leite de animais vacinados,
apo6s a inoculacdo intramamaria cé&ncoli

12, 15 e 48 horas apdés o desafio. Os

resultados destes estudos demonstraram que
a vacinacao se revelou eficaz em reduzir o
pico de contagem bacteriana em quartos
infectados e, consequentemente, a duracdo
das infec¢des intramamarias e dos sinais
clinicos de mastite em 25% e 50%,
respectivamente, quando comparados
grupos vacinados e néo vacinados (Hogan
et al1995). Esta reducdo na contagem
bacteriana, que se deve ao aumento nas
concentracdes séricas e do leite, de IgG e
IgM, as quais agem diretamente nos
antigenos da superficie de bactérias Gram-
negativo, promovendo neutralizacdo do
LPS e aumento na fagocitose pelos
neutrofilos (Hogan et al.,1992; Hogan et
al.1997). Além disso, Clark e Roeckel
(1994) apéds realizarem a infuséo Eeoli

B44 e B144 entre os dias 27 e 122 apo6s a
vacinacédo, repetindo-as 8 a 38 dias apds o
parto observaram que 0 grupo controle
apresentou colonizacdo bacteriana da
glandula maméria  significativamente
superior ao grupo vacinado, além de menor
eficiéncia na eliminacdo de bactérias da
glandula. Nas culturas realizadas ap6s o
desafio, 50% do grupo vacinado apresentou
eliminacdo completa da bactéria em
glandulas infectadas, comparado a nenhum
animal do grupo controle, concluindo-se
gue ha efeito positivo direto da vacinacao
com E.coli J5 em diminuir a intensidade
dos sinais clinicos de mastite pB&rcoli
induzidos.

No entanto, de acordo com Tomita et al.

(2000), a reducédo na intensidade dos casos
clinicos é atribuida ndo sé a eliminacao

bacteriana, mas também a neutralizagdo do
LPS, devido ao elevado titulo de anticorpos

contra os antigenos internos do LPS de

E.coli J5. Neste estudo, o0s autores

observaram um aumento significativo nos

titulos séricos de Ige IgG relacionados

ao aumento da opsonizagao e neutralizagéao
de toxinas em vacas imunizadas, as quais
apresentaram uma eliminacdo bacteriana
significativamente mais alta, 144 horas apoés
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o desafio, do que vacas controle, aos 30 e
45 dias apos o parto.

Wilson et al. (2007b) realizaram um estudo
no intuito de verificar a associacao entre a
imunizagdo com E.coli J5 e o
desenvolvimento e intensidade de sinais
clinicos, 19G, igG, e IgM no leite antes e
depois do desafio intramamario cdrcoli.

A vacinagdo foi administrada por via
subcutanea, proximo ao linfonodo
supramamario, na secagem e 30 dias antes
do parto. Enquanto as vacas controle
apresentaram uma resposta de anticorpos
contraE.coli com predominéncia de IgM,
as vacas vacinadas produziram uma
resposta com predominancia de ]g@&
IgG,, que incluiu uma alta proporcdo de
IgG; (resposta do tipo 1). A vacinacdo com
E.coli J5 parece induzir a maior producgéo
de IgG, em especial no inicio da infeccéo
intramamaria poiE.coli, a qual é benéfica
na fagocitose por PMN e eliminacdo da
bactéria do interior da glandula mamaria.
Os autores concluiram que a vacinacdo com
E.coli J5 esteve associada a maior
eliminacdo de bactérias da glandula
mamaria e menor reducdo na producao de
leite apbs o desafio.

2.7 Efeito da vacinacdo conte.coli J5 na
contagem de células sométicas e
producao de leite.

Poucos estudos demonstraram o efeito da
vacinacdo comnEk.coli J5 na contagem de
células somaticas e producdo de Ileite.
Hogan et al. (1999) ndo verificaram
associacdo entre a imunizacdo cBrgoli

J5 em novilhas e a magnitude da resposta
de CCS nestas, ap6s o desafio intramamario
com E.coli. A CCS néo diferiu entre os
animais vacinados e nao vacinados. Em
estudo semelhante com vacas (Hogan et al.,

2005), os autores observaram que a
vacinagdo esteve associada a menor CCS
(p<0,05), cerca de 15 horas apés o desafio.

Sabe-se que aproximadamente 70% das
vacas infectadas poE.coli apresentam
casos clinicos de mastite, geralmente, com
manifestacdo  sistémica. Antes da
manifestacao do caso clinico a CCS é baixa,
isto é, proxima aos niveis de CCS de vacas
sadias. ApoOs o caso clinico a CCS diminui
rapidamente a um nivel ligeiramente maior
ao da pré-infeccdo (Haas et al., 2002). Hass
et al. (2004) demonstraram a associacdo
entre a CCS apos o caso clinico de mastite e
sua influéncia na CCS durante a lactagéo.
Os autores observaram que a mastite clinica
por E.coli estd associada ao padrdo
denominado ‘“rapida recuperacdo”, isto €,
rapida elevacdo da CCS com rapido
declinio da mesma. O caso clinico
caracterizou-se por picos rapidos na CCS,
sendo tipicamente agudo, ou seja, houve
grande elevacdo na contagem cerca de dois
dias apds a infeccdo, porém esta retornou
aos valores iniciais em, aproximadamente,
trés a quatro semanas depois do caso
clinico.

O mesmo padrdo pbde ser notado com
relacdo a producdo de leite. Grohn et al.
(2004) estimaram o efeito da primeira
ocorréncia de casos clinicos de mastite,
causados por patdégenos especificos, na
producdo de leite durante a lactacéo.
Verificou-se que novilhas que apresentaram
mastite clinica polE.coli produziram 6,7

Kg de leite/dia a menos nos primeiros 70
dias apds o caso clinico, com reducdo para
5 Kg de leite/dia a menos durante a
lactacdo, comparadas as novilhas sadias.
Em vacas, a reducdo na produgédo apos o
caso clinico pofE.coli foi de 13,1 Kg de
leite/dia. Estas se recuperaram apds 0 caso
clinico, no entanto, produziram 7,2 Kg de
leite/dia a menos do que vacas sem caso
clinico pelo agente. Os autores concluiram
gue ak.coli é um patdégeno importante tanto
em vacas quanto em novilhas por promover
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reducdo na producdo de leite apds o caso
clinico, a qual ndo é completamente
recuperada durante a lactacdo. Contudo,
Schukken et al. (2009) avaliando o efeito de

casos recorrentes de mastite clinica por

patégenos Gram-negativo e Gram-positivo,

observaram gque quando o primeiro caso de
mastite clinica na lactacdo € causado por
bactérias Gram-negativo, ha reducdo na

producdo de leite durante toda a lactacéo,
mas a producdo retorna aos niveis normais
na lactacdo subsequente demonstrando que
estes patdbgenos nado causam danos
permanentes na glandula mamaria.

Neste contexto, a avaliacdo da eficiéncia da
vacinaE.coli J5 na CCS e producéo de leite
€ bastante complexa e apenas observada
durante o caso clinico de mastite. Wilson et
al. (2007 b) observaram que, apés o desafio,
a CCsS foi significativamente maior em
vacas ndo vacinadas, comparadas as
controle. A maioria dos quartos desafiados,
em vacas controle, apresentou média de
CCS de 5.429.000 células/mL e, em vacas
vacinadas, esta média foi de 490.000
células/mL. A imunizacdo de vacas com
E.coli J5 esteve associada a menor
contagem de células somaticas apos o
desafio intramamario comnE.coli. Com
relacdo a producdo de leite, os autores
verificaram que vacas nado vacinadas
produziram 7,7 Kg de leite/vaca/dia a
menos apls o desafio e que a producao
permaneceu baixa durante a lactacdo. As
vacas vacinadas ndo apresentaram reducao
na producdo de leite. Os mesmos autores,
estudando os efeitos da vactaoli J5 na
producdo de leite apds casos clinicos de
mastite por coliformes ocorridos
naturalmente, observaram uma producdo de
leite significativamente maior em vacas
vacinadas, quando o caso clinico ocorreu
nos primeiros 50 dias de lactacdo. Estas
produziram 7 a 16 Kg de leite/vaca/dia a
mais do que as vacas controle (Wilson et
al., 2008). Os autores concluiram, em

ambos os estudos, que a utlizacdo da
vacinaE.coli J5 esteve associada a menor
reducdo na producdo de leite ap6s o caso
clinico de mastite pdg.coli.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Consideracg6es sobre o rebanho

O estudo foi conduzido no municipio de
Pitangui, Estado de Minas Gerais, no
periodo de marco a julho de 2007. O
rebanho comercial era composto de 450
vacas mesticas (Holandés preto e branco
[HPB] x Gir leiteiro) em lactacdo, com
producdo média de 25 kg de leite/dia. Os
animais eram ordenhados duas vezes ao dia
em um intervalo de 12 horas, em
equipamento mecanico tipo espinha de
peixe com 24 conjuntos (2x12=24) e
mecanismo de extracdo automatica de
teteiras. A rotina de ordenha observava a
seguinte ordem: teste da caneca telada para
diagnéstico de casos clinicos de mastite;
desinfeccdo dos tetos antes da ordenha (pré-
dipping) com solugéo desinfetante a base de
hipoclorito de sédio a 1%, mantida em
frasco sem retorno; secagem dos tetos com
papel-toalha descartavel, utilizando um
papel por teto; desinfeccdo dos tetos apos a
ordenha (po6s-dipping) com solucdo 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; circulacdo 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 realizava um programa intensivo

de controle de mastite por meio dos
seguintes procedimentos: rotina de ordenha
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higiénica, utilizacdo de terapia de vacas
secas, manutencdo da limpeza dos
ambientes de permanéncia dos animais,
adequada limpeza e manutencdo do
equipamento de ordenha e tratamento
imediato de todos os casos clinicos de
mastite. As vacas com contagem de células
somaticas (CCS), constantemente, acima de
250.000 células/mL, isto é, vacas
cronicamente infectadas, eram identificadas
por meio de correntes no pescoco e

3.2 Animais

O grupo experimental foi composto por

318 animais, 187 vacas e 131 novilhas. As
vacas foram divididas em grupos

balanceados de acordo com a ordem de
parto, producéo de leite, média de contagem
de células somaticas da ultima lactacéo e
provavel data de parto, formando assim,
grupos homogéneos com relacdo a estas

ordenhadas separadamente do restante do varidveis. As novilhas foram divididas ao

rebanho, sendo o pendultimo lote na linha de
ordenha. O dltimo lote era formado por

vacas em tratamento para mastite clinica,
cujo leite era ordenhado diretamente em
latbes e descartado. Vacas, com mastite
clinica ou subclinica crbnica por mais de

uma lactacdo e com CCS mensal acima de
400.000 cel/ml e ndo responsivas a pelo
menos trés tratamentos para mastite clinica,
eram descartadas.

Havia ainda um controle intensivo de
patbgenos contagiosos na fazenda,
Staphylococcus aureuse Streptococcus
agalactiae, sendo a prevaléncia dos
mesmos baixa. Os animais infectados com
estes patdgenos, identificados por meio de
culturas microbiolégicas realizadas apo6s o
parto, eram descartados do rebanho.
Resultados de cultura microbiolégica do
tanque de refrigeracdo e culturas
individuais realizados antes do inicio do
estudo demonstravam que as infeccdes
intramamarias eram causadas
predominantemente por patégenos
ambientais.

A dieta das vacas em lactacdo constituia-se
de silagem de milho como volumoso e

como concentrado, uma combinagdo de
milho, farelo de soja, polpa citrica, caroco

de algodao e pré mix comercial mineral e

vitaminico. O sal comum era fornecido a

vontade nos cochos, bem como agua limpa,
disponivel em bebedouros distribuidos

pelos piquetes.

acaso obedecendo a data provavel de parto.

Os animais foram separados em
cinco grupos experimentais:

e J5V (n= 96): grupo de vacas
vacinadas, receberam 3 doses de
vacina contra Escherichia coli
(Rotatec® - J5);

» J5Vcont (n= 91): grupo de vacas
controle, ndo receberam nenhuma
dose da vacina contfascherichia
coli (Rotatec® - J5);

* J5N (n= 39): grupo de novilhas
vacinadas, receberam 3 doses de
vacina contra Escherichia coli
(Rotatec® - J5);

e J5Ncont (n= 39): grupo de
novilhas controle, ndo receberam
nenhuma dose da vacina contra
Escherichia col{Rotatec® - J5);

e J5N2 (n=53): grupo de novilhas
vacinadas, receberam 2 doses da
vacina contra Escherichia coli
(Rotatec® - J5).

Para efeito de melhor entendimento, os
animais dos grupos J5N, J5Ncont e J5N2
serdo considerados, mesmo apds o parto,
como novilhas durante todo o periodo
experimental.

3.3 Tratamento dos animais
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O tratamento com antibidtico especifico
para vacas secas, a base de cloxacilina
benzatina, foi realizado em todas as vacas,
60 dias antes do parto previsto, isto é, no
dia da secagem. Apds a ordenha e esgota
completa das vacas, foi realizada
desinfeccdo e antissepsia dos tetos com
hipoclorito de sodio (pré-dipping); secagem
dos tetos com papel toalha apés 30
segundos; antissepsia do esfincter do teto
com algoddo embebido em &lcool 70% e
infusdo do medicamento, utilizando-se
seringa de cénula curta. ApGs a aplicacao
do medicamento, foi realizada nova
antissepsia com iodo (pés-dipping).

O tratamento de vacas, no dia da secagem,
com antibidtico para vacas secas, foi

realizado por ser considerada uma parte
importante de um programa de controle de

patbgenos contagiosos, objetivando a
resolucdo de infecches existentes e a
prevencao de novas infeccbes

intramam@rias durante o periodo seco.
3.4 Imunizacao dos animais.

Para imunizagdo dos animais, utilizou-se a
vacina comercial Rotatec® - J5 (Biogénesis
Bag6é Saude Animal Ltda). 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 40de
Rotavirus G10 e 1x f@le Escherichia coli

J5. Estudos anteriores demonstraram que
esta concentraca&scherichia coliJ5 é
eficaz em aumentar os niveis séricos de
anticorpos em animais vacinados (Gonzalez

et al., 1989).

Os animais foram separados em grupos,
como descrito anteriormente, e

identificados de acordo com a numeragao
contida nos brincos auriculares. Todos os
animais foram mantidos sob as mesmas
condicBes quanto as instalacbes, nutricdo e
ambiente, durante o periodo experimental.

A vacinacdo com Rotatec® - J5 obedeceu
ao seguinte protocolo: trés aplicacbes por
via subcuténea na dose de 3 mL, aplicadas
com seringa dosadora no terco médio do
pescoco, apds desinfeccdo do local com
alcool iodado. Duas doses da vacina foram
administradas no pré-parto, a primeira no
dia da secagem e a segunda 30 dias apés a
primeira. A terceira dose foi administrada
na primeira semana ap6s o0 parto. As
novilhas do grupo J5N2 receberam duas
doses da vacina, a primeira 60 dias antes do
parto previsto e a segunda 30 dias apés a
primeira.

As vacas que apresentaram periodo seco
maior que 60 dias ou as que abortaram
durante o periodo experimental foram

excluidas do estudo.

3.5 Coleta de amostras

No momento da secagem e sete dias apos o
parto, foi realizada coleta de amostras de
leite para diagnostico microbiologico
individual visando a identificacdo de
patdbgenos causadores de mastite. As
amostras de leite foram  obtidas
imediatamente antes da ordenha, apos
descartar os trés primeiros jatos de leite,
desinfetar os tetos com solugdo de
hipoclorito de sédio e secagem dos mesmos
com papel toalha descartavel. No momento
da coleta, realizou-se antissepsia do
esfincter do teto utlizando algodéo
umedecido em alcool a 70% . Os jatos
foram retirados de tetos individuais,
formando uma amostra Unica e composta, e
acondicionados em frascos estéreis
previamente identificados com o nimero do
animal. O material amostrado foi congelado
e, entdo, encaminhado em recipiente
isotérmico, com gelo, ao laboratdrio
Tecsa® em Belo Horizonte - MG para
realizacdo do diagndstico microbiolégico,
isto €, isolamento e caracterizacdo dos
microrganismos.
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Amostras de leite compostas e individuais,
destinadas a contagem de células sométicas,
foram coletadas mensalmente a partir do
décimo dia de lactacdo segundo protocolo
NMC (1999).

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 dois comprimidos do
conservante Bronopol (2-bromo-2-
nitropropano-1,3-diol ), permitindo sua
conservacdo a temperatura ambiente. As
amostras foram entdo homogeneizadas por
inversdo do frasco, até a completa
dissolucdo dos comprimidos, e enviadas ao
laboratério Clinica do Leite — ESALQ/USP,
Piracicaba - SP. As andlises de CCS foram
realizadas pelo método eletrdnico em
equipamento Bentley CombSystem 2300®
(Bentley Instruments®).

Quando detectados casos clinicos de
mastite, foram coletadas amostras para
diagnostico microbiolégico no dia de
ocorréncia do caso clinico.

3.6 Diagndstico microbioldgico

3.6.1 Identificacdo dos microrganismos

O isolamento e caracterizacdo dos
microrganismos causadores de mastite foi
realizado a partir das amostras de leite
coletadas antes da ordenha e enviadas ao
laboratorio Tecsa® - Belo Horizonte — MG.
Volumes de 10 pl de cada amostra foram
semeados com alca calibrada e descartavel
em cada quadrante de uma placa de agar-
sangue contendo 5% de sangue
desfibrinado de carneiro, seguindo-se

incubacédo a 35° C, por 24 horas, de acordo
com as recomendacdes de Harmon et al.
(1990).

Apoés o periodo de incubacéo, realizou-se a
primeira leitura das placas, observando-se o
crescimento microbiano, aspecto, coloracao
e 0 numero de colbnias presentes. Em
seguida, as placas foram incubadas
novamente a 35° C por mais 24 horas,
realizando-se segunda leitura apds o
periodo total de 48 horas de incubacdo. Nas
amostras de leite que apresentaram
crescimento de microrganismos,
selecionou-se uma colbnia representativa, a
qual foi semeada em 4gar BHBréin Heart
Infusion — &gar infusdo de cérebro e
coracdo) e incubada a 35 °C por 24 horas.
Apés este periodo, os isolados foram
examinados ao microscopio, em esfregacos
corados pela técnica de Gram e avaliados
guanto a producdo de catalase para, entao,
serem  submetidos aos testes de
identificacdo (Brito e Brito, 1999).

3.6.2 Provas de identificacdo dos
cocos Gram positivo e catalase
positivo

Para diferenciacdo das bactérias deste
grupo, empregou-se os testes de coagulagcéo
do plasma de coelho e producdo de
acetoina. As bactérias positivas na producao
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).

3.6.3 Provas para identificacdo dos
cocos Gram positivo e catalase
negativo

Este grupo foi identificado pelo teste de
CAMP (Christie, Atkins e Munch-

Peterson), hidrolise do hipurato de sédio,
crescimento em presenca de 6,5% de NacCl,
crescimento em meio contendo bile e
esculina e hidrdlise da esculina. A
classificacéo foi feita de acordo com Brito e
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Brito (1999), como demonstrado na Tabela

1.

Tabela 1. Identificacdo de bactérias dos géneBiseptococcuse do génerdEnterococcus

isolados de mastite bovina.

Espécies CAMP Esculina Hipurato de sodio 6,5% NaCBile-esculina
S.agalactiae + - + v -
S,uberis % + + - -
S.bovis - + - - +
Enterococcusp. - + v + +
Streptococcusp. - - - -

v: reacdo variavel: 10 a 89% de amostras positivas

3.6.4 Provas para identificacdo das
bactérias Gram negativo

As Dbactérias 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 acucar e ferro) para identificacdo
presuntiva (Harmon et al.,1990). Em

seguida foram avaliadas pelos testes de
producdo de catalase, oxidase, indol,
urease, reacdo de VM, de VP, mobilidade,
utilizacdo de citrato de sbdio e

oxidacao/fermentacdo no meio Hugh &

Leifson. A diferenciagdo entre géneros
encontra-se demonstrada na Tabela 2 (Brito
e Brito, 1999).

Tabela 2.Identificacdo dos principais géneros de bactériasr@egativo isolados de mastite

bovina.
Caracteristicas Escherichia Klebsiella Enterobacter Citrobacter Rras Psedomonas

Catalase + + + + + ¥

Oxidase - - - - - +

O/F +/+ +/+ +/+ +/+ 4+ +-
Mobilidade +/- - + + + +

Prod. Indol + -[+ - -+ + -

VM + - _ + + )

VP - + + _ ) i

Utiliz. citrato - + + + v }

Prod.urease - - -

v: diferentes reagdes observadas
3.7 Producéo de leite

A producédo de leite das vacas foi avaliada,

mesalmente, a partir do décimo dia de

lactacdo entre os meses de marco a junho.
A producdo foi mensurada por meio de

medidores de leite acoplados ao

equipamento de ordenha, nas ordenhas da
manha e da tarde, possibilitando, assim, a
avaliacdo da producédo individual e diaria

dos animais.

3.8 Monitoramento da ocorréncia de
mastite

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

A ocorréncia de mastite clinica foi
determinada pelo teste da caneca telada,
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executado pelos funcionarios responsaveis
pela ordenha .Os casos clinicos de mastite
foram classificados, de acordo com sua
intensidade, ergrau 1- apenas alteracdes
visiveis no leite, isto é, codgulograu 2 -
presenca de coagulos e inflamagdo no
Ubere; egrau 3 - codgulos, inflamacéo no
Ubere e acometimento sistémico (Bradley e
Green, 2001).

Os animais que apresentaram caso clinico
de mastite receberam tratamento
imediatamente apds o diagnostico, de
maneira diferenciada, de acordo com o grau
de intensidade. Os tratamentos com
antibiético intramamdrio, 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
aplicacbes ao dia, totalizando seis
aplicacOes. Para os animais ndo responsivos
ao tratamento, iniciava-se 0 novo
tratamento com a base 2
(dihidroestrptomicina, framicetina e
prednisolona), também pelo mesmo periodo
e, ndo havendo resposta, inciava-se o0
tratamento com a base 3 (tetraciclina,
neomicina, bacitracina e prednisolona).
Para os casos clinicos de grau 2, foi
realizado tratamento com antibidtico
intramamario associado a anti-inflamatério
parenteral (flunexina meglumina) por trés
dias consecutivos. Os casos clinicos de grau
3 receberam tratamento com antibiético
intramamario, associado a aplicacao
parenteral de oxitetraciclina ou tilosina, e
anti-inflamatorio (flunixina meglumina) por
trés dias consecutivos além de tratamento
de suporte constituido por 30 litros de soro
por via oral, composto por 20 litros de
agua, 160 gramas de sal comum (NacCl), 20
gramas de cloreto de potéssio (KCI) e 10
gramas de cloreto de calcio (CgCle
realizacdo de seis ordenhas diarias apos
aplicacdo de ocitocina.

Foram consideradas a duracdo e a
intensidade de casos clinicos durante o

periodo experimental para todos 0s grupos,
bem como o numero de dias para cura
clinica (periodo até o desaparecimento dos
sintomas) e o periodo de descarte do leite,
objetivando a  comparacdo  destes

parametros entre 0s grupos vacinados e nao
vacinados.

3.9 Andlise estatistica

Para as analises dos dados relacionados a
producdo, CCS e composicdo do leite
(gordura, proteina, lactose), utilizou-se um
delineamento inteiramente casualizado em
sistema de parcelas subdivididas para 15
tratamentos em arranjo fatorial 5x3, ou seja,
cinco grupos e trés periodos de coleta, com
0S grupos na parcela e periodos de coleta na
subparcela. Para tanto, realizou-se o teste de
comparacdo de médias SNK pelo programa
SAS (SAS,1999), ao nivel de 5% de
probabilidade (p< 0,05). Os dados de CCS
foram transformados em LGCS para
gue os mesmos adquirissem distribuicdo
normal.

A frequéncia de microrganismos nha
secagem, poés-parto e ocorréncia de casos
clinicos durante a lactacdo, bem como os
dados relacionados a intensidade dos casos
clinicos, foram analisados empregando-se
analise de tabelas de contigéncia pelo Teste
Exato de Fisher e a interacdo entre este
fatores foi analisada pelo Teste de
McNemar. Para analise da intensidade dos
casos clinicos também utilizou-se analise
descritiva dos dados.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Prevaléncia de infeccbes
intramamarias na secagem e pos-
parto

A Tabela 3 apresenta a prevaléncia de
infecgBes intramamarias no pdés-parto em
novilhas vacinadas e ndo vacinadas.

Tabela 3.Prevaléncia de infec¢gBes intramamarias em novilhamadas e nao vacinadas apds

0 parto.
_ . Pés-parto
Microrganismo J5N J5Ncont J5N2
(n=39) (n=39) (n=53)
E.coli % 25(@1) 7,7 (3) 15 (8)
Negativo % 64,2 (25) 59 (23) 62,4 (33)
Outros % 33,3 (13) 33,3 (13) 22,6 (12)

J5Nnovilhas vacinadas com 3 dos&sNcont: novilhas controleJ5N2: novilhas vacinadas com 2 doses.
N&o houve diferenca estatistica ficativa entre os grupos pelo Teste Exato de Figived,05)

Em novilhas ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos com
relacdo as infecgbes intramamarias no pos-
parto e (p>0.05). Estes achados podem ser
explicados, baseados em estudos anteriores,
0S quais reportaram que o risco de
ocorréncia de infecgBes intramamarias no
inicio da lactacdo, independente do agente,
€ menor em novilhas e vacas jovens, apesar
desta associacdo ainda n&o se encontrar
completamente esclarecida (Green et al.,
2002; Whist et al.,2006). Aparentemente,
novilhas possuem os mecanismos de defesa
naturais, da glandula mamaria, bastante
fortalecidos, uma vez que o]
enfraquecimento destes é causado por
alteracdes anatbmicas na glandula ao longo
do tempo (Green et al.,, 2007), o que,
juntamente a uma maior exposicdo a
diferentes agentes, facilita a penetracdo de
bactérias pelo canal do teto. Ainda, com o
avanco das lactacfes, pode ocorrer reducéo

na capacidade de defesa do sistema imune
(Fox, 2009), aumentando a suscetibilidade
as infecgbes (Paganelli et al., 2006; Weng
et al., 2006), o que ndo ocorre em novilhas.
Assim, o0s resultados aqui expostos
demonstraram que ndo houve influéncia da
vacinacgdo conte.coli J5 na prevaléncia de
infeccbes intramamdarias no poés-parto em
novilhas, concordando com estudos
anteriores, os quais indicam que os fatores
de risco relacionados as infec¢des
intramamarias, em novilhas no periparto,
estdo mais associados a outros tipos de
patbgenos comoStaphylococcus aureus
Staphylococcus coagulase negativo e
Streptococcusp. (Oliver e Sordillo, 1988;
Svensson et al., 2006; Compton et al., 2007;
Fox, 2009; Piepers et al., 2009).

A Tabela 4 apresenta a prevaléncia de

infec¢gBes intramamarias, na secagem e poés-
parto, em vacas vacinadas e ndo vacinadas.
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Tabela 4.Prevaléncia de infec¢Bes intramamarias na secageys-parto em vacas vacinadas e

nao vacinadas.

Microrganismo

Grupo E.coli Negativo Outros*

SEC POS SEC POS SEC POS
J5V (n=96) % 8,33 (8} 1,04 (1§® 37,50 (36} 73,96 (71% 54,17 (52§ 25,00 (24§
gr?!gcf)nt % 10,98 (10) 6,59 (6f° 40,66 (37) 61,54 (56] 48,36 (44) 31,87 (29

J5V: vacas vacinadas5Vcont: vacas controle
1SEC= Secagem
2 POS= Pés-parto

aPFrequéncias seguidas de letras minGsculas distimasesma coluna, indicam diferencas estatistioas: grupospelo Teste

Exato de Fisher §0,05).

AB Frequéncias seguidas de letras maiGsculas distitaamesma linha, indicam diferengas estatistigagficativas entre secagem
e pOs-parto, no mesmo grupo e para 0 mesmo micrierge, pelo Teste de McNemar (p<0,05).
* Nesta categoria estdo incluidos os patogBacglussp.,Streptococcusp.,Pseudomonasp. e Leveduras.

Analisando a prevaléncia de
microrganismos na secagem e no pos-parto,
observou-se que houve reducdo
significativa (p<0,05) na prevaléncia de
E.coli no pés-parto, no grupo de vacas
vacinadas (J5V), comparadas as nao
vacinadas (J5Vcont). No dia da secagem,
8,33% (8/96) das vacas do grupo J5V e
10,98% (10/91) das vacas do grupo
J5Vcont apresentavam-se infectadas por
E.coli. Ap6s o parto, houve redugdo na
porcentagem de animais infectados para
1,04% (1/96) em J5V e 6,59% (6/91) em
J5Vcont, isto é, no poés-parto, vacas nao
vacinadas revelaram uma prevaléncia de
E.coli significativamente superior (p<0,05)
a vacas vacinadas. Ndo houve diferenca
significativa entre os grupos com relacéo
aos outros patégenos (p>0,05).

A andlise estatistica das diferentes
prevaléncias de microrganismos na
secagem e no pos-parto, em um mesmo
grupo de vacas e para 0O mesmo agente
(Tabela 4), foi realizada objetivando a
comparagdo entre os periodos (secagem e
poés-parto). Verifica-se que no grupo de
vacas vacinadas (J5V) oito (8,33%) vacas
apresentavam-se infectadas gewcoli no

dia da secagem e, no pos-parto, apenas uma
(1,04%) vaca permaneceu infectada, sendo

esta reducdo na prevaléncia decoli
significativa  (p<0,05). Houve, ainda,
aumento significativo (p<0,05) de 36
(37,50%) para 71 (73,96%) no numero de
animais negativos, ou seja, aumento de
36,46% na quantidade de animais
negativos, com reducdo na porcentagem de
54,17% para 25,00% animais infectados por
outros agentes, na secagem e pos-parto,
respectivamente. No grupo de vacas né&o
vacinadas (J5Vcont), houve reducdo de
10,98% na secagem para 6,59% no poés-
parto, em animais infectados pBrcoli. Ja

os infectados por outros agentes
apresentaram reducdo de 48,36% dos
animais na secagem para 31,87% no poés-
parto. Observa-se ainda aumento na
porcentagem de animais negativos de
40,66% na secagem, comparado a 61,54%
no pos-parto. Atribui-se esta diferenca ao
efeito do tratamento com antibidtico
realizado no dia da secagem, isto €, a
terapia de vacas secas e a ocorréncia de
cura espontéanea, principalmente
relacionada aos coliformes, geralmente
presente durante o periodo seco. Este
resultado evidencia a importancia desta
terapia na resolucdo de infeccbes pré-
existentes e prevencdo de novas infeccoes
durante o periodo seco, especialmente,
aquelas causadas por outros agentes que
ndo os coliformes.
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Em ambos os grupos, quando observados
isoladamente, nota-se reducao significativa
(p<0,05) na porcentagem de animais
infectados no pdés-parto, com aumento na
porcentagem de animais com resultados
negativos na cultura microbiol6gica (Tabela
4). Apesar de ndo terem sido percebidas
diferencas estatisticas significativas, entre
0S grupos, notou-se um aumento de 100%
nos animais negativos na cultura
microbiolégica em vacas vacinadas (J5V),
sendo este aumento de 50% em animais nao
vacinados (J5Vcont). Todas as vacas
receberam antibiético especifico para vacas
secas no dia da secagem, isto €, 60 dias
antes do parto. No entanto, constata-se a
ocorréncia de  melhores  resultados,
considerando-se 0 aumento em animais
negativos, no grupo de vacas vacinadas
(J5V). Este fato indica alguma contribuicdo
da imunizacgé&o cork.coli J5 na eliminacéo

de infec¢Bes adquiridas durante o periodo
seco, em especial as causadas por
coliformes, visto que a protecdo oferecida
pela vacinagdo cora.coli J5 é atribuida ao
aumento na concentracdo de anticorpos que
possuem reacdo cruzada contra varias
espécies de bactérias Gram-negativo
(Hogan et al., 1992c).

O periodo pré-parto € identificado como um
periodo crucial na aquisicdo de novas
infeccbes intramamarias, principalmente
coliformes, com mais de 60% destas
ocorrendo neste periodo. Bradley e Green
(2000), estudando a incidéncia de infeccbes
intramamarias, por coliformes, adquiridas
durante o periodo seco, verificaram que
97% das infeccbes porE.coli foram
adquiridas nas duas Ultimas semanas antes
do parto, sendo este periodo de grande risco
devido & imunossupressao. Ainda,
Todhunter et al. (1990) constataram que
aproximadamente 67% das infeccBes
intramam@arias poE.coli, presentes no pés-
parto, se originam do periodo seco, sendo
54,1% oriundas do final e 13,1% do inicio
deste periodo.

Apesar da terapia de vacas secas nao
apresentar eficiéncia comprovada contra
bactérias Gram-negativo, esta,
efetivamente, é capaz de aumentar a taxa de
cura em animais infectados por outros tipos
de patdégenos e prevenir a ocorréncia de
novas infeccdes durante o periodo seco
(Bradley e Green, 2001a). Este fato torna-se
evidente quando se observam os resultados
do presente estudo em que, ambos 0s
grupos, o0s quais foram tratados com
antibioticos especificos para vacas secas no
dia da secagem, apresentaram reducdo na
prevaléncia de infec¢cbes causadas por
outros tipos de microrganismos, de 54,17%
na secagem para 25,00% no pds-parto em
vacas vacinadas e de 40,45% na secagem
para 31,87% no pdés-parto em vacas nao
vacinadas.

Durante o periodo seco, em especial apos o
periodo de involugdo completa da glandula
mamaria, esta € parcialmente resistente as
infeccbes devido aos altos niveis de
lactoferrina presentes na secre¢do mamaria
(Bradley e Green, 2004). Esta proteina
possui capacidade bacteriostética,
principalmente, por tornar os niveis de ferro
na glandula mamaria indisponiveis (Green
et al., 2002; Kutila et al., 2003; Chaneton et
al., 2008). Estudos realizados por Diarra et
al. (2002) indicam, ainda, uma potente
atividade bactericida da lactoferrina por
meio do aumento da permeabilidade da
membrana celular bacteriana e lesdo da
parede celular externa, particularmente, em
bactérias Gram-negativo, podendo
aumentar o] efeito de alguns
antimicrobianos. Este fato pode justificar os
resultados aqui apresentados, nos quais
nota-se a ocorréncia de diminuicdo na
porcentagem de vacas infectadas no grupo
de vacas nao vacinadas (J5Vcont), ainda
gue menos acentuada quando comparadas
as vacinadas (J5V), podendo-se atribui-la
ao aumento na taxa de cura espontanea dos
animais, presente no periodo seco pela agéo
da lactoferrina, bem como outros fatores
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imunoldgicos inerentes ao animal nesta fase
fisiolégica (Burvenich et al.,, 2007),
associada a terapia de vacas secas. Assim,
verifica-se que o periodo seco é ideal para
se conseguir uma completa sinergia entre a
terapia antimicrobiana e a funcdo imune
para eliminacdo de patégenos da glandula
mamaria, sem incorrer nos elevados custos
tipicos das terapias para vacas em lactacgéo.
A acdo da lactoferrina nas secrecdes
mamarias é ainda maior contra bactérias
Gram-negativo, em especidt,.coli, como
demonstrado por Chaneton et al. (2008) que
observaram que a inibicdo do crescimento
E.coli depende das concentracbes de
lactoferrina na glandula mamaéaria. Ainda,
Todhunter et al (1990) verificaram que esta
inibicAo pode ser otimizada pela presenca
de imunoglobulinas, uma vez que a
combinacdo imunoglobulina e lactoferrina
resultou em significativas redugcdes no
crescimento deE.coli, comparadas a acéo
isolada da lactoferrina, indicando que os
anticorpos presentes ha secrecao mamaria
que interagem com a lactoferrina séo mais
efetivos contraE.coli. Assim, de acordo
com os achados aqui expostos e baseado
nos estudos de Chaneton et al. (2008) e
Todhunter et al. (1990), a reducéo
observada, na prevaléncia de infeccdes
intramamarias no pos-parto, resulta da
associacdo entre as altas concentracdes de
lactoferrina e imunoglobulinas na glandula
mamaria durante o0 periodo seco,
juntamente com sua capacidade
bacteriostatica, bem como sua capacidade
em aumentar a eficiéncia do antibiotico de
vacas secas. A interacdo entre estes fatores
pode levar a um aumento na taxa de cura
dos animais, limitando o estabelecimento de
infeccdes intramamarias neste periodo.

Devido ao fato de vacas vacinadas (J5V)
terem apresentado reducao mais
pronunciada na prevaléncia decoli no
pés-parto, comparadas as ndo vacinadas
(J5Vcont) e, ainda, de a lactoferrina
apresentar otimizacdo do potencial de acao
guando associada as imunoglobulinas

(Todhunter et al., 1990), verifica-se que a
vacinacdo com E.coli J5 pode ter
influenciado na reducdo da prevaléncia de
E.coli no pés-parto, potencializando a acao
da lactoferrina e aumentando a taxa de cura
espontanea. Esta potencializacdo se deve
ao aumento nos niveis de anticorpos no
colostro e nas secre¢cdes mamarias que
reconhecent.coli, devido a vacinagdo com
E.coli J5, diminuindo a suscetibilidade dos
animais em adquirir 0 agente no periodo
pré-parto, como proposto por Tomita et al.
(2000).

Apesar de ndo terem sido avaliados os
titulos de imunoglobulina no presente
estudo, pesquisas anteriores demonstraram
gue vacas vacinadas conk.coli J5
apresentaram titulos de IgM e IgG, nas
secrecbes mamarias, maiores do que vacas
ndo vacinadas, estando 0S mesmos
relacionados ao aumento da capacidade
fagocitica e opsonizadora para leucdcitos e
macréfagos. Este aumento esta envolvido
na prevencdo da colonizacdo da glandula
mamaria pelos organismos invasores e
aumento da taxa de eliminacdo destes
guando a infeccdo ja se encontra
estabelecida (Gonzéles al., 1989; Hogan

et al.,, 1992). Assim, pelos resultados
observados neste estudo, pode-se admitir a
possibilidade de que o aumento nos titulos
de anticorpos, em vacas vacinadas com
E.coli J5, seja capaz de induzir uma
protecdo inicial, em vacas, antes do inicio
do periodo de alto risco de aquisicao de
infeccBes intramamarias, isto €, o periodo
pré-parto.

Todavia, 0 presente estudo contrasta com
resultados obtidos em estudos anteriores, 0s
guais ndo encontraram reducdo na
prevaléncia de infec¢bes intramamarias
causadas porE.coli e pelo uso da
imunizagcdo comnE.coli J5 (Hogan et al.,
1992 b; Hogan et al., 1992c; Clark e Van
Rockel, 1994; Hogan et al., 1995; Tomita et
al., 1998; Hogan et al., 1999; Smith et al.,
1999). As discrepancias observadas entre
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este estudo e estudos anteriores sao
atribuidas, principalmente, as diferencas
metodoldgicas entre 0s mesmos. A maioria
destes estudos utilizou infeccdo
experimental, isto é, inoculagéo
intramamdaria deE.coli para avaliacdo da
resposta animal, e ndo a avaliacdo da
resposta baseada na infeccdo natural por
este agente, como aqui apresentado.

Os achados deste estudo estdo de pleno
acordo com estudos prévios que avaliaram a
eficiéncia da vacinacdo cois.coli J5 na
prevencdo da ocorréncia de infeccbes
intramamarias porE.coli no pds-parto,
naturalmente adquiridas, em rebanhos
comerciais e com a administragdo de trés

doses da vacina (Gonzalez et al., 1989;
Cullor et al.,, 1991; Hogan et al., 1992;
Gonzalez et al.,, 1996), ou seja, a mesma
metodologia aqui empregada. Assim como
neste estudo, o0s anteriores também
demonstraram a reducdo na prevaléncia de
infeccbes causadas pBrcoli no pos-parto
em vacas vacinadas cdfrcoli J5.

4.2. Ocorréncia de casos clinicos de
mastite

A Tabela 5 apresenta a ocorréncia de
infeccBes intramamarias pd&.coli que se
tornaram clinicas no pés-parto em vacas
vacinadas e ndo vacinadas.

Tabela 5.Infeccbes Intramamarias parcoli que se tornaram clinicas no pds-parto, em vacas

vacinadas e nao vacinadas.

Prevaléncia E.coli

IIM por E.coli que

Grupos no pos-parto se tornaram clinicas
n % n %
J5V (n=96) 1 1 o) 0
J5Vcont (n=91) 6 6,5 L 66,6

J5Wacas vacinadag5Vcont: vacas controle.

Frequéncias seguidaketias mindsculas distintas diferem estatisticamprlo Teste de McNemar (p<0,05).

Considerando-se as infeccbes
intramamarias poE.coli que se tornaram
clinicas no pds-parto em vacas, observa-se
que 66,6% (4/6) das vacas, positivas para
E.coli no pos-parto e ndo vacinadas
(J5Vcont), apresentaram casos clinicos de
mastite por este agente no pos-parto
imediato, isto €, no inicio da lactagdo. No
grupo de vacas vacinadas (J5V) ndo houve
manifestacdo do caso clinico no unico
animal positivo par#&.coli no pdés-parto. A
diferenca  entre 0s grupos foi
estatisticamente  significativa (p<0,05).

Portanto, constata-se que, em vacas, a
imunizagdo comkE.coli J5 € eficaz em
reduzir a ocorréncia de mastite clinica por

E.coli no pds-parto imediato.

A Tabela 6 apresenta a ocorréncia de
mastite clinica poiE.coli no periodo poés-
parto em novilhas, vacinadas e nao
vacinadas, previamente infectadas por este
agente.
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Tabela 6.Infec¢cdes Intramamarias pBrcoli no pds-parto que se tornaram clinicas em novilhas

vacinadas e ndo vacinadas.

Prevaléncia E.coli

[IM por E.coli que

Grupos no poés-parto se tornaram clinicas
n %
J5N (n=39) 1 2,5 §) 0
J5Ncont (n=39) 3 7,7 3 100
J5N2 (n=53) 8 15 i 12,5

J5N: novilhas vacinadas com 3 dos&sNcont: novilhas controle)J5N2: novilhas vacinadas com 2 doses.
Frequéncias seguidas de letras minusculas distifezem estatisticamente pelo Teste de McNemad,(%.

Em novilhas, nota-se que 100% (3/3) das
infeccbes  intramamarias  por E.coli
tornaram-se clinicas em animais do grupo
ndo vacinado (J5Ncont), comparado a
nenhum animal do grupo vacinado (J5N) e
12,5% (1/8) do grupo de novilhas vacinadas
com duas doses decoli J5 (J5N2). Assim,
verifica-se que a imunizacdo de novilhas
com E.coli J5 é eficaz em reduzir a
ocorréncia de mastite clinica nos primeiros
100 dias de lactacdo, uma vez que a
ocorréncia de mastite clinica foi maior em
animais ndo vacinados (p<0,05) quando
comparados aos animais vacinados.

Do total de casos clinicos no inicio da
lactacdo, isto é, em vacas e novilhas
(Tabelas 5 e 6), 10% (1/10) do grupo
vacinado  (J5V+J5N+J5N2)  tornou-se
clinico, enquanto dos néo vacinados
(J5Vcont+J5Ncont)  77,7%  (7/9) das
infecgBes pokE.coli tornaram-se clinicas no
pés-parto. Os grupos nao vacinados
apresentaram frequéncia de caso clinico por
E.coli, no inicio da lactacdo, superiores aos
grupos vacinados (p<0,05).

Os resultados evidenciam a eficiéncia da
vacinaE.coli J5 na prevencao da ocorréncia
de casos clinicos de mastite no inicio da
lactacdo, mesmo quando o animal ja se
encontra infectado pdg.coli no pds-parto.

Esta prevencdo pode ser justificada com
base nos achados de Hogan et al.
(19924a;1995), os quais verificaram que
66,7% das infec¢des intramamarias no pos-
parto em vacas ndo vacinadas se tornaram
clinicas nos primeiros 90 dias de lactacao,
comparadas a 20% em vacas vacinadas com
E.coli J5. Os autores demonstraram que a
imunizacdo conk.coli J5 pode aumentar a
capacidade de defesa do animal a infecgao,
por meio do estimulo da producdo de
anticorpos especificos contra antigenos de
ndcleo do LPS, os quais sdo comuns a todas
as bactérias Gram-negativo, promovendo a
eliminacdo do patbgeno sem a apresentacao
de sinais clinicos (Burvenich et al., 2007).
Ainda, Smith et al. (1999), utilizando a
mesma metodologia empregada no presente
estudo, observaram que, durante o0s
primeiros 90 dias de lactacdo, as vacas
vacinadas apresentaram risco cinco vezes
menor de apresentacdo de mastite clinica
por coliformes, quando comparadas as néo
vacinadas.

A Tabela 7 apresenta o total de casos
clinicos de mastite nos primeiros 100 dias
de lactacdo em vacas vacinadas e néo
vacinadas.
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Tabela 7. Total de vacas que apresentaram casos clinicosmdtte nos primeiros 100 dias de

lactacao.
E.coli Negativo Total
Grupo
n % % n %
J5V (n=96) 11 11,45 9 9,37 20 20,83
J5Vceont (n=91) 19 20,87 14 15,38 33 36,26

J5V: vacas vacinadadsVcont: vacas controle.

Frequéncias seguidas de letras minUsculastdistiliferem estatisticamente pelo Teste Exato steeFi(p<0,05).

Em vacas, quando comparados o grupo
vacinado e nao vacinado, considerando-se a
ocorréncia de casos clinicos totais, isto €, os
resultados combinados de casos clinicos
causados tanto pdt.coli quanto negativos
na cultura microbiolégica, observa-se que o
grupo de vacas ndo vacinadas (J5Vcont)
apresentou maior nimero (p<0,05) de casos
clinicos totais (Tabela 7). Nota-se que
36,26% dos animais ndo vacinados
apresentaram casos clinicos de mastite nos
primeiros 100 dias de lactacdo, comparados
a 20,83% dos animais vacinados, ou seja,
aproximadamente 15 pontos percentuais a
menos do que o grupo nado vacinado.
Contudo, quando estratificados os dados na
cultura microbioldgica, ou seja, 0s casos
clinicos causados pdE.coli e negativos,
isoladamente, ndo houve diferenca
estatistica entre 0os grupos. As quantidades

de unidades formadoras de colbnia (UFC)
no leite, para bactérias Gram-negativo, séo,
muitas vezes, menores que 100 UFC/mI
durante o caso clinico ou subclinico da
doencga, dificultando seu isolamento em
determinadas circunstancias. Conforme o
exposto, 0s casos hegativos na cultura
microbiolégica foram aqui considerados,
uma vez que animais que apresentam casos
clinicos de mastite, com resultado negativo
na cultura microbiolégica, podem estar
infectados poiE.coli, pelo fato da bactéria
poder se encontrar metabolicamente inativa
na amostra coletada, dificultando a
identificacdo do agente (Hogan e Smith,
2003).

A Tabela 8 apresenta o total de casos
clinicos de mastite, nos primeiros 100 dias
de lactacdo em novilhas.

Tabela 8.Total de novilhas que apresentaram casos cliniearastite nos primeiros 100 dias

de lactacéo.
Grupo E.coli Negativo Total
n % % N %
J5N (n=39) 1 2,56 5,12 3 7,69
J5Ncont (n=39) 4 10,25 0 0 4 10,25
J5N2 (n=53) 2 3,77 5,66 5 9,43

J5N: novilhas vacinadas com 3 dos&siNcont: novilhas controleJ5N2: novilhas vacinadas com 2 doses.
N&o houve diferenga estatistica significativa easrgrupos pelo Teste Exato de Fisher (p>0,05).
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Em novilhas, ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos com
relacdo ao total de casos clinicos de mastite
nos primeiros 100 dias de lactacédo
(p>0,05). Os resultados aqui encontrados
podem ser parcialmente elucidados pela
ocorréncia em que, geralmente, novilhas
apresentam menor manifestagdo de casos
clinicos de mastite do que vacas (Compton
et al.,, 2007). A menor ocorréncia de casos
clinicos de mastite em novilhas reside no
fato de que estas possuem a funcédo de
neutréfilos no sangue e no leite mais
pronunciada, comparadas as vacas
(Mehrzad et al., 2004), bem como a
capacidade de PMN em produzir compostos
reativos de oxigénio, o que demonstra-se
como 0 mais importante mecanismo de
eliminacao bacteriana intracelular
(Burvenich et al., 2006; Mehrzad et al.,
2004). Na glandula maméria bovina, a
manifestacdo clinica das infecgbes ndo se
inicia até que as concentracdes bacterianas
atinjam determinado limite (Shuster et al.,

1996). Logo, muitas das infeccdes
intramamarias, presentes ao parto em
novilhas, sédo eliminadas rapidamente,

devido a maior viabilidade de PMN na
eliminacdo da bactéria, antes que a doenca
possa se manifestar clinicamente (Piepers et
al., 2009).

Muitas das infec¢Bes intramamdrias, por
bactérias Gram-negativo, adquiridas no fim
do periodo seco, podem se manifestar como
casos clinicos de mastite no inicio da
lactacdo, devido ao comprometimento
imunolégico associado ao pdés-parto
(Bradley e Green, 2000; Burvenich et al.,

2007). Os resultados do presente estudo
demonstram que a imunizacdo de vacas,
com E.coli J5 pode influenciar na reducao
da ocorréncia de casos clinicos de mastite,
tanto no momento pds-parto imediato,
guanto nos primeiros 100 dias de lactacéo.
Estes achados se justiicam conforme
proposto por Tomita et al.(2000), que
relataram que o0 mecanismo de acdo da
vacinacdo conk.coli J5, contra as mastites
clinicas causadas pdE.coli, consiste na
protecdo por meio do aumento da
opsonizacdo do LPS bacteriano e aumento
dos titulos de anticorpos séricos e no leite.
Em um estudo de campo, altos titulos de
IgG;, no soro, contraE.coli J5, foram
associados com diminuicdo na incidéncia
de mastites clinicas por coliformes (Tyler
et al.,1988). Este aumento na opsonizacao
do LPS bacteriano promove uma maior
migracdo de PMN para o interior da
glandula mamaria, além de aumentar a
capacidade fagocitica dos mesmos, gerando
maior eliminacdo de bactérias do interior da
glandula e diminuindo a incidéncia de casos
clinicos de mastite (Tomita et al.,
2000;Burton e Erskine,2003; Burvenich et
al., 2007).

4.3. Intensidade dos casos clinicos de
mastite.

A Tabela 9 apresenta a intensidade dos
casos clinicos de mastite, causados por
E.coli, em vacas e novilhas, vacinadas e nao
vacinadas, ocorridos durante o periodo
experimental.
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Tabela 9.Intensidade dos casos clinicos de mastite, caugswds.coli, em vacas e novilhas

durante todo o periodo experimental.

Grau 1 Grau 2 Grau 3
Grupo
n % n % n %
J5V (n=20) 15 75 5 25 0 0
J5Vcont (n=33) 22 66 9 27 2 7
J5N (n=3) 2 66 1 34 0 0
J5Ncont (n=4) 1 33 3 67 0 0
J5N2 (n=5) 4 75 1 25 0 0

J5V: vacas vacinadas5Vcont: vacas controle]5N: novilhas vacinadas com 3 dos@sNcont: novilhas controleJ5N2: novilhas

vacinadas com 2 doses.

N&o houve diferenga estatistica significativa eagrgrupos pelo Teste Exato de Fisher (p>0,05)

Em vacas, verifica-se que apenas o grupo
de vacas nao vacinadas (J5Vcont)
apresentou casos clinicos de grau 3, isto é,
casos severos com sinais sistémicos. Em
7% (2/33) dos casos clinicos de mastite
neste grupo, houve manifestacdo de sinais
sistémicos, comparados a nenhum animal
do grupo vacinado. No entanto, ndo foram
observadas diferencas estatisticas (p>0,05)
com relagéo a intensidade (graus) dos casos
clinicos entre os grupos vacinados (J5V) e
ndo vacinados (J5Vcont). Porém, uma
andlise descritiva dos dados faz-se
interessante devido a auséncia de casos
severos em animais vacinados. Uma
reducdo, mais pronunciada, da intensidade
dos sinais clinicos ndo péde ser observada
devido ao baixo numero de casos clinicos
causados polE.coli ocorridos durante o
periodo experimental (65 casos clinicos em
um total de 318 animais). Entretanto, &
importante enfatizar que se trata de um
estudo a campo, observando-se as infecgbes
naturais pelo agente diferindo, portanto, de
resultados obtidos em estudos com
infeccbes experimentais, mas que estdo de
pleno acordo com estudos anteriores
(Gonzélez et al., 1989; Hogan et al., 1994,
Hogan et al., 1995; Tomita et al., 2000).
Estes reportam que mais de 90% das

infeccbes intramamdrias  experimentais
levam ao desenvolvimento de casos clinicos
agudos de mastite pdE.coli, tanto em
animais vacinados quanto em n&o
vacinados, comparados a menos de 10%
nas ocorréncias naturais. Assim, embasado
em estudos anteriores e pelos resultados
aqui apresentados, sugere-se que a
imunizacdo conk.coli J5 pode ser eficaz
em reduzir a intensidade dos sinais clinicos
de mastite causados pBrcoli, em vacas.
Entretanto, estudos mais detalhados com a
observacdo de maior numero de casos
clinicos sé@o necessérios.

Em novilhas, ndo foram observadas
diferencas estatisticas (p>0,05), entre os
grupos (J5N, J5Ncont e J5N2), quanto a
intensidade de casos clinicos de mastite
(Tabela 9). Nota-se que n&o houve
apresentagcdo de casos clinicos de mastite
acompanhados de sinais sistémicos (grau 3)
em nenhum dos grupos, independentemente
de estes serem vacinados ou ndo. Este fato
foi observado também em diversos estudos
gue demonstraram a tendéncia em se
verificar maior nimero de casos clinicos
severos de mastite pBrcoli em vacas (van
Wernen et al.,1997; Mehrzad et al., 2001;
Burvenich et al., 2003; Vangroenweghe et
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al., 2004). Isto ocorre porque os neutréfilos
sdo mais eficientes na eliminacdo de
infeccbes em animais jovens, do que em
animais com quatro ou mais lactacdes. Esta
menor eficiéncia, em vacas, decorre da
baixa migracdo de PMN e da diminuicdo
mais pronunciada nos processos de reacdo
oxidativa dos neutréfilos, proximo ao parto,
tornando estes animais mais suscetiveis a
ocorréncia de casos clinicos severos no
inicio da lactacdo (Burvenich et al.,2007).

O mecanismo pelo qual a vacinagdo com
E.coli J5 atua, reduzindo a incidéncia e
intensidade dos casos clinicos, ainda ndo é
totalmente conhecido. Contudo, realizando
a analise descritiva dos dados, os resultados
aqui apresentados podem ser justificados,
baseando-se em uma das hipéteses da
eficacia da imunizacdo cofa.coli J5, em
que a protecdo oferecida pela vacinacgéo,
aparentemente, esté relacionada ao aumento
na produgdo de anticorpos especificos
contra antigenos do nucleo do LPS e
aumento na opsonizacdo de bactérias
(Dosgne et al.,2002; Hogan e Smith., 2003).
O pico de contagem bacteriana e a
intensidade dos sinais clinicos da doenca
sdo dependentes da rapidez e eficiéncia da
resposta dos neutrofilos e da opsonizacdo
de bactérias pelos anticorpos (IgG e IgM),
facilitando, assim, o reconhecimento destas
para a fagocitose e, consequentemente,
morte intracelular (Hogan et al.,1999;
Tomita et al., 2000,Hogan & Smith,
2003;Burvenich et al., 2007; Wilson et al.,
2007b). Assim, observa-se uma reducéo no
namero de bactérias no interior da glandula
mamaria, com subsequente redugdo na
intensidade dos casos clinicos. No presente
estudo, nota-se que apenas as vacas nao-
vacinadas (J5Vcont) apresentaram casos
clinicos de mastite com manifestacdo
sistémica, demonstrando que a vacinagao
com E.coli J5, em vacas, pode promover
uma eliminacdo eficiente da bactéria e
neutralizacdo do LPS, responséavel pelos
sinais sistémicos dos casos clinicos de
mastite causados pBrcoli.

Outro fator que corrobora a hipotese aqui
apresentada sdo os achados de Shafer-
Weaver et al. (1999) e Wilson et al.
(2007b), os quais demonstraram que O0S
titulos séricos de IgCe 1gG contraE.coli

J5 sdo significativamente maiores em vacas
vacinadas, comparadas as néo vacinadas.
Este fato, em especial o aumento dos titulos
de IgG , favorece a formacdo da resposta
imunoldgica do tipo 1, importante contra a
mastite bovina, principalmente no inicio da
infeccdo, uma vez que esta imunoglobulina
auxilia na fagocitose da bactéria pelo
neutréfilo pela rapida fixacdo do
complemento (Burton et al, 2003).
Sabendo-se que a resposta imunoldgica em
vacas no inicio da lactacdo €
predominantemente do tipo 2, esta mudanca
do tipo de resposta, com predominancia da
IgG,, é extremamente benéfica na reducéo
dos sinais clinicos. A viabilidade de
maiores titulos de IgGceontra E.coli J5,
imediatamente apds a invasdo bacteriana da
glandula mamaria, parece ser um dos
maiores beneficios da vacinacao darooli

J5, principalmente se verificarmos que as
concentracbes desta imunoglobulina em
vacas ndo vacinadas ocorre 12 horas apés a
invasdo deE.coli enquanto em vacas
vacinadas este aumento ocorre em,
aproximadamente, quatro horas (Shafer-
Weaver et al. 1999). Portanto, estes achados
explicam o fato de casos clinicos de mastite
com sinais agudos terem ocorrido apenas
em animais ndo vacinados, como
apresentado neste estudo.

No entanto, mesmo com a utilizacdo da
vacina E.coli J5, observa-se que alguns
animais vacinados apresentaram casos
clinicos de mastite de grau 2 (Tabela 9),
caracterizados pela presenca de coagulos e
sinais de inflamacédo no Ubere com edema e
aumento de temperatura. No grupo de vacas
vacinadas (J5V), 25% dos animais
apresentaram caso clinico de grau 2. Nas
novilhas, 34% apresentaram caso clinico
de grau 2 no grupo vacinado (J5N) e 20 %
no grupo vacinado com duas doses (J5N2).
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Este fato € elucidado baseado em Dosgne et
al (2002) que propuseram que ha
diferencas individuais entre os animais no
que se refere a resposta a imunizacdo com
E.coli J5, podendo-se classificA-los em
animais com alta ou baixa resposta a
imunizacdo baseado na magnitude da
resposta de anticorpos contEacoli J5.
Aproximadamente um terco das vacas
responde normalmente a imunizacao,
enquanto dois tercos dos animais
demonstram um grau variavel de resposta &
imunizacdo no periparto. Estes achados
indicam que, neste periodo, ha
enfraquecimento da resposta de anticorpos
a imunizacdo ativa, havendo, portanto,
aumento da suscetibilidade destes animais
de baixa resposta a novas infecgbes, por
E.coli no periodo pré-parto. Portanto,

apesar da imunizacdo cob.coli J5 ser
eficaz em auxiliar na redugdo da
intensidade dos sinais clinicos de mastite,
como aqui apresentado, espera-se que, em
rebanhos submetidos a altos desafios
ambientais, casos de mastite moderados
(grau 2) ou severos (grau 3) ocorram,
mesmo apods as imunizagdes.

4.4. Contagem de células somaticas e
producéo de leite.

A Tabela 10 apresenta as médias das
contagens de células somaticas e producao
de leite em vacas e novilhas vacinadas e
nao vacinadas, nos primeiros 100 dias de
lactacao.

Tabela 10.Média da contagem de células somaticas (logl0asttal) do leite e producado de
leite (Kg de leite/vaca/dia) de vacas e novilhasingdas e ndo vacinadas nos primeiros 100

dias de lactacéo.

Variaveis

fing 4

Grupo (Médias +5s)
3 CCS Producéo

(células/mL) (Kg leite/vaca/dia)

J5V (n=96) 4,75 +0,63 22,79 +7,09
J5Vcont (n=91) 4,80" +0,68 21,26 +6,04
J5N (n=39) 4,46 0,67 20,74 +3,94
J5Ncont  (n=39) 4,56° +0,68 17,66 +4,48
J5N2 (n=53) 4,63 +0,63 17,4F +4,07

J5V: vacas vacinadad5Vcont: vacas controle]5N: novilhas vacinadas com 3 dos@SNcont: novilhas controleJ5N2: novilhas

vacinadas com 2 doses.
s=desvio padréo

Médias seguidas de letras distintas, nas coluifasenh estatisticamente pelo Teste SNK (p<0,05)

Em vacas, ndo foram observadas diferencas
significativas (p>0,05) com relacdo a CCS
nos animais vacinados (J5V) e néo
vacinados (J5Vcont). Em novilhas (J5N,
J5Ncont e J5N2), também ndo foram
observadas diferencas estatisticas (p>0,05).

Estes resultados concordam com Hogan et
al. (1999) que, verificando a eficacia da
imunizacdo comkE.coli J5 em infeccdes

experimentais, também ndo observaram
diferencas significativas na CCS do leite
entre 0s grupos experimentais. Os autores
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concluiram que a vacinagdo parece néo ter
efeito na magnitude da resposta da CCS ao
desafio intramamario, uma vez que, a CCS
ap6s a manifestacdo do caso clinico

retornou as concentracdes pré-desafio 14
horas ap6s o desafio intramamario com

E.coli, tanto em animais vacinados quanto

em néo vacinados.

No entanto, € importante considerar que a
maioria das infec¢cbes intramamarias
causadas por coliformes, em especial
Escherichia coli sdo caracterizadas por
serem de curta duracdo e frequentemente
com manifestacao clinica aguda. Visto que,
neste estudo, foram realizadas apenas trés
avaliacbes da CCS dos animais, sendo as
mesmas intercaladas de um més, estas
podem ndo ter sido suficientes para se
avaliar o efeito da vacin&.coli J5 na
reducdo da CCS, principalmente, ap6s a
manifestacdo do caso clinico de mastite. O
efeito protetor da vacina pode ser verificado
baseado em relatos de Wilson et al.
(2007b), que observaram que a CCS do
leite de vacas vacinadas c@nhcoli J5, ap0s
desafio intramamario conk.coli, foi em
média de 500.000 células/mL e 5.000.000
células/mL para vacas controle. Além disso,
30 horas ap6s o desafio, as vacas vacinadas
apresentaram reducdo na CCS para 300.000

células/mL, enquanto as controle
apresentaram  média de  2.000.000
células/mL. Esta reducdo na CCS € um
importante indicador da menor reacdo

inflamatdria na glandula maméria de vacas

vacinadas, demonstrando menor intensidade
dos sinais clinicos associada aos efeitos da
imunizagéo con.coli J5.

Em vacas, com relacdo a producao de leite,
observou-se que as ndo vacinadas
(J5Vcont) apresentaram média de producao
de leite inferior (p<0,05) as vacas do grupo
vacinado (J5V) nos primeiros 100 dias de
lactacdo (Tabela 10). Neste periodo, a
média de producdo de vacas ndo vacinadas
(J5Vcont) foi de 21,26 Kg de leite/vaca/dia,

enquanto as vacinadas (J5V) apresentaram
média de producdo 22,79 Kg de
leite/vaca/dia, ou seja, 0 grupo nao
vacinado produziu 1,53 Kg de leite/vaca/dia
a menos, se comparado ao grupo vacinado.
Em novilhas, verifica-se maior (p<0,05)
producdo de leite no grupo vacinado com
trés doses de.coli J5 (J5N), quando
comparadas ao grupo ndo vacinado
(J5Ncont) ou vacinado com duas doses
(J5N2) (Tabela 10). As novilhas vacinadas
com trés doses (J5N2) apresentaram média
de producdo nos primeiros trés meses de
lactacdo de 20,74 Kg de leite/vaca/dia,
comparada a 17,66 Kg de leite/vaca/dia e
17,41 Kg de leite/vaca/dia, nos animais do
grupo nao vacinado (J5Ncont) e vacinado
com duas doses (J5N2), respectivamente.
Logo, o0s grupos J5Ncont e J5N2
produziram 3,08 Kg de leite/vaca/dia e 3,33
Kg de leite/vaca/dia, respectivamente, a
menos do que as novilhas imunizadas com
trés doses dE.coli J5 (J5N). Comparando-
se a producdo de leite em novilhas
vacinadas com trés doses da vacina (J5N),
esta se apresentou superior as vacinadas
com duas doses (J5N2) em
aproximadamente 3,3 Kg de leite/vaca/dia.
Assim, estes resultados demonstram que a
utilizacdo de trés doses da vacina, ou seja, a
realizacdo de uma terceira imunizacdo apos
0 parto pode ser benéfica, considerando-se
a maior producdo de leite em novilhas
vacinadas com trés doses @ecoli J5.
Porém, mais estudos sao necessarios,
visando o esclarecimento da influéncia da
vacinacdo conk.coli J5 na producdo de
leite, especialmente em novilhas.

Wilson et al. (2008) investigaram a
associacdo entre a imunizacdo cBmaoli

J5 e a producdo de leite apds infeccdes
naturais porE.coli. Os autores relataram
gue a vacinacdo conk.coli J5 esteve
associada a menor reducdo na producéo de
leite, apOs casos clinicos de mastite, em
vacas vacinadas comparada as controles.
Uma producéo relativamente mais alta entre
as vacinadas com E.coli J5 foi
especialmente evidente em casos clinicos
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de mastite com inicio nos primeiros 50 dias
de lactacdo. Nestes casos, vacas vacinadas
apresentaram producdo de leite superior a
vacas nao vacinadas durante toda a lactacéo
(aproximadamente 2 kg a mais). Cerca de
trés semanas apd6s a manifestacdo do caso
clinico de mastite, a producao de leite diaria
de vacas imunizadas foi aproximadamente
7 a 16 Kg maior que em vacas nao
vacinadas. Estes achados estdo de acordo
com 0s aqui expostos, nos quais, a
imunizacdo conk.coli J5 esteve associada

a maior producdo de leite nos trés primeiros
meses de lactacdo, tanto em vacas quanto
em novilhas.

Os resultados aqui apresentados, em
conjunto com os achados de Wilson et al.
(2007b e 2008), indicam que a imunizagéo
com E.coli J5 est4 relacionada ao retorno
mais rapido da producdo de leite apds o
caso clinico, uma vez que ocorre reducdo na
intensidade dos sinais clinicos, permitindo
o restabelecimento das fun¢des de produgéo
da glandula mamaria, com menores efeitos
deletérios na producdo de leite durante a
lactacéo.

5. CONCLUSOES

Em vacas, a vacinagdo coid.coli J5
demonstrou-se eficaz em reduzir a
prevaléncia de infec¢des intramamarias no
pés-parto, bem como a ocorréncia e
intensidade dos casos clinicos de mastite,
causados pde.coli, nos primeiros 100 dias
de lactacéo.

Em novilhas, a vacinacdo cofa.coli J5
demonstrou-se eficaz em reduzir a
ocorréncia de casos clinicos causados por
E.coli, mas ndo a intensidade dos mesmos
nos primeiros 100 dias de lactagdo. A
vacina também néo foi efetiva em reduzir a
prevaléncia de infec¢des intramamarias no
pos-parto.

A contagem de células sométicas em vacas
e novilhas néo é alterada pela utilizacdo da
vacinak.coli J5.

Vacas e novilhas imunizadas cdhcoli J5
produzem mais leite nos primeiros 100 dias
de lactacdo. A utilizacdo de trés doses da
vacina E.coli J5, em novilhas, resulta em
maior producdo de leite, neste periodo, do
gue o protocolo com administracdo de duas
doses.
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