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RESUMO

Duas ferramentas disponiveis comercialmente, Petrifilm® Staph Express e a vacina
Lavac® Staph, foram avaliadas para o suporte no diagnéstico e controle de mastite
causada por S. aureus em rebanhos leiteiros. Petrifilm® Staph Express sdo “cartelas”
contendo meios de cultivo seletivo para o diagndstico de S. aureus. Para deteccdo de S.
aureus em amostras de leite, Petrifilm® foi altamente sensivel, porém a especificidade
variou de acordo com o critério interpretativo e o nivel de treinamento das pessoas que
lidaram com o método. Resultados foram obtidos de forma mais facil e rapida, se
comparado ao método tradicional de cultivo, demonstrando potencial para utilizagdo do
Petrifilm®, dentro da fazenda, em programas de tratamento ou controle de S. aureus. A
vacina Lavac® Staph foi avaliada durante a lactacdo ou na secagem de vacas com
historico de infeccdo por S. aureus. A vacinacdo aumentou a taxa de cura de infecgdes
causadas por S. aureus quando utilizada em associacdo a terapia de vaca seca,
demonstrando eficacia no controle do agente em um rebanho com alta prevaléncia.
Durante a lactacdo a vacinacdo ndo influenciou as taxas de cura para S. aureus, nao
justificando o seu uso. A incidéncia ndo foi reduzida pela vacinagdo em nenhuma das
fases estudadas.

Palavras-Chave: Mastite, Petrifilm, vacina, Staphylococcus aureus.

ABSTRACT

Petrifilm® Staph Express and the Lavac® Staph vaccine, were evaluated to support S.
aureus infections diagnosis and control in dairy herds. For detection of S. aureus in milk
samples, Petrifilm® was highly sensitive but varied in specificity according to interpretive
criteria and trainning level of the person who reads the plates. Results were easier and
faster achieved, if compared to standard culture techniques, showing potential for on-
farm use in S. aureus treatment or control programs. The Lavac® Staph vaccine was
evaluated in cows with S. aureus infections during lactation or at dry-off. Vaccination
increased S. aureus infections cure rates when associated to the dry cow therapy, showing
efficacy on pathogen control of a high prevalence herd. During lactation, vaccination had
no impact on S. aureus cure rates and its use was not justified. The S. aureus incidence
was not decreased in any of the studied phases.

Keywords: Mastitis, Petrifilm, vaccine, Staphylococcus aureus.
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CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

1. Introducao:

O leite é um dos alimentos mais saudaveis e nutritivos sendo sua recomendagdo
de consumo superior a média brasileira atual (200 I/habitante/ano recomendado vs 130
I/habitante/ano consumidos em 2005) (Ministério da Saude, 2005). A qualidade de
qualquer produto ofertado aos consumidores exerce influéncia marcante no padréo de
consumo da populagdo. Nos produtos lacteos ndo é diferente. Quanto melhor atender aos

anseios da populacdo, melhor sera a satisfagdo do cliente e maior o consumo.

A qualidade do leite produzido e armazenado nas propriedades leiteiras influi de
maneira determinante na qualidade dos produtos processados. E nesse sentido que se
insere a necessidade de padronizacdo e mensuracdo das caracteristicas microbiologicas e
fisico-quimicas do leite captado nas fazendas leiteiras. Além disso, para efeito de
manutencdo de um bom padrdo de qualidade é fundamental que o produtor seja
recompensado pela obtencdo de bons resultados.

Mastite € o termo utilizado para definir a inflamacdo da glandula mamaria (do
grego mastos = mama e itis = inflamacdo). Por provocar impacto no 6rgdo diretamente
responsavel pela producdo de leite, a mastite altera de maneira significativa tanto a
quantidade quanto a qualidade do leite produzido. E, portanto, uma doenca responsavel

por grandes perdas econémicas tanto aos produtores quanto a industria de laticinios.

Os objetivos dos trabalhos desta tese foram de avaliar duas tecnologias
disponiveis comercialmente, o Petrifilm® Staph Express Count Plate e a vacina Lavac®
Staph, para o suporte no diagnostico e controle de infeccdes causadas por S. aureu,

respectivamente.
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2. REVISAO DE LITERATURA:

Em funcdo do grande impacto negativo da mastite no setor leiteiro serdo
abordados nessa revisdo a etiologia, as formas de investigacdo, diagnostico e controle em

rebanhos leiteiros.

2.1. CLASSIFICACAO E IMPORTANCIA ECONOMICA DA MASTITE

A mastite € geralmente causada pela infecgdo bacteriana da glandula maméria,
porém, outros microrganismos ou mesmo lesdes traumaticas e/ou irritagdo quimica
podem ser agentes determinantes. O grau de inflamacdo é bastante variavel e define o
tipo da mastite presente: clinica ou subclinica. A mastite clinica é a forma de infeccdo
intramamaria caracterizada por anormalidades visiveis no Ubere e/ou no leite, cuja
gravidade pode variar muito durante o curso da doenca. Ja a mastite subclinica, apesar de
ser a forma mais predominante da doenca, ndo pode sequer ser detectada através de
observac@es visuais do Ubere ou do leite, pois ambos apresentam aparéncia normal. O
aumento da contagem de células sométicas (CCS) no leite, devido a migracdo de
leucdcitos para combater o agente da infeccdo, € a principal alteracdo alvo de métodos
diagndsticos para mastite subclinica (Philpot e Nickerson, 2000).

A mastite é a enfermidade de maior freqliéncia e que ocasiona 0s maiores
prejuizos em rebanhos leiteiros (Ruegg e Reinemann, 2002). Alguns itens que compdem
as perdas sdo o descarte de leite, medicamentos, mao de obra, servigos veterinarios e
morte ou descarte precoce de animais. Porém, o principal item de custo, a reducdo na
producdo de leite, € o mais dificil de ser observado e mensurado e geralmente passa

despercebido, sendo negligenciado pelos produtores.

Miller et al. (1993) estimaram o custo médio de US$107,00 por caso de mastite
clinica e 51% foi associado a redugdo na producdo de leite (Figura 1). Bartlett et al.
(1991) e Hoblet et al. (1991) estimaram as perdas por mastite clinica em US$40,00 a
50,00 por vaca /rebanho/ano. No entanto, para maioria dos criadores, a mastite subclinica

14



é a mais importante, devido a maior prevaléncia e reducdo na producdo de leite, a longo
prazo (Ruegg , 2003). Raubertas e Shock (1982) estimaram que as perdas de producao
para primiparas e multiparas foram respectivamente de 91 e 182 kg de leite para cada vez
que a CCS dobrava a partir de 50.000 até 1.600.000/mL (Tabela 1).

Figura 1. Perdas econdmicas médias por caso de mastite clinica

Servigos

. veterinarios
Medicamentos
2%

11%

Mao de Obra
3%

Redugdo na
producao de leite
51%

Descarte de leite
33%

Perda média por caso: $107 (ddlares)

Adaptado de: Miller et al. (1993).

Adicionalmente ao impacto econdmico da mastite aos produtores de leite, perdas
econdmicas significativas ocorrem na indastria de laticinios devido a alteracdo da
qualidade do leite (Cerqueira et al., 2004). Altas concentracbes de acidos graxos livres
conferem ao leite um “flavor” de rancidez que pode ser detectado no leite de rebanhos
com CCS tdo baixas quanto 400.000 / mL (National Mastitis Council (NMC), 1987). Alto
teor de &cidos graxos livres no leite inibe culturas lacteas usadas em produtos
fermentados ja o menor contetdo de caseina e o pH alcalino causam perdas significativas
na fabricacdo de queijos (NMC, 1987).
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Tabela 1. Estimativas de perdas anuais na producéo de leite devido a mastite subclinica.

Perda na producéo de leite, kg

CCS/mL* Primiparas Pluriparas
50.000 0 0
100.000 91 182
200.000 182 364
400.000 273 546
800.000 364 728
1.600.000 455 910

Contagem de células sométicas por mL de leite.
Adaptado de: Raubertas e Shock (1982).

2.2. PRINCIPAIS AGENTES ETIOLOGICOS DA MASTITE

As bactérias sdo os principais microrganismos causadores da mastite, porém
outros microrganismos como fungos, leveduras, algas e micoplasmas podem estar
envolvidos. A infeccdo intramamaria ocorre, na maioria das vezes, quando 0S
microrganismos atravessam o canal do teto e multiplicam-se dentro do quarto afetado. As
lesbes causadas ao tecido mamario estdo diretamente ligadas a fatores tanto do
microrganismo quanto da reacdo inflamatoria desencadeada por eles. As perdas de

producdo e de qualidade de leite estdo intimamente associadas a extensdo dessas lesdes.

As bactérias possuem diferentes nichos e capacidades de provocar lesGes e de
permanecer na glandula mamaria e por isso sdo classificadas de diferentes maneiras.
Quanto a gravidade da doenca, 0s patdgenos sdo classificados como patdgenos de maior
ou menor importancia. Patdégenos de maior importancia provocam forte reacdo
inflamatoria no Ubere, o que proporciona uma CCS alta. Patégenos de menor importancia

causam simplesmente pequena elevacdo na CCS (Philpot e Nickerson, 2000).

Microrganismos podem ainda ser classificados como contagiosos, ambientais,
oportunistas e outros (Philpot e Nickerson, 2000). O reservatorio principal dos
microrganismos contagiosos é a glandula mamaria infectada. Esses microrganismos sao
bem adaptados a sobrevivéncia no Ubere e geralmente estabelecem infecgdes subclinicas
de longa duracdo. A transmissdo ocorre principalmente no momento da ordenha (NMC,
1987). Os patdgenos ambientais estdo presentes no ambiente frequentado pelas vacas.
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Invadem o Ubere geralmente no intervalo entre ordenhas, quando os tetos ficam
expostos a lama, fezes e sujidades (Philpot e Nickerson, 2000). Em contraste a mastite
contagiosa, mastite ambiental associa-se primariamente com casos clinicos de mastite, ao
invés de infeccdes subclinicas (Bramley , 1990; Erskine et al., 1988; Hogan et al., 1988;
Smith, 1983, Smith et al., 1985b). Patdgenos oportunistas sdo aqueles normalmente
encontrados na pele de tetos sadios e na médo de ordenhadores e que, sob determinadas
condigdes, colonizam o canal do teto e invadem os tecidos produtores de leite do Ubere.
Causam geralmente resposta inflamatéria branda. Em diversas situagBes, outros
microrganismos mais raramente encontrados como patdgenos da glandula maméaria

podem invadir e determinar a doenca (Figura 2).

2.2.1. Staphylococcus sp.

Staphylococcus sp. estdo entre 0s microrganismos mais comumente isolados de
amostras de leite. Os Staphylococcus patogénicos sdo divididos em duas classidicagdes
de acordo com o comportamento (contagiosos ou oportunistas) e pela identificagéo
laboratorial (coagulase positivos e coagulase negativos). Staphylococcus aureus, um
Staphylococcus coagulase positivo, se diferencia dos demais Staphycococci por ser um
patdégeno contagioso (Sears e McCarthy, 2003). Outros Staphylococci sdo geralmente
chamados de Staphylococcus coagulase negativos (SCN) e se comportam como
microrganismos oportunistas compreendendo mais de 20 espécies de Staphylococcus
(Philpot e Nickerson, 2000).
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Figura 2. Classificacdo dos patdgenos da mastite.

Quanto a severidade da doenca:

Pat6genos maiores Pat6genos menores
Staphylococcus aureus Corynebacterium sp.
Streptococcus agalactiae Staphylococcus coagulase negativo

Streptococcus sp. (ndo agalactiae)
Enterococcus sp.
Coliformes

Quanto ao comportamento do patogeno:

Contagiosos Ambientais Oportunistas Outros
Staphylococcus aureus Streptococcus sp. Staphylococcus Fungos
Streptococcus agalactiae (ndo agalactiae) coagulase negativo Leveduras
Mycoplasma sp Coliformes Algas
Corynebacterium sp Enterococcus Pseudomonas sp
Bacilus sp
Nocardia sp

Mycobacterium sp
Arcanobacterium

Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus é um patdgeno contagioso da glandula maméria de
grande importancia. Causam na maioria das vezes mastite subclinica de longa duragdo
com ocorréncia de casos clinicos esporadicos. Reduzem significativamente a quantidade
e a qualidade do leite produzido e podem causar, ainda que raramente, mastite

superaguda gangrenosa.

O reservatorio principal do S. aureus sdo glandulas infectadas. S&o transmitidos
principalmente de glandulas infectadas a ndo infectadas durante o processo de ordenha.
Colonizam eficientemente o orificio do teto, o canal do teto e o epitélio danificado,
porém S. aureus ndo colonizam a pele integra e saudavel (NMC, 1999). Podem ser
também encontrados em narinas e vagina, mas tais localizacbes representam fontes
menores, de pouco risco de transmissdo (NMC, 1999). S. aureus também sdo encontrados
em novilhas que podem ser fonte de introducdo em rebanhos. Matos et al. (1991)

isolaram S. aureus em bezerras (3 a 12 meses) que foram mais expostas a moscas quando
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mantidas em pastejo e sugeriram que esta seja uma forma de transmissdo do agente a
novilhas. S. aureus ndo sobrevivem por longos periodos no meio ambiente (NMC, 1999).
Pessoas podem ser carreadoras de S. aureus, e ja tendo sido isolado da mao de
ordenhadores e sobrevivido entre as ordenhas (Bramley e Dodd, 1984).

Fatores de viruléncia sdo as caracteristicas de qualquer patdégeno que permitam
que causem infeccdo e doenca (Fox et al., 2000). Capacidade de colonizacao do epitélio,
invasdo, aderéncia e fixacdo ao tecido invadido e evasao a resposta imune do hospedeiro
sdo caracteristicas do S. aureus conferidas por seus inumeros fatores de viruléncia que o
tornam patogeno eficiente na mastite. Abaixo segue uma lista dos fatores de viruléncia do
S. aureus e suas respectivas fungdes (Fox e Gay, 1993, Fox et al.,, 2000, Sears e
McCarthy, 2003):

. Proteinas de ligacdo:

Permite com que se fixem ao epitélio da superficie da glandula, promovendo a
colonizag&o, principalmente de epitélios lesados.

. Adesinas:
Responsavel pela aderéncia e fixacdo ao tecido mamario. A principal € o
“Clumping factor A”.

. FBP (“fibronectin binding protein-cell bridge™):
Ligacdo estreita a membrana das células epiteliais da glandula maméaria e
consequente internalizagcdo. Favorece evasdo ao sistema imune e protecdo a acdo
de antibioticos. Induzem também o processo de apoptose (morte celular), podendo
ser responsavel em parte pela queda de producao associada a mastite.

. Leucocidina:
Toxina que causa o rompimento da membrana de neutrdfilos.

. Proteina A:
Proteina responsavel por se ligar a porcdo Fc de imunoglobulinas, prevenindo
entdo a ligacdo dessas imunoglobulinas a fagocitos. Portanto, o processo de

opsonizacao é blogueado.
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. Pseudocépsula:
Fina camada polissacaridea que envolve o S. aureus impedindo o encaixe de

imunoglobulinas. Tem, portanto, fungdo antifagocitica (Fox et al., 2000).

. Formacao de microabcessos:

Protecdo fisica aos polimorfonucleares.

. Interacdo de fatores de viruléncia:

Sobrevivéncia e até multiplicagdo dentro de neutrofilos apds ser fagocitado
(White et al., 1980).

. Compostos pirogénicos (enterotoxinas e outros):

Afetam a resposta imune alterando a relacdo da populacdo de linfécitos T.
Promovem o aumento da populacdo de linfocitos T CD8+ supressores. Devido a
esta caracteristica, S. aureus sao algumas vezes nomeados “super-antigenos” (Fox
et al., 2000).

. Alpha toxina:
Hemolisina que danifica vasos sanguineos resultando em necrose isquémica coa-
gulativa. Fator responsavel pela mastite superaguda gangrenosa.

. B-lactamase:

Promovem resisténcia a antibioticos p-lactamicos como as penicilinas.

S. aureus causa mais danos aos tecidos secretores de leite do que os Streptococcus
sp. (Fox e Gay, 1993). A patogenia do S. aureus ja foi estudada e revisada por muitos
pesquisadores (Forbes e Hebert, 1968; Anderson, 1976; Nickerson e Heald, 1981;
Gudding et al., 1984; Haraldsson e Jonsson, 1984; Fox et al., 1985; Hoblet et al., 1988;
Fox e Gay, 1993; Shoshani et al., 2000;). Para estabelecer infecgdo, 0 S. aureus precisa
invadir a glandula através do canal do teto. Uma condi¢do predisponente a invasao
bacteriana é a colonizacdo da superficie do teto (Forbes e Hebert, 1968). A grande
eficacia da desinfec¢ao do teto pos ordenha (“post dipping”) no controle da mastite por S.
aureus comprova esse mecanismo. Porém, nem toda infec¢do intramamaria € precedida
por colonizagdo do teto mostrando que outros mecanismos, como a propulséo induzida

pelo equipamento de ordenha, podem estar envolvidos (Fox e Gay, 1993).
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Uma vez instalada a infeccdo intramamaria, os tecidos parenquimal e ductular séo
afetados. S. aureus sdo agentes invasivos e geralmente atingem toda a glandula mamaria,
inclusive as regides mais profundas do parénquima mamario (Erskine et al., 2003). S.
aureus adere ao epitélio e danifica o tecido induzindo a formacéo de areas ulcerativas
(Gudding et al., 1984). As células secretoras de leite da area afetada podem degenerar e,
juntamente com os leucdcitos, obstruir os ductos lactiferos que drenam as areas
glandulares (Philpot e Nickerson, 2000). Essa obstrucdo pode levar a uma involucdo de
alvéolos, necrose, substituicdo por tecido fibroso e formacdo de microabcessos. A
formacdo de areas de necrose tecidual e de microabcessos favorece ainda mais o
patdgeno. O menor suprimento sanguineo na area afetada pode minimizar a resposta
imune, além de impedir a difusdo de antibidticos (Fox e Gay, 1993). Além desses
mecanismos de danos aos tecidos, outros danos ocorrem mediados pela migracdo dos
leucdcitos pelo parénquima mamario (Fox e Gay, 1993). Alguns leucdcitos, provenientes
da circulacdo sanguinea, penetram entre as células secretoras de leite e liberam enzimas
que sdo responsaveis pela destruicdo dessas células ou reducdo de sua capacidade
secretora. Todos esses danos sdo, portanto responsaveis pela reducao da quantidade e da
qualidade do leite produzido (Philpot e Nickerson, 2000). O esquema da Figura 3

demonstra os principais mecanismos de patogenia abordados.
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Figura 3. Patogenia do Staphylococcus aureus em infecgdes intramamarias.
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IIM= infec¢do intramamaria; PMN = polimorfonucleares

Staphylococcus coagulase negativos (SCN)

Staphylococcus coagulase negativos sdo os principais causadores de infecgéo
intramamaria (IIM) em rebanhos onde os patégenos maiores tenham sido controlados.
Sé&o ainda a causa primaria de 1IM em novilhas ao parto (Sears e McCarthy, 2003). SCN
fazem parte da microbiota normal da pele do teto, colonizam o canal do teto e penetram
de forma oportunista a glandula mamaria causando mastite. S8o, portanto, geralmente
classificados como agentes oportunistas (Harmon e Langlois, 1989). Geralmente elevam
pouco a CCS (patdgenos menores), mas em infec¢des cronicas podem elevar a CCS aos
milhdes, produzindo lesdes inflamatdrias e atrépicas (Sabenfeldt e Spencer, 1966). Se a
prevaléncia no rebanho é alta, vacas infectadas se tornam a principal fonte de bactéria,

com transmisséo vaca a vaca (Sears e McCarthy, 2003).
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As espécies mais importantes de SCN por ordem de prevaléncia sao
Staphylococcus chromogenes, S. hyicus, S. simulans, S. epidermidis, S. hominis e S.
xylosus (Hogan et al., 1987). A prevaléncia de SCN é alta ao parto, reduzindo
significativamente com o inicio da lactacdo. Mathews et al. (1991) mostraram uma
reducdo de 80% na prevaléncia de SCN no canal do teto apds a primeira semana de
lactacdo (46,7 e 9% ao parto e apds 1 semana, respectivamente). Como SCN sao
habitantes normais da pele e do canal do teto, cultivos positivos de quartos mamarios
nem sempre significam infeccdo intramamaria (falso-positivos). Portanto, atencéo
especial deve ser tomada na coleta e interpretacdo dos resultados obtidos. Segundo Sears
et al. (1991), infec¢bes intramamarias causadas por SCN devem ser confirmadas por
cultivos subsequentes e aumento na contagem de células somaticas. Em casos em que

essa confirmacdo € positiva, a cura espontanea é pouco frequente.

Diagndstico microbioldgico

Staphylococcus sp. sdo cocos Gram positivo, catalase positiva. A principal
preocupacdo no diagnostico desses agentes em amostras de leite deve ser a correta
diferenciacdo entre S. aureus e outros Staphylococcus comumente denominados SCN
(NMC, 1999). A prova de coagulase ndo deve ser a Unica utilizada para diferenciar essas
espécies visto que outros Staphylococcus também podem ser positivos nessa reacao.
Staphylococcus intermedius sdo coagulase positivos enquanto S. hyicus sdo coagulase
variaveis (Quinn et al., 1994). S. hyicus sdo agentes encontrados em glandulas mamarias
enquanto S. intermedius s&o raramente isolados de amostras de bovinos (NMC, 1999). S.
aureus sdo coldnias pigmentadas, hemoliticas produtoras de acetoina e fermentam tanto o
manitol quanto a maltose, caracteristicas essas que podem ser utilizadas para diferencicao
do S. hyicus. O esquema da Figura 4 demonstra 0 método sugerido para diagndstico de
Staphylococcus (NMC, 1999; Quinn et al., 1994).
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Figura 4. Procedimentos para o diagnostico microbioldgico de Staphylococcus sp. em
amostras de leite.
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* Teste para verificagdo da capacidade de producdo de acetoina.
SCN = Stahylococcus coagulase negativo; S. aureus = Staphylococcus aureus

2.2.2. Streptococcus sp

Bactérias do género Streptococcus tém comportamento contagioso e/ou
ambiental. No passado, Streptococcus ndo eram diferenciados dos géneros Enterococcus
e Lactococcus, hoje corretamente separados. As espécies de Streptococcus mais
frequentemente envolvidas. na mastite bovina sdo o S. agalactiae, S. dysgalactiae e S.
uberis. Tradicionalmente, S. agalactiae sdo classificados como agentes contagiosos e S.
dysgalactiae e S. uberis como ambientais. Outras espécies ambientais isoladas em menor
frequéncia incluem S. acidominimus, S. alactolyticus, S. canis, S. equi, S. equinus (antigo

S. bovis) e S. parauberis.
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Streptococcus agalactiae

S. agalactiae é considerado um patdgeno obrigatério do Ubere de vacas de leite
sendo a ordenha o principal momento de disseminacdo desses agentes (NMC, 1999). N&o
€ um microrganismo invasivo. Habita principalmente o leite e a superficie dos ductos
lactiferos da glandula. Causam principalmente infeccao subclinica crénica com alta CCS,
casos clinicos esporadicos e eliminacdo de grande nimero de bactérias no leite (Philpot e
Nickerson, 2000). Assim como na patogenia de S. aureus, mas em menor grau de
severidade, restos de tecidos e leucdcitos podem obstruir os ductos, bloqueando a
drenagem do leite dos alvéolos, induzindo a involucgéo e subsequente formacao de tecido
fibroso nessas &reas com consequente diminuicdo da producdo de leite (Philpot e
Nickerson, 2000) (Figura 5). S& microrganismos geralmente bastante sensiveis as
penicilinas e podem ser erradicados do rebanho leiteiro (NMC, 1999). S. agalactiae séo
eficientemente controlados por procedimentos que previnem a disseminacdo de bactérias
na ordenha. Esses procedimentos incluem sanitizar e secar os tetos com papel toalha
individual desinfecc¢do do teto apos a ordenha (“post dipping”), terapia de vaca seca e boa
higiene de ordenha. Identificacdo de animais positivos para S. agalactiae e segregacédo
para que sejam ordenhados por Gltimo e/ou tratamento até que se apresentem negativos

aceleram o processo de controle e erradicagéo.
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Figura 5. Patogenia do Streptococcus agalactiae em infecgdes intramamarias.
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Streptococcus ambientais

Streptococcus ambientais incluem diversas espécies de Streptococcus, mas S.
uberis é a espécie mais frequentemente isolada (Smith e Hogan, 1993). S. uberis
aparecem de forma abrangente no ambiente de vacas leiteiras. Podem ainda ser isolados
da vulva, trato intestital e fezes de vacas de leite (Kruze e Bramley, 1982). Porém, S.
uberis infectam e causam doenca somente na glandula mamaria e parece ndo serem
capazes de colonizar o teto ou o canal do teto (Lacy-Hulbert e Hillerton, 1995, Hillerton e
Berry, 2003).

26



A invasdo e o estabelecimento de infeccdo intramamaria é dependente de fatores
do ambiente e da vaca e influenciam na epidemiologia da doenca. A prevaléncia de
infecgdes aumenta com o calor e umidade do ambiente devido a maior exposigéo a esses
agentes (Hillerton e Berry, 2003). Camas de palha séo frequentemente associadas a S.
uberis (Bramley et al., 1989). Caracteristicas individuais dos tetos como capacidade de
fechamento do canal ap0s as ordenhas, tempo para formacao do tampéo de queratina apés
secagem, tamanho do canal e quantidade de queratina no epitélio influem na taxa de
infeccdo por Streptococcus ambientais (Lacy-Hulbert e Hillerton, 1995, Williamson et
al., 1995). Além disso, a taxa de novas infeccdes é mais elevada durante o periodo seco
do que no periodo lactante (Smith et al., 1985b) e infec¢des adquiridas no periodo seco
persistem e podem contribuir significativamente para mastite clinica ao inicio da lactagédo
(Smith et al., 1985a). Infec¢es no periodo seco foram responsaveis por 23% de todos 0s
casos clinicos causados por Streptococcus ambientais na lactacdo e 56% dos casos até o0s
76 dias de lactacdo (Smith e Hogan, 1993).

Aproximadamente 40 a 50% das infecgdes por Streptococcus ambientais séo
associadas a sintomas clinicos (Smith et al., 1985b). A maioria das infec¢des duram
menos que 30 dias. Em torno de 20 a 40% das infec¢es duram menos de 10 dias e 18%
das infeccdes se tornam crénicas (>100 d) (Smith e Hogan, 1993, Philpot e Nickerson,
2000). Portanto, infeccbes causadas por Streptococcus ambientais apresentam uma média

de duracdo superior aquelas causadas por coliformes (Smith et al., 1985b).

Durante a lactacdo, a invasdo do Ubere ocorre tanto no periodo entre ordenhas
como durante a ordenha (Smith e Hogan, 1993). Entre as ordenhas as bactérias podem
passar através do canal dos tetos, multiplicando dentro do canal (maior risco logo apds a
ordenha enquanto o esfincter do teto ainda se encontra aberto). Os microrganismos
também podem entrar através da pressdo fisica exercida na extremidade do teto a medida
gue a vaca se movimenta. Durante a ordenha, 0s microrganismos podem ser empurrados
mecanicamente ou por impactos provocados por flutuagdes de vacuo contra o orificio do
teto. Podem ainda ser empurrados fisicamente através do canal do teto durante a insercéo

de uma cénula (Philpot e Nickerson, 2000). A gravidade da infeccdo e a extensdo das
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lesbes provocadas na glandula serdo dependentes de fatores como a patogenicidade do
microrganismo, a eficiéncia da resposta inflamatéria e a eficiéncia do tratamento
antibiotico quando utilizado (Figura 6). Existe uma grande variacdo de fatores de
viruléncia entre espécies de Streptococcus e também entre cepas da mesma espécie
(Potter, 2002). Alguns dos fatores de viruléncia do S. uberis e do S. dysgalactiae foram
descritos (Schaufuss et al., 1989, Almeida e Oliver, 1993, Leigh 1994, Oliver et al., 1998,
Rosey et al., 1999, Fang e Oliver, 1999):

. Aderéncia e invasdo de células epiteliais:

Via endocitose mediada por receptor (S. uberis persiste na célula sem prejudica-la).

. Producéo de hialuronidase e proteina ativadora de plasminogénio (PauA):

Disseminacédo de bactérias em tecidos préximos (S. uberis).

. Cépsula de acido hialurbnico e toxina neutrofilica:

Resisténcia a fagocitose.

. Proteina MIG:
Receptor da por¢do Fc de anticorpos que bloqueia o processo de opsonizagao (S.
dysgalactiae).

. Proteina ligadora de lactoferrina:

Impede a acéo da lactoferrina.
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Figura 6. Patogenia dos Streptococcus ambientais em infe¢fes intramamarias.
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Em espécies de origem ambiental, uma vez estabelecida a IIM, a passagem de
quartos infectados para quartos ou vacas nao infectadas pode ocorrer (NMC, 1987). Isto é
particularmente importante em se tratando de espécies de Streptococcus. Estratégias
direcionadas ao controle de microrganismos contagiosos como desinfec¢do dos tetos apos
a ordenha (“post dipping”), terapia de vaca seca e tratamento ou descarte de vacas
infectadas contribuem para o controle de Streptococcus ambientais e previnem a
ocorréncia de surtos em rebanhos (Neave et al., 1969, Robinson et al., 1983, Zadoks et
al., 2001). Portanto, estudos recentes sugerem que S. dysgalactiae e, em menor grau, S.
uberis sejam reconhecidos como espécies de carater dual (ambiental e contagioso),

podendo este reconhecimento esclarecer melhor problemas de mastite se comparado a
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classificacdo simplificada como micorganismos ambientais (Zadocks e Schukken, 2003)

(Figura 7).

Figura 7. Classificacdo quanto ao comportamento de Streptococcus sp*.

Contaaioso

Ambiental

S.agalact

S.dysaalac.

S.uberis

S.agalact. = Streptococcus agalactiae: transmissdo somente de vaca para vaca.
S. dysgalac. = Streptococcus dysgalactiae: intermediario, sendo classificado como contagioso para alguns e

ambiental para outros.

S. uberis = Streptococcus uberis: amplamente ambiental, parcialmente contagioso.

*Adaptado de: Zadocks e Schukken (2003).

Diagndstico microbioldgico

Streptococcus sp e Enterococcus sp sdo cocos Gram positivo calatalse negativa.

Colbnias de Streptocci e Enterococci em agar sangue sdo pequenas (1-3 mm de

diametro), lisas, translicidas e convexas. Col6nias podem ser o-hemoliticas, B-

hemoliticas ou ndo hemoliticas (NMC, 1999). O objetivo central no diagnostico

microbioldgico de amostras de leite, com relacéo as espécies de Streptococcus, deve ser a

diferenciacdo entre o S. agalactiae de outros Streptococcus sp. Em ocasides especificas, a

diferenciacdo das espécies de Streptococcus ambientais pode ser requisitada. A Figura 8

demonstra as provas sugeridas para o diagnostico microbiologico de S. agalactiae e a

Tabela 2 propde um método simplificado de diferenciacdo das espécies mais comuns de

Streptococcus (NMC, 1999).
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Figura 8. Procedimentos para o diagnéstico microbioldgico de Streptococcus agalactiae
em amostras de leite.

|Cu|tivo em Agar Sangue |

| Cocos Gram + |

| Catalase |
: | | : |

| CAMP |

| : | | : |

| S. ndo agalactiae | | Esculina |
| : | | - |
| S. ndo agalctiae | | Hipurato |

| : | | -

S. ndo agalactiae Aglutinacéao
(Grupo Lancefield)

Qutros Grupos Grupo B
S. ndo agalactiae S. agalactiae

S. ndo agalactiae = Streptococcus ndo agalactiae; S. agalactiae = Streptococcus agalactiae.

Tabela 2. Diferenciacdo das espécies de Streptococcus mais freqlientemente isoladas em
amostras de leite.*

Serogrupo
Espécies Lancefield CAMP Esculina Hipurato
S. agalactiae B + - +
S. dysgalactiae C - -1+
S. uberis Nenhum -/ + + +

+ significa que >90% das cepas séo positivas.

- significa que >90% das cepas sdo negativas.

+/ - significa maior proporcdo de cepas positivas do que negativas.
- | + significa maior proporcdo de cepas negativas do que positivas.
*Adaptado de: NMC, 1999.
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2.2.3. Coliformes

O termo “coliforme” ndo tem significancia taxondmica, mas ¢ comumente
utilizado para se referir as bactérias da familia Enterobacteriaceae que fermentam a
lactose como as espécies de Escherichia coli, Klebsiella sp e Enterobacter sp (Quin et al.,
1994). Sao bastonetes Gram negativos, sendo a Escherichia coli e a Klebsiella sp as
principais especies associadas a mastite bovina (Smith e Hogan, 1993). Estdo sempre
presentes no ambiente freqlientado pelas vacas leiteiras, seja nas camas, esterco, solo,

agua, alimentos e plantas, sendo esse a fonte de infec¢cdo (Burton et al., 2002).

As caracteristicas principais das infeccGes causadas por coliformes na glandula
mamaéria sdo alta taxa de casos clinicos e a curta duracdo da infec¢do. De acordo com
Smith et al. (1985b), 80 a 90% das infeccBes intramamarias por microrganismos Gram-
negativos resultaram em mastite clinica. Aproximadamente 41% das infeccdes por Gram-
negativos duraram menos que 7 dias, demonstrando assim a alta taxa de cura espontanea
(Smith et al., 1985b, Todhunter et al., 1991). Somente 2 a 5% das infeccdes se tornaram
cronicas (>200 dias) sendo mais associadas a Klebsiella spp ou outros agentes Gram-

negativos como Serratia spp (Todhunter et al., 1990, Todhunter et al., 1991).

Bactérias coliformes sdo a principal causa de mastite hiperaguda em rebanhos
leiteiros, porém a maioria das infeccdes por coliformes ndo esta associada a sintomas
sistémicos. Segundo Hogan et al. (1989), a maioria dos casos por coliformes esta
associado somente a presenca de grumos no leite e pouco ou inexistente inchaco na
glandula mamaria. Aproximadamente 30% dos casos foram associados ao aparecimento
de sintomas sistémicos no animal e somente 10% das infec¢bes por coliformes durante a
lactacdo resultaram em mastite clinica hiperaguda (Smith et al., 1985a, Hogan et al.,
1989).

Relativo a epidemiologia dos casos de mastite por coliformes, sua incidéncia é

influenciada sazonalmente sendo maior durante os meses de verdo devido as condi¢des

de maior temperatura e umidade (Smith et al., 1985b, Hogan et al., 1989). A taxa de
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novas infeccbes € superior durante o periodo seco em relacdo ao periodo da lactacéo, e
muitas infec¢bes adquiridas durante esse periodo persistem até a lactacdo e contribuem
significativamente para mastite no periodo inicial da lactagdo (Smith et al., 1985a, Smith
et al. 1985b). Devido a esse padrdo de infeccdes no periodo seco e aliado a maior
susceptibilidade do animal no inicio da lactacdo, a taxa de casos clinicos é mais alta no
periodo inicial e diminui progressivamente com o avanco da lactacdo (Hogan et al.,
1989). Segundo Smith e Hogan (1993), infec¢Bes por coliformes adquiridas no periodo
seco representaram aproximadamente 34% de todos os casos clinicos por coliformes
durante a lactacdo sendo que 65% dos casos por coliformes ocorreram durante 0s

primeiros 76 dias da lactacéo.

Todas as bactérias Gram-negativas tém lipopolissacarideos (LPS) na superficie
externa da parede celular que sdo potentes endotoxinas. Endotoxinas sdo liberadas
quando as bactérias morrem e, quando atingem a circulacdo, podem causar 0 processo
chamado de toxemia sendo responsaveis por efeitos sisttmicos nos animais como febre e
outras alteragdes metabolicas e vasculares podendo evoluir para o choque letal (Quin et
al., 1994). A reacdo inflamatoria da glandula mamaria apés a invasao de bactérias Gram-
negativas é geralmente associada a uma rapida proliferacdo bacteriana no leite, ativacao
de varias reacGes inflamatdrias com conseqliente producdo de citoquinas e migracdo
massiva de anticorpos e neutrofilos do sangue para o leite (Riollet et al., 2000) (Figura 9).
Essa resposta inflamatdria aguda contribui expressivamente para a alta taxa de cura das
infeccdes por coliformes (Hill, 1981, Shuster et al., 1996). Portanto, a cura espontanea é o
resultado normal da maioria dos casos de mastite por coliforme, mas perdas significativas
séo verificadas com o descarte de leite e a menor producéo de leite dos quartos infectados
(Burton et al, 2002). A bacteremia é pouco frequente e, segundo Smith et al. (1985a),

ocorreu em 48% dos casos hiperagudos de mastite.
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Figura 9. Patogenia dos coliformes em infec¢Bes intramamarias.

Ambiente contaminado

Invasdo no periodo entre
ordenhas ou durante

Rapido crescimento
microbiano

Reacéo inflamatéria

aguda Sinais clinicos
(80 a 90% das
— 11M)
Grande recrutamento de
PMN
Grande morte e lise de Resolugéo na
bactérias — maioria dos casos

Liberagdo de
endotoxinas

Sinais sistémicos
e / ou mastite
hiperaguda

Toxemia

1M = infecc@o intramaméria; PMN = polimorfonucleares

Diagndstico microbioldgico

O diagndstico microbioldgico das infecgbes por coliformes pode ser complicado

pelo fato de muitas infecgOes existirem com menos que 100 unidades formadoras de
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colénias (UFC / mL), o limite minimo de deteccdo quando o método padrao € utilizado,
semeando 0,01 mL de leite em agar sangue (Smith, 1983). Portanto, ndo sdo raros 0s
diagndsticos negativos em infecgdes por coliformes mesmo quando a coleta é realizada
logo apo6s a detecgdo do caso clinico de mastite. Ainda, o isolamento de coliformes pode

ser resultado de contaminacdo das amostras durante a coleta.

Coliformes sdo bastonetes Gram-negativos fermentadores de lactose da familia
Enterobacteriacea (Quin et al., 1999, NMC, 1999). Na execucdo de um diagndstico
rapido e mais econémico, o principal objetivo deve ser a diferenciacdo dos coliformes de
outras bactérias Gram-negativas (Figura 10). Em situacdes de grande ocorréncia de casos
clinicos de mastite ou em casos refratarios a tratamentos, métodos mais elaborados para

diferenciacdo das espécies bacterianas devem ser utilizados (Tabela 3).

Figura 10. Procedimentos para o diagnostico microbioldgico de coliformes em amostras
de leite.*

Cultivo em Agar Sangue

Bastonetes Gram (-)

Oxidase
-+ -
Pasteurella sp ou Agar MacConkey
Pseudomonas sp

Colbénia nao Rosa Coldénia Rosa

OQutros Gram (-) Coliforme

*Fonte: Sears et al. (1993)
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Tabela 3. Diferenciacdo das espécies de bactérias Gram-negativas mais freqiientemente
isoladas em amostras de leite.*

Microrganismo Lactose Citrato Motilidade Oxidase TSI
Escherichia coli + - + - A/AG
Klebsiella spp. + + - - AIA,G
Enterobacter spp. + + + - AIA,G
Serratia spp. - + + - K/A
Pseudomonas spp. - +/- + + K/K
Proteus spp. - -/+ + - K/AS+

+

Pasteurella spp. - - - A/A

+ significa que >90% das cepas sdo positivas.

- significa que >90% das cepas sdo negativas.

+/ - significa maior proporcédo de cepas positivas do que negativas.

-/ + significa maior proporcéo de cepas negativas do que positivas.

A = &cido; K = alcalino; G = producéo de gas; S+ = producéo de sulfito de hidrogénio
*Adaptado de: NMC, 1999.

2.3. INVESTIGACAO DA MASTITE EM REBANHOS

Para uma correta atuacdo na prevencao e controle da mastite dentro de um
rebanho, a identificacdo da existéncia de problemas e a correta definicdo desses
problemas € essencial (Ruegg, 2003). A mastite € uma doenca de causa multifatorial e a
interacdo dos multiplos fatores envolvidos tornam a doenca bastante complexa (Philpot e
Nickerson, 2000). Como regra também em outras doencas, quanto mais cedo o
diagnostico de problemas relacionados & mastite no rebanho maiores séo as chances de
reversao e controle da situacdo. Perdas decorrentes de casos clinicos de mastite sdo
rapidamente identificadas, porém, perdas com a mastite subclinica sdo geralmente
superiores e passam desapercebidas em muitos casos (Ruegg, 2003). Portanto, é nesse
sentido que uma investigacdo eficiente e rotineira da situacdo da mastite no rebanho é
necessaria e fundamental para garantir um melhor status do rebanho com relacdo a

doenca que mais prejuizos causa a atividade.

A erradicacdo da mastite em rebanhos leiteiros é impossivel sendo sua prevencéao
e controle fundamentais. A mastite € uma doenca bastante dinamica e, portanto a
obtencdo de dados epidemioldgicos da doenca é de grande importancia para melhor
visualizagdo e interpretacdo de sua dindmica (Ruegg, 2003). Dois tipos gerais de medidas

sdo utilizados para determinacdo da extensdo da doenca da glandula mamaria de um
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rebanho (Thurmond, 1993). A prevaléncia € o primeiro e se refere a quantidade de
mastite em um tempo especifico. A incidéncia seria a medida da taxa de novas infeccGes
em um determinado periodo de tempo. Varios métodos diagnosticos podem ser
empregados com o intuito de acompanhar a prevaléncia e incidéncia da mastite no
rebanho. Geralmente, a mastite clinica € detectada por observacdes visuais dos proprios
ordenhadores sobre condi¢cdes anormais do leite e /ou do Ubere das vacas. California
Mastitis Test (CMT), Winsconsin Mastitis Test (WMT) e a Contagem de Células
Somaticas (CCS) sdo métodos empregados para o diagnostico da mastite subclinica. A
forma e freqiiéncia de realizacao e a organizacéo dos dados provenientes desses métodos
diagnosticos sdo fundamentais para gerar informacdes Uteis aos veterinarios e
proprietarios de rebanhos no intuito de inferir sobre a real situacdo da fazenda. Esses
dados, por conseqiiéncia, podem auxiliar na correta tomada de decisdes na resolucdo dos

problemas eventualmente enfrentados.

2.3.1. Contagem de células somatica (CCS)

O termo “somatica” significa “derivado do corpo”. As células somaticas presentes
no leite sdo compostas por células da descamacdo do tecido mamario e leucocitos
provenientes da circulacdo sanguinea. Em um quarto infectado, aproximadamente 99%
das células presentes sdo glébulos brancos sanguineos e 1% sao células da descamacao.
Os leucacitos tem como funcdo combater agentes infecciosos e, além disso, participar dos
processos reparatérios da glandula apds o término da infeccdo (Philpot e Nickerson,
2000).

Varios fatores afetam a contagem de células somaticas de um animal. Estadio de
lactacdo, idade da vaca e nivel de producdo sdo alguns desses fatores, mas a infeccao
intramamaria é o fator que mais afeta a CCS do leite (Philpot e Nickerson, 2000). A CCS
pode ser mensurada em diferentes niveis, porém a CCS do tanque de expansdo e a CCS
individual do animal sdo as formas mais freqiientes e necessarias para 0 acompanhamento

do status infeccioso dos rebanhos.
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a) CCS no tanque de expansdo (CCSTQ)

A CCSTQ é geralmente a referéncia mais frequente para identificacdo de
problemas de mastite. Geralmente a CCSTQ correlaciona bem com a prevaléncia de
infeccdes intramamarias no rebanho e pode ser considerada como bom parametro para
deteccdo de problemas de mastite (NMC, 1987) (Tabela 4).

Tabela 4. Prevaléncia estimada de infeccdo e perdas na producdo de leite associadas a
alta contagem de células somaticas do tanque de expansao.*

CCSTQ (1.000 cél. / mL) Porcentagem de quartos Percentual de perda
infectados no rebanho na producéo’

200 6 0

500 16 6

1.000 32 18

1.500 48 29

'Perda de producéo calculada como porcentagem da produgéo esperada a 200.000 cél. / mL.
CCSTQ = contagem de células sométicas do tanque de expansao.
*Fonte: NMC, 1987.

No entanto, a CCSTQ é influenciada pela CCS e produc®es individuais e pode ser
considerada somente como um indicativo de mastite subclinica sendo que seus valores
geralmente agregam pouco para defini¢do do problema no rebanho. E muito dificil para o
proprietario ou o consultor do rebanho reconhecer problemas emergentes de mastite
mediante 0s aumentos lentos ou esporadicos da CCSTQ (Ruegg, 2003). Como exemplo
das limitagdes da CCSTQ, Ruegg (2003) exemplificou dois rebanhos hipotéticos, A e B,
ambos compostos por 10 animais (Tabela 5). O rebanho A possui 10% de prevaléncia de
mastite subclinica (% de vacas acima de 250.000 céls / mL) e o rebanho B possui 90% de
prevaléncia. Ao contrario do que se esperava, 0 rebanho A possui uma CCS do tanque de
expansao bastante superior ao rebanho B (825.000 vs 250.000 céls. / mL) devido a grande
contribuicdo do animal 10 para o pool de células somaticas do tanque. Por mais que esse
exemplo seja extremo, demonstra que nem sempre podemos confiar na CCSTQ como
unico parametro, sendo de grande importancia a realizacdo da CCS individual para
melhor defini¢do dos problemas.
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Tabela 5. Comparacdo da contagem de células sométicas do tanque e a prevaléncia de
mastite subclinica de dois rebanhos hipotéticos constituidos de 10 vacas cada.*

Rebanho hipotético A Rebanho hipotético B

Vaca CCS Leite  Contribuicdo parao Vaca  CCS Leite  Contribuicdo para o

(x1.000) (Kg) tanque (CCS x Kg) (x1.000) (Kag) tanque (CCS x Kg)
1 100 25 2.500 1 300 25 7.500
2 100 25 2.500 2 300 25 7.500
3 100 25 2.500 3 300 25 7.500
4 100 25 2.500 4 300 25 7.500
5 100 25 2.500 5 300 25 7.500
6 100 25 2.500 6 300 25 7.500
7 100 25 2.500 7 300 25 7.500
8 100 25 2.500 8 300 25 7.500
9 100 25 2.500 9 300 25 7.500
10 3.000 75 225.000 10 100 75 7.500
% de vacas com 10% 90%

CCS>250.000
CCSTQ aproximada 825.000 250.000

CCSTQ aproximada = Contagem de células sométicas do tanque de expansdo calculada pela soma da
contribuicdo de células de cada animal divida pela producéo total de leite.

*Adaptado de: Ruegg, (2003).

Por mais problemas que a CCSTQ apresente, metas devem ser definidas baseadas nas prioridades e
capacidades de manejo de cada fazenda. No entanto, a producédo consistente de leite com CCSTQ inferior a
200.000 céls. / mL deve ser uma meta exequivel para maioria das fazendas leiteiras que almejem eficiéncia
e rentabilidade.

b) CCS individual

Definir a prevaléncia e a incidéncia de uma determinada doenca no rebanho é
fundamental para a defini¢do de seu ‘“‘status” e visualizacdo de sua dindmica. O
diagndstico da mastite subclinica pode ser realizado pelo isolamento do agente infeccioso
da glandula ou através da verificacdo da reacdo inflamatoéria advinda da infeccdo. Em
acompanhamentos epidemioldgicos, a facil execucdo do método diagndstico e o custo
acessivel sdo de grande importancia para permitir que avaliagdes rotineiras sejam
realizadas. Equipamentos de contagem eletrdnica de células somaticas permitem a analise
rapida e em grandes volumes de amostras. O custo relativamente acessivel dessa analise
permite que criadores facam o acompanhamento individual dos animais gerando

informacdes essenciais para um eficiente programa investigativo.
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O nivel de infeccdo em um rebanho depende da freqiiéncia de ocorréncia de
novos casos e do tempo de persisténcia desses casos até que sejam eliminados (Philpot e
Nickerson, 2000).

Portanto, a prevaléncia da mastite em um rebanho é uma funcédo da incidéncia e
do tempo de duracdo das infeccbes. Metas para prevaléncia de mastite subclinica em
rebanhos devem ser de possuir menos que 15% das vacas com CCS maior que 250.000
cels. / mL, ou seja, prevaléncia menor que 15% (Ruegg, 2003).

Em rebanhos com problemas de mastite causados por microrganismos
contagiosos, a prevaléncia de mastite € geralmente alta devido & natureza crénica das
infeccBes. Além disso, como a exposicdo a esses agentes se dd no momento da ordenha, a
mastite aumenta de prevaléncia em categorias de animais expostos por maiores periodos.
Por exemplo, a prevaléncia de mastite subclinica geralmente aumenta com o avancar da
lactacdo e com o nimero de pari¢cBes. Em casos de problemas com patdgenos ambientais
classicos, a duracdo das infecgdes é tipicamente curta e a incidéncia, prevaléncia e taxa
de cura sdo geralmente similares. Streptococusi de origem ambientais (S. dysgalactiae e
S. uberis) podem exibir padrdes sugestivos de ambos patdgenos, ambientais e
contagiosos (Ruegg, 2003). A organizacdo dos dados de CCS em tabelas para
diferenciacédo das categorias de animais auxiliam muito no processo investigativo (Tabela
6).
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Tabela 6. Distribuicdo da contagem de células somaticas em um rebanho com problema
diagnosticado por Streptococcus agalactiae.*

Estadgio de Primiparas Pluriparas Todas as vacas
lactacdo No. EL Novos Total No. EL Novos Total No. EL Novos Total
(DEL) Vacas Médio EL>4 EL>4 Vacas Médio EL>4 EL>4 Vacas Médio EL>4 EL>4
1-100 60 3,0 13 14 35 53 10 25 85 3,9 23 38
22% 23% 29% 71% 24% 41%
101-240 39 2,7 0 10 42 5,0 1 28 81 3,9 1 38
26% 2% 67% 1% 47%
>240 18 4,2 0 7 38 54 2 28 56 5,0 2 35
39% 5% 74% 4% 63%
Total 117 31 13 31 116 5,2 13 81 232 4,2 26 112
11% 26% 11% 70% 11% 48%

Aumento de Prevalénciz;
EL = Escore Linear. Transformacdo linear da contagem de células somaticas (200.000 céls. / mL , EL = 4).
DEL = Dias em lactagéo.
*Adaptado de: Ruegg, (2003).

H& duas maneiras de se calcular a incidéncia de mastite em um rebanho. A
primeira ¢ a “incidéncia cldssica” que leva em consideracdo os dados de CCS de toda a
lactacdo e a segunda, a “incidéncia dindmica” que se baseia nas duas contagens, mais
recentes, de células somaticas. Para o calculo da incidéncia cléssica, um novo caso de
mastite é definido quando uma vaca apresenta CCS acima de um determinado ponto de
corte (200.000 ou 250.000 cél / mL) pela primeira vez na lactacdo. Por essa defini¢do, as
taxas de novas infeccdes sdo subestimadas, pois assumem que um animal s6 pode
apresentar uma Unica nova infec¢do por lactacdo. Meta para incidéncia classica é menor
que 5% ao més (Ruegg, 2003). Na incidéncia dinamica, a contagem de células somaéticas
atual é comparada a contagem anterior, e um novo caso de mastite € considerado se uma
vaca com CCS abaixo do ponto de corte no controle anterior se apresenta com CCS
acima do ponto de corte na amostragem atual. Ao contrério da incidéncia cléassica o
denominador para o céalculo ndo seria composto por todas as vacas em lactagcdo, mas
somente por aquelas que se apresentam com baixa CCS no controle anterior. Portanto a
incidéncia dindmica é a taxa de novos casos em relacdo a vacas potencialmente sujeitas.
Essa seria a melhor forma de visualizar a dindmica de infec¢Ges no rebanho e a meta seria

de uma incidéncia menor que 12% ao més (Machado e Cassoli, 2002).
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Um método que auxilia na definicdo da incidéncia dindmica é a criagdo de
graficos de plotagem usando CCS de dois meses consecutivos (Figura 11). Além da
melhor visualizagdo da incidéncia dindmica, outros dados importantes como taxa de cura

e/ou taxa de infec¢bes que permanecem cronicas podem ser extraidos (Figura 12).

Figura 11. Gréafico de plotagem de contagem de células somaticas para dois meses
consecutivos.*

“A” InfecgOes curadas . “B” Infecgdes cronicas
L 2 4
. 2
. ¢ * *
g
Marco 250
g
2 g 2 g
g g g
2 2
- ’ - -
“C” Sem infec¢des 2 meses “D” Novas infeccdes
0 250
Abril

*Adaptado de: Ruegg, 2003.

Figura 12. Formulas para céalculos e metas de indices epidemiol6gicos da mastite
subclinica.

Prevaléncia = Vacas >250.000 CCS + Vacas em Lactagdo (Meta <15%)

Incidéncia Classica = Vacas >250.000 CCS pela primeira vez na lactagdo + Vacas em Lactagdo (Meta
<5% ao més)

Incidéncia Dindmica = Vacas >250.000 CCS teste atual + Vacas <250.000 no teste anterior (D +
(C+D)) (Meta <12%).

Taxa de cronicidade de infecgdes = Vacas >250.000 CCS teste atual + Vacas >250.000 CCS no teste
anterior (B + (A+B)) (Meta <50%).
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2.3.2.Califérnia Mastitis Test (CMT)

O CMT e um método fécil e confidvel para o diagnostico de mastite subclinica. O
reagente CMT ¢é simplesmente um detergente associado a um indicador de pH (purpura
de bromocresol). O nivel de reacdo entre o detergente e 0 DNA nucléico das células € a
medida do numero de células somaticas no leite. A relacdo entre os valores de CCS e
CMT néo é precisa devido ao alto grau de variabilidade de valores de CCS para cada
escore de CMT (Tabela 7).

O CMT foi desenvolvido para testar amostras de leite de quartos individuais, mas
também foi utilizado em amostras compostas de quartos mamarios e em amostras de
tanque de expanséo (Schalm e Noorlander, 1957). A reacdo de CMT deve ser lida dentro
de 15 segundos apds a mistura do leite com o reagente, pois reacdes fracas desaparecem

com o tempo.

Em amostras de quartos mamarios, quando o objetivo for minimizar a taxa de
falso negativos, o teste deve ser lido como negativo versus positivo, com a reagdo “trago”
classificada como positiva. Se o CMT for utilizado como uma ferramenta para decisdes
de descarte, talvez um ponto de corte com uma menor taxa de falso positivos seja

desejavel (Ruegg, 2003).

Tabela 7. Relacdo entre contagem de células somaticas e escore de CMT.*

Score do CMT Reacao visivel Faixa de CCS (1.000 céls/mL)
Negativo Mistura permanece liquida; sem evidéncia de precipitado 0-200

Traco Leve precipitacdo; desaparece com movimento continuo 150-500

1 Precipitacdo distinta; sem tendéncia a formacéo de gel 400-1.500

2 Mistura engrossa imediatamente e se concentra 800-5.000

3 Formagdo de gel e superficie se torna convexa >5.000

Adaptado de: Ruegg , 2003.

2.3.3. Deteccdao e registro dos casos de mastite clinica

A retirada dos primeiros jatos de leite e a observagdo da secrecdo advinda,
anterior & ordenha, é uma rotina fundamental para a detecgdo eficiente de casos de

mastite clinica. O monitoramento da mastite clinica pode ajudar na deteccdo recente de
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problemas e, portanto, tornar a vigilancia ainda mais eficiente na prevencao de perdas
devido a mastite (Sears et al., 1993). N&o sdo raros 0s casos em que falhas de manejo,
como mé conduta na limpeza de camas em sistemas de confinamento ou excesso de lama
e sujidades em areas de descanso dos animais, sdo detectadas pela crescente incidéncia de
casos de mastite clinica. Esse aumento de incidéncia pode refletir em aumentos na
contagem de células somaticas, porém, so seriam verificados no determinado periodo de
coleta para analise caso ndo estivessem sendo detectados e devidamente anotados os

casos de mastite clinica.

Estudos divergem com relacdo a definicdo de mastite e aos calculos das taxas de
mastite clinica (Ruegg, 2003). A prevaléncia de qualquer doenca no rebanho é uma
funcdo de sua incidéncia e duracdo nos animais, portanto, acompanhar diariamente a
prevaléncia da mastite clinica é uma boa forma de monitorar essa doenca. Em um
rebanho de 100 vacas, duas vacas com sintomas clinicos de mastite em um determinado
dia representam uma prevaléncia de 2% de mastite naquele dia. Ao final do més, a média
aritmética desse indice é a prevaléncia média diaria de mastite clinica naquele
determinado més. Esse dado seria mais bem coletado e visualizado em tabelas de
anotacdo diaria que poderiam servir inclusive para 0 acompanhamento de tratamentos e
de descarte de leite residual (Fonseca e Santos, 2001) (Figura 13). Meta factivel seria de

possuir uma prevaléncia média diaria de mastite clinica <1%.
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Figura 13. Ficha mensal para acompanhamento de casos de mastite clinica.*

Més: Dezembro

Dia

Num. Vaca

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

Total
vacas-dia

de

T

M|T

191

M|T
G |G

221

M
G
G |G

222

245

Num. vacas

Vacas em
lactacdo

100

100

100

100

100

100

100

100

100

PININ PN

Prevaléncia
(%)

1

2

0

0

0

1

M = Manhg; T = Tarde; G = Grumos (secrecdo anormal da glandula).

Prevaléncia média diaria de mastite clinica = ((total de vacas-dia de mastite + num. médio de vacas em

lactacdo) + total de dias no més) x 100.
*Adaptado de: Fonseca e Santos (2001).

Outros indices importantes para um bom sistema de investigagio medem a

recorréncia de casos clinicos, o0 numero médio de quartos acometidos e a duracdo dos

casos e devem ser calculados a cada trimestre e de forma sazonal (Reneau, 1993) (Figura

14). Para uma melhor padronizacdo desses numeros, adota-se uma regra estipulando-se

que um novo caso é contado, na mesma vaca e quarto acometidos anteriormente, quando

esse caso ocorre distante em pelo menos 14 dias do primeiro caso. Se esse intervalo for

menor, considera-se como parte do mesmo caso ja anteriormente computado (Ruegg,

2003).

Figura 14. Célculos de indices de mastite clinica em rebanhos.*

Meédia de duragdo dos casos = Total de dias de mastite + total de casos no periodo

% de vacas com >1 caso clinico = NUm. vacas com 2 ou mais casos clinicos + Num. médio de
vacas em lactacdo durante o periodo.

Probabilidade de recorréncia = NUm. vacas com 2 ou mais casos clinicos + Nim. vacas com 1
caso durante o periodo

Média de quartos por caso = Nim. quartos afetados + NUm. vacas com mastite no periodo

*Adaptado de: Reneau, 1993.
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2.3.4. Cultivos microbioldgicos

A identificacdo dos agentes microbiol6gicos responsaveis pelos casos de mastite
no rebanho auxilia de maneira essencial na determinacdo das estratégias de manejo a
serem adotadas para o controle da doenca (Sears et al., 1993). O uso de ferramentas de
diagnostico da mastite subclinica como a CCS e o esfor¢o na correta deteccao de casos de
mastite clinica junto a organizacao dos dados obtidos geralmente pressup@e a natureza do
problema enfrentado, porém uma definicdo mais segura, na maioria dos casos, exige a
recuperacdo e o conhecimento do agente etioldgico no rebanho. Como no caso da CCS,
as andlises microbiolégicas também podem ser feitas no tanque de expansdo ou

individual por animal ou quarto mamario.

Cultivo microbiol6gico do tangue de expansao

No intuito de agregar informacdo para programas investigativos, além da
contagem bacteriana total (CBT) do tanque, a contagem diferenciada por tipo bacteriano
é fundamental. Ao contrario da CBT, métodos eletronicos rapidos de analise ndo séo
disponiveis para a contagem diferenciada por espécies. Portanto, métodos tradicionais de
cultivos sdo empregados demandando cuidados extras na forma de coleta e envio das
amostras. O uso de procedimentos assépticos e de utensilios estéreis para coleta é
essencial e, de acordo com Farnsworth (1993), amostras compostas de 4 dias séo
necessarias para a obtencao de resultados mais consistentes. As amostras ndo devem ser
congeladas e devem ser enviadas resfriadas ao laboratorio (Jayarao e Wolfgang, 2003). A
constante agitacdo durante o resfriamento do leite propicia uniformidade adequada ao
produto no tanque e, portanto o melhor momento para a coleta seria ao término da
ordenha. Um utensilio simples e de facil acesso e que poderia auxiliar na coleta seria uma

pipeta estéril de inseminacdo acoplada a uma seringa (Farnsworth, 1993).
O nivel de contaminagdo ou de presenca de determinados agentes no leite pode

ser indicativo de falhas em diversas etapas da producéo do leite ou na sadde da glandula

mamaria dos animais. Ainda ndo existem dados brasileiros que estabelecam niveis
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adequados de contaminacdo dos diferentes tipos bacterianos e, com certeza, seriam bem
variados de acordo com o modelo de producdo e de manejo adotados em cada
propriedade. Farnsworth (1992) demonstrou a classificacdo em niveis de contaminagdo
de diversos tipos bacterianos em fazendas do estado de Minnessota (EUA) (Tabela 8).

Tabela 8. Tabela de significancia de concentracdo (UFC / mL) de diversos tipos
bacterianos em amostras de tanque de expansao da Universidade de Minnessota (EUA).*

Niveis de contaminagéo

Tipo de bactéria Baixo Moderado Alto Muito alto
Streptococcus agalactiae 0-50 50-200 200-400 >400
Staphylococcus aureus <50 50-150 150-250 >250
Streptococcus ndo agalactiae 500-700 700-1200 1200-2000 >2000
Coliformes <100 100-400 400-700 >700
SCN <300 300-500 400-750 >750

SCN = Staphylococcus coagulase negativos
*Adaptado de: Farnsworth, 1992.

Se as amostras forem bem manipuladas e ndo permitirem a multiplicacdo
bacteriana, o aparecimento de S. aureus e de S. agalactiae significam a presenca de
animais infectados no rebanho (Farnsworth et al., 1977). No entanto, devido a grandes
variagdes de eliminacgéo, flutuacdes breves de contagem ndo devem ser usadas como

medida de sucesso ou fracasso em um programa de controle.

Streptococcus ndo agalactiae sdo encontrados em grandes quantidades no
ambiente da vaca. Portanto, a maioria dos Streptococcus sp. encontrados no tanque séo
provenientes da pele do teto das vacas e, somente em situacbes raras, infeccOes
intramamarias contribuem significativamente para esse numero (Farnsworth, 1993).
Streptococcus sp indicam a presenca de vacas sujas na ordenha e/ou falhas na preparagéo
dessas para ordenha como, por exemplo, 0 uso excessivo de agua na ordenha (Philpot e
Nickerson, 2000).

Coliformes sdo geralmente eliminados em pequenos periodos quando participam

de infec¢bes intramamarias. Portanto, 0s niveis de contamina¢do no tanque sdo quase

inteiramente relacionados & contaminacdo da pele do teto das vacas no momento da
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ordenha, também sugerindo a presenca de vacas sujas e/ou falhas na preparacdo dessas

para ordenha (Farnsworth, 1993).

Staphylococcus coagulase negativos sédo habitantes normais da pele dos tetos e
sua presenca em grandes numeros no leite do tanque de expansdo geralmente esta
associada a falta de desinfeccdo dos tetos apds a ordenha (pds-dipping) ou mesmo pos-

dipping incompleto ou ineficaz (Farnsworth, 1993).

Cultivos microbiolédgicos individuais

Das ferramentas investigativas propostas até entdo, o mais trabalhoso e caro seria
o cultivo microbioldgico individual dos animais. Procedimentos assépticos de coleta e
frascos estéreis sdo necessarios e amostras obtidas anterior a ordenha sdo preferidas
devido a maior recuperacao de patdgenos (maior sensibilidade) se comparada a amostras
obtidas apo6s a ordenha (Sears et al., 1991). Para a investigacdo da mastite subclinica,
geralmente amostras compostas sdo preferidas em relagdo a amostras de quartos
mamarios no intuito de reduzir custos analiticos (Ruegg, 2003). Para a investigacdo dos
patdgenos determinantes de casos clinicos, a coleta do leite do quarto mamario logo ap6s

a deteccdo do caso é recomendada.

Resultados de cultivos microbiol6gicos individuais correlacionam bem a CCS dos
animais quando o problema em questdo estd associado a microrganismos contagiosos.
Esses microrganismos comumente produzem infec¢Ges de longa duragéo e que persistem
em lactacOes subsequentes (Sears et al., 1993). A identificacdo de vacas positivas para S.
agalactiae via cultivo microbioldgico é bastante eficiente (Ruegg, 2003). A sensibilidade
e a especificidade do método de cultivo é superior a 95% e diferencas nas técnicas de
cultivo como o volume do in6culo utilizado ou na amostragem por quarto mamario ou
composta nédo influenciam os resultados (Dinsmore et al., 1991). Ao contrario, vacas
infectadas por S. aureus eliminam o microrganismo de forma ciclica e cultivos de
amostras compostas de leite podem resultar em uma taxa de falso-negativos de até 37%

(63% de sensibilidade) (Lam et al., 1996). A taxa de isolamento desse agente pode
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aumentar via amostragem de quartos mamarios ao invés de amostras compostas, uso de
coletas multiplas consecutivas e ainda pelo aumento do volume do indculo ou 0 emprego
de técnicas como centrifugacdo e pré-incubacdo de amostras (Tabela 9) (Sears et al,
1990, Lam et al., 1996, Zecconi et al., 1997, Sol et al., 2002).

Microrganismos ambientais geralmente produzem infeccdes de curta duracédo e a
prevaléncia de infeccdo determinada pelo cultivo microbioldgico de todos animais, na
maioria dos casos, ndo retrata a dindmica da situacdo no rebanho. Para uma melhor
investigacdo de problemas relacionados a patdgenos ambientais, o cultivo de casos
clinicos e o cultivo do leite do tanque de expansdo sdo recomendados (Smith e Hogan,
1993). Em casos clinicos, 30 a 35% das amostras enviadas para cultivo podem n&o
crescer nenhum patdgeno, gerando resultados negativos. As infeccbes por coliformes séo
responsaveis por uma por¢do consideravel desses casos, pois ao detectar o caso clinico,
muitas infeccBes intramamarias ja foram resolvidas (Erskine et al., 2003). Além disso, o
cultivo de casos clinicos também auxilia significativamente na identificacdo de vacas
portadoras de agentes contagiosos, pois nesses casos, eventos de casos clinicos

esporadicos sdo normais.
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Tabela 9. Sensibilidade relativa de diferentes metodologias de amostragem e técnicas de
cultivo de Staphylococcus aureus.

Técnica / Amostragem Sensibilidade Pesquisador
Método padrao / Amostra composta Lam et al., 1996
Coleta Unica 63
2 coletas consecutivas 86
3 coletas consecutivas 95
Método padréo / Quarto mamario Sears et al, 1990
Coleta Unica 75
2 coletas consecutivas 94
3 coletas consecutivas 98
Volume aumentado do inéculo / Amostra Lam et al., 1996
composta
In6culo 0,01 mL 78
In6culo 0,05 mL 86
Inéculo 0,10 mL 90
Centrifugacdo / Quarto mamario Zecconi et al., 1997

Sedimento de 10 mL Aumento em 86,6% na recuperacao
de S. aureus se comparado ao
método padréo.

Pré-Incubacéo / Quarto mamario Sol et al., 2002
Método padrédo 19
Pré-incubagéo por 24h a 37°C 88
Padrédo + Pré-incubacédo 91

Uma pratica comum em cultivos laboratoriais de casos clinicos € a associacdo de
resultados de testes de susceptibilidade dos microrganismos encontrados, principalmente
em cultivos de casos clinicos de mastite. De acordo com Constable e Morin (2003), testes
“in vitro” de sensibilidade podem ndo predizer a eficacia do antibidtico “in vivo”, nao
sendo, portanto recomendados para guiar decisfes de tratamentos de casos individuais.
Os motivos apresentados para isso sdo que o teste “in vitro” pode usar um antibidtico
diferente do ingrediente ativo presente em formulagbes comerciais, antibioticos
especificos podem deprimir os mecanismos normais de defesa da glandula e/ou a
distribuicdo do antibidtico na glandula com inflamacdo pode ser irregular. Testes de
sensibilidade podem gerar informacGes importantes quanto ao perfil de susceptibilidade
das infeccbes do rebanho quando S. aureus produtores de p-lactamase sdo o0s
microrganismos envolvidos. No entanto, o perfil de susceptibilidade de microrganismos
ambientais tem pouca validade ja que infec¢bes sdo originadas de fontes diversas
(Constable e Morin, 2003).
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2.4. CONTROLE DA MASTITE

Os métodos aplicados para o controle da mastite devem focar os dois eixos
principais que definem o bindmio satde vs doenca que sio: PRESSAO DE PATOGENO
X RESISTENCIA DO ANIMAL (Smith, 1983). Para uma maior eficiéncia dos métodos
de controles, o conhecimento do reservatério de patdgenos, da via de infeccdo e dos
comportamentos desses agentes apds a infecgdo, entre outros, é fundamental. E por
diferirem em quase todos esses aspectos que se deve sempre dividir a mastite em dois
grupos: MASTITE AMBIENTAL E MASTITE CONTAGIOSA, para o efeito de

formulacéo de programas de controle especificos para cada um.

Alguns pontos de controle s&o comuns tanto para a mastite ambiental quanto para
a contagiosa. Abaixo seguem enumerados 0s pontos de controle importantes em cada tipo

de mastite e, logo a seguir, uma discussdo unificada desses topicos.

Métodos recomendados para o controle da mastite ambiental:

1. Locais limpos e secos para 0s animais seja durante a lactacdo ou no periodo seco.
2. Rotina de ordenha higiénica focando a utilizacdo da desinfeccdo dos tetos prévia a
ordenha (pré-dipping), visando ordenhar tetos limpos e secos.

Tratamento de vaca seca em todos 0s quartos mamarios.

Deixar vacas em pé uma hora apés o término da ordenha.

Funcionamento adequado do equipamento de ordenha.

Tratamento de casos clinicos

N o g~ W

Melhoria do status imunoldgico dos animais via reducdo de stress, suplementagédo

adequada de vitaminas e minerais ou mesmo vacinacoes.

Métodos recomendados para o controle da mastite contagiosa:

1. Rotina higiénica de ordenha focando a desinfecgdo dos tetos ap6s a ordenha

(“post dipping”).
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Funcionamento adequado do equipamento de ordenha.
Tratamento de vaca seca em todos 0s quartos mamarios.
Segregacdo e/ou linha de ordenha

Tratamento de casos clinicos e alguns subclinicos

Descarte de animais cronicos

N oo g bk~ DD

suplementacdo adequada de vitaminas e minerais ou mesmo vacinagoes.

Melhoria do “status” imunoldgico dos animais via reducdo de stress,

A necessidade de todos esses pontos de controle reforcam a natureza multifatorial

da mastite. De todos os pontos abordados, 0 manejo é o principal fator responsavel pela

mastite (Philpot e Nickerson, 2000). A avaliacdo e a adocdo de préaticas rotineiras

importantes nesse aspecto sao fundamentais para um bom controle da doenca e requer um

comprometimento consideravel de todos os envolvidos na producdo do leite sendo uma

consultoria profissional fundamental nesse momento (Figura 15).

Figura 15. Fatores responsaveis pela mastite em rebanhos leiteiros.

Equipamento de
ordenha
6%

Manejo
48%

Genética
20%

*Adaptado de: Philpot e Nickerson (2000). Dados provenientes da Dinamarca.

Instalagcdes e meio
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2.4.1. Ambiente limpo e seco

Visa atuar principalmente no reservatorio de patégenos ambientais reduzindo a
exposicdo dos tetos aos agentes. Em sistemas confinados tipo “free-stall”, camas
organicas sdo fontes freqlientes desses microrganismos sendo Streptococcus uberis
geralmente associados a camas de palha e Escherichia coli e Klebsiella sp associados a
camas de serragem (NMC, 1999). Camas de material inorganico como areia devem ser
preferidas. Outras fontes comuns desses microrganismos sdo esterco, lama, sujeiras,
pocas de agua paradas, panos e esponjas utilizadas para limpeza do Ubere, areas de cocho

e de sombras Umidas e sujas ou mesmo seringas, canulas ou agulhas contaminadas.

A patogenia complexa dos microrganismos ambientais exige ampla atuacdo e
acompanhamento de todo o ambiente da fazenda ja que as infeccbes ocorrem durante
todo o tempo, seja durante a ordenha ou nos intervalos entre elas. Outro aspecto
importante € a manutencdo de ambientes adequados em momentos de maior
susceptibilidade dos animais para a aquisicdo de infecces de patdgenos ambientais (duas

semanas pos-secagem e pré-parto e fase inicial da lactacdo) (Smith et al., 1985a).

2.4.2. Higiene de ordenha

Uma boa qualidade de ordenha se resume em ordenhar vacas calmas, sadias, bem
estimuladas, com tetos limpos e secos, pelo menor tempo possivel, sem deixar leite
residual ou exercer sobre-ordenha e desinfetar os tetos apds esse procedimento (Ruegg e
Reineman, 2002).

A desinfeccdo dos tetos anterior a ordenha (pré-dipping) diminui de maneira
significativa a presenga de microrganismos nos tetos resultando em 50% de reducédo de
infeccdes por microrganismos ambientais em alguns casos (Smith e Hogan, 1993). Atua,
portanto na reducdo da exposicdo a patdgenos em um momento de risco para infeccdes
que seria 0 processo de ordenha. Segundo Bramley (1990), aproximadamente 70% dos

tetos estavam contamindados com Streptococcus ambientais anterior a ordenha.
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A desinfeccdo dos tetos apos a ordenha (pds-dipping) age principalmente na
defesa a patdgenos contagiosos evitando que esses colonizem o teto ou o canal. Diminui
assim a pressao de patdgeno e conseqlientemente as novas infecgdes. Além disso, logo
apos a ordenha quando o canal do teto esta aberto e a pressdo interna € minima constitui o
momento ideal para entrada direta de patdogenos que estavam ali colonizando ou que
chegaram via equipamento, utensilios ou méos contaminadas. Novas infecgdes por
microrganismos contagiosos sdo reduzidas em aproximadamente 50% através do uso
eficiente do p6s-dipping (NMC, 1987).

2.4.3. Procedimentos de ordenha e funcionamento adequado do equipamento de

ordenha

Um bom equipamento de ordenha, associado a boas praticas de conduta do
pessoal envolvido na ordenha precisam garantir que processos importantes sejam

eficientemente executados (Philpot e Nickerson, 2000):

e Estimular tetos durante 12 a 15 segundos e verificar o status sanitario da
glandula via retirada e observagao dos primeiros jatos.

e Ordenhar tetos limpos e secos permitindo uma acdo de 30 segundos do
produto de pré-dipping.

e Acoplar conjuntos 40 a 90 segundos apos o inicio da estimulacéo.

e Ajustar conjuntos com saida paralela e para baixo.

e Permitir maior fluxo e ordenhar no menor tempo possivel.

e Retirar teteiras suavemente quando o fluxo do leite estiver abaixo de 0,5 kg
por minuto.

e Permitir leite residual de no méaximo 400 g por vaca.

e Desinfetar os tetos (“post dipping”) logo apos o precesso de ordenha cobrindo

toda a superficie dos mesmos com a solucéo desinfetante.
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2.4.4. Vacas em pé ap0s a ordenha

A extremidade do teto é considerada a primeira linha de defesa contra a mastite
visto ser a rota pela qual os patégenos invasores tém acesso a glandula mamaria. O canal
do teto possui musculos esfincteres que mantém um fechamento estreito entre ordenhas e
evita a penetracdo bacteriana. Uma maior laténcia do esfincter é diretamente associada a

maior incidéncia de mastite (Sordillo e Streicher, 2002).

O canal do teto permanece dilatado durante até duas horas ap0s a ordenha.
Portanto, alimentar as vacas durante esse periodo faz com que elas se mantenham em pée,
dando tempo ao musculo esfincter de se fechar em volta do canal do teto, evitando a
penetracdo bacteriana (Philpot e Nickerson, 2000).

2.4.5. Segregacdo e linha de ordenha

As teteiras representam uma grande fonte de transmissdo de microrganismos
contagiosos. A correta identificacdo de vacas infectadas e a ordenha desses animais apds
0s animais sadios sdo de grande importancia para a reducdo da transmissdo de patdégenos
contagiosos. Ordenhar vacas infectadas com unidades de ordenha separadas também
pode ser uma opcdo quando as condi¢bes do equipamento permitirem (Ruegg e
Reinemann, 2002). A segregacdo de animais ou 0 uso de unidades de ordenha separadas
durante dois anos reduziu a prevaléncia média de S. aureus nos rebanhos de 30 para 16%
e a CCS do tanque de 600.000 para 345.000 cél / mL. Rebanhos que ndo segregaram nado
reduziram a prevaléncia de infec¢cdo durante esse periodo (Wilson et al. 1995).

Quando a identificacdo precisa de animais infectados via cultivos microbioldgicos
ndo for uma alternativa, a pratica de uma adequada linha de ordenha embasada por
analises mensais de CCS pode ser Gtil no controle da mastite contagiosa. Uma boa ordem

para ordenha dos animais seria:
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Primiparas.

Pluriparas no estagio inicial da lactacéo.
Pluriparas no estagio avangado da lactacgéo.
Animais com mastite clinica.

Animais com CCS >250.000 crodnica.

o > w0 e

2.4.6. Terapia da mastite durante a lactagio

A cura e a eliminacdo de infeccbes existentes € um aspecto fundamental do
controle da mastite (Ruegg e Reinemann, 2002). A administracdo de antimicrobianos
durante a lactagdo é essencial em muitas infec¢des clinicas ou subclinicas da glandula
mamaria, porém a sua utilizagdo deve ser maximizada a fim de reduzir os custos e riscos
inerentes a essa pratica. A auséncia de residuos de antimicrobianos no leite
comercializado é uma exigéncia legal e largamente adotada visando a protecdo da saude
do publico consumidor. De acordo com os dados do Departamento da Agricultura do
Estado do Michigan (EUA), 90% dos casos de presenca de residuos inibitérios no leite
comercializado estavam associados a terapia da mastite (Erskine et al., 2003). Nesses
casos, perdas econémicas ao produtor sdo grandes e associadas ao descarte do leite,
ressarcimento de outros volumes porventura misturados, e até mesmo, a desqualificacdo
da propriedade para o fornecimento de leite. Além desses riscos, custos normais da
administracdo de antimicrobianos durante a lactacdo envolvem o0s custos com o
medicamento em si, 0 leite descartado e a mdo de obra extra para administracdo e

controle na propriedade.

Tratamento de casos subclinicos

A terapia antimicrobiana deve ser utilizada em casos de mastite subclinica em
situacGes onde os custos associados ao tratamento serdo compensados pelos ganhos
compensatérios de producdo e qualidade apds a eliminagdo da infecgdo. Em casos de

microrganismos contagiosos, a eliminacdo de infecgdes intramamarias também reduz o
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reservatorio de patdgenos, diminuindo o risco de transmissdo a vacas nao infectadas
(Erskine et al., 2003).

S. agalactiae sdo agentes ndo invasivos e o tratamento intramamario de vacas em
lactacdo com infeccBes subclinicas geralmente resulta em taxas de cura elevadas (80 a
90%), aumentos de producdo e reducdo significativa da CCS dos animais (Erskine,
2001). Dada a alta sensibilidade do diagndstico microbioldgico, a alta taxa de cura apds o
tratamento e os bons ganhos compensatérios de sua eliminacdo, a erradicacdo do S.
agalactiae deve ser uma meta em rebanhos leiteiros. Para erradicacdo, todos os quatro
quartos de todas as vacas com cultura positivas no rebanho devem ser tratados com
produto intramamario comercial a base de penicilina. Vacas que ainda permanecerem
com alta CCS ap0s o tratamento deverdo ser mantidas segregadas e ter o leite novamente
coletado e submetido a cultivo apdés 30 dias, j& que uma pequena parcela ndo estara
curada. Juntamente a terapia antimicrobiana, uma rotina de ordenha eficiente, o uso do
po6s-dipping e da terapia vaca seca também sdo ferramentas essenciais para atingir a
erradicacdo do S. agalactiae (Ruegg e Reinemann, 2002).

No lado oposto, S. aureus sdo agentes invasivos e geralmente causam infeccGes
intramamarias com formacdo de abscessos profundos. Sdo ainda agentes comumente
resistentes a antimicrobianos (especialmente [-lactamicos) e sobrevivem no meio
intracelular apds fagocitose, local de baixa concentracdo de antimicrobianos. Portanto, a
eliminacdo de infecgdes intramamarias de S. aureus pelo tratamento com antibidticos
durante a lactacdo geralmente é de baixa eficacia (Erskine et al., 2003). Aumento
significativo nas taxas de cura tem sido conseguido com o0 uso de terapia intramamaria
extendida, associacdo de terapia sistémica e/ou vacinagdo. Estratégias a serem utilizadas
em casos especiais onde animais de alto valor genético estejam envolvidos ou mesmo em
casos de infeccOes recentes e em vacas mais jovens com maiores possibilidades de
retorno durante a vida produtiva (Tabela 10). Nesses casos, grande aten¢édo deve ser dada
ao correto diagndstico de cura pés-tratamento visto a baixa sensibilidade dos cultivos
microbioldgicos, especialmente apds tratamentos antimicrobianos onde periodos

refratarios de até 28 dias foram relatados (Newbold, 1974).
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Tabela 10. Taxa de cura de infec¢bes intramamérias de Staphylococcus aureus mediante
diferentes tratamentos durante a lactacéo.

Tratamento Taxa de cura, % Pesquisadores
Pirlimicina IMM (Bula) 26 Costa et al., 2000
Pirlimicina IMM Prolongada (8x) 51

Amoxicilina IMM 25 Owens et al., 1988
Amox. IMM + Penicilina Parenteral 51

Antibiético IMM 17 Sears, 1999
Antibi6tico IMM + Vacina autégena 36

IMM = intramamario.

Tratamento de casos clinicos

Os coliformes e os Streptococcus ambientais (ndo agalactiae) sé@o os principais
responsaveis pela ocorréncia de casos clinicos em rebanhos bem manejados. Hogan et al.
(1989) relataram a prevaléncia de diagnosticos microbiologicos em casos clinicos de
mastite em nove rebanhos leiteiros (Figura 16). Nesses rebanhos, somente 3,4% dos
casos clinicos foram causados por microrganismos contagiosos e 96,6% tiveram origem
ambiental. Esse quadro pode ser diferente em rebanhos com alta prevaléncia de agentes
contagiosos onde a infeccdo crénica favorece a ocorréncia de casos esporadicos e
reincidentes e que podem representar parcela consideravel dos casos clinicos do rebanho
(Hillerton e Berry, 2003).
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Figura 16. Prevaléncia de diagnosticos microbioldgicos de casos clinicos de mastite em
nove rebanhos bem manejados.*

Qutros
18% Coliformes

Streptococcu
ambientais
25%

Negativos
27%

Streptococcus ambientais = Streptococcus ndo agalactiae.

*Adaptado de: Hogan et al., 1989.

“Muitos casos de cultivo negativos devem ter sido causados por infec¢des de curta duragdo por coliformes.
No entanto, ndo existem provas absolutas (Hogan et al., 1989)”.

N&do existe um protocolo de tratamento de casos clinicos que possa ser
recomendado para todas as fazendas. Em cada situacdo existem peculiaridades que
devem ser pesquisadas e ponderadas pelos criadores e profissionais responsaveis a fim de
tracar a melhor estratégia de tratamento. Diferentes agentes etioldgicos evocam diferentes
condutas de tratamento, mas a necessidade de uma rapida tomada de decisdo em casos
clinicos geralmente precede o resultado do diagndstico microbioldgico. Obter dados de
cultivos de casos clinicos, no entanto, é fundamental para a formagéo de um historico da
fazenda, e juntamente com defini¢des da severidade do caso no momento do diagndstico
subsidiar as pessoas responsaveis na definicdo das melhores estratégias de tratamento a
serem adotadas. De acordo com a severidade, casos clinicos de mastite devem ser

classificados em trés niveis (Sears e McCarthy, 2003) (Tabela 11).
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Tabela 11. Classificacdo da mastite clinica quanto a severidade dos casos.

Local de alteracdo clinica

Classificacio da mastite Leite Glandula Sistémico
Grau 1 + - -
Grau 2 + + -
Grau 3 + + +

+ = alteracdo presente; - = alteracdo ausente.

O objetivo da terapia antimicrobiana é de atingir concentragdes efetivas da droga
no local de infeccdo. Na mastite bovina, a consideracdo de trés compartimentos
farmacologicos é fundamental para orientar a formulacdo de estratégias de tratamento:
(1) o leite e o tecido epitelial superficial dos ductos e alvéolos; (2) o tecido profundo da
glandula; (3) a vaca (Erskine et al., 2003). Agentes ndo invasivos e que habitam somente
0 primeiro compartimento como Streptococcus agalactiae e Staphylococcus coagulase
negativos geralmente sdo eliminados atraves do uso de medicamentos por via
intramamaria. Patdgenos invasivos como S. aureus e S. uberis geralmente exigem
administraces intramamarias por maiores periodos e concentraces associadas ou nao a
tratamentos sistémicos a fim de atingirem o segundo compartimento, o tecido profundo
da glandula. A bacteremia pode ocorrer como uma conseqliéncia de mastite por
coliformes e o compartimento alvo de casos severos causados por esses agentes deve ser
0 terceiro compartimento, a vaca, sendo atingido via administracdo sistémica de
antimicrobianos (Erskine et al., 2003) (Tabela 12).

Tabela 12. Resumo do modelo de trés compartimentos alvos para patégenos da mastite.™

Compartimento farmacoldgico

Pat6geno da mastite Leite e ductos Parénquima Vaca
Sterptococcus agalactiae +++ - -
Streptococcus sp. +++ + -
Staphylococcus aureus + +++ -
Staphylococcus sp +++ - -
Coliformes? + . St
Mycorplasma e outros Gram-negativos® - - +++
#Mastite clinica severa. Tratamento de suporte e prevencéo de bacteremia secundaria sao as preocupacoes
primarias.

+++ = alvo primério; + = algum beneficio; - = pouco valor.
*Fonte: Erskine et al., 2003.
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Tratamento de casos moderados de mastite clinica

O tratamento de casos moderados de mastite (leite visualmente anormal com ou
sem inflamacdo local do quarto afetado e sem sintomas sistémicos; grau 1 ou 2),
diferentemente dos casos severos, € uma decisdo terapéutica mais voluntaria (Erskine,
2003). No entanto, a mensuracao da eficiéncia do tratamento de casos clinicos deve levar
em consideracdo ndo somente a cura clinica, mas também a cura bacteriologica.
Definigdes de tratamentos baseadas somente no encerramento dos sintomas clinicos da
doenca podem subestimar os efeitos de uma baixa cura bacteriologica e causar ainda mais
prejuizos ao rebanho via permanéncia de infecgdes crbnicas, recidivas, aumento da CCS
do tanque e dos custos associados ao tratamento de casos cronicos. 1sso € particularmente
verdade em infec¢es causadas por Streptococcus ambientais. Pesquisadores relataram
menores taxas de cura bacteriolégica em relacdo a cura clinica de infeccbes de
Streptococcus ambientais com adocdo de protocolos de tratamentos sem a inclusdo de
antimicrobianos (Chamings, 1984 e Guterbock et al., 1993) (Tabela 13). Apds a ado¢édo
de um protocolo de ndo utilizacdo de antibidticos em casos de mastite clinica, Cattel
(1996) relatou aumento agudo na incidéncia de casos clinicos e na prevaléncia de
infeccBes intramamarias e aumento subseqiiente na CCS do rebanho associado com

infecgdes intramamarias de Streptococcus uberis.

Outro fator também importante na definicdo de protocolos de tratamentos para
Streptococcus ambientais € a baixa taxa de cura de infec¢es submetidas a tratamentos
por curtos periodos com antibidticos (conforme indicado pela bula) em relacdo aquelas
submetidas a terapia prolongada (Hillerton et al., 2002) (Tabela 13). Relativo a rota de
administracao do antimicrobiano, ndo houve vantagem na combinacdo do tratamento
intramamario e parenteral, e o tratamento parenteral sozinho teve a mesma eficacia do
tratamento intramamario em infeccBes de S. uberis. No entanto, a rota intramamaéria foi
vantajosa por utilizar menor quantidade de antibidtico para atingir o mesmo efeito
(Hillerton e Kliem, 2002) (Tabela 13). A resisténcia dos Streptococcus a penicilina G
parece ter mudado pouco em 40 anos e, portanto continuam sendo as drogas de escolha

para o tratamento de casos de mastite clinica. Enterococci sdo geralmente mais
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resistentes, mas penicilinas sintéticas continuam altamente eficazes no tratamento da
mastite (Rossito et al., 2002).

Casos moderados de mastite clinica causados por coliformes tém maior taxa de
cura espontanea do que os casos de Streptococcus sp. Nas infecgdes por coliformes cura
espontanea e terapéuticas sdo similares (Erskine et al., 2003) e, em uma parcela
consideravel dos casos, os coliformes foram eliminados da glandula nas primeiras 12
horas apds a infecgdo (Erskine et al, 2002). Portanto, o uso de antimicrobianos pode ser
evitado em casos moderados de mastite tanto nas infec¢bes por coliformes quanto
naquelas com cultivos negativos. Wilson et al. (1999) determinaram que a terapia
intramamaria ndo apresentou beneficios para os casos de mastite clinica ocasionados pela
maioria dos patdgenos, com exce¢do dos Streptococcus sp. Guterbock et al. (1993)
relataram ndo haver diferencas nas taxas de cura clinica ou bacterioldgica de casos
clinicos causados por coliformes submetidos ou ndo a antibioticoterapia em trés fazendas

na Califérnia.

Tabela 13. Taxas de cura de mastite clinica causada por Streptococcus ambientais.*

Cura Cura
Espécies Clinica, Bacterioldgica, Tratamento Referéncia
% %
Casos a campo
Streptococcus ndo agalactiae 53-70 46-73 IMM (Bula) 1
61 48 Ocitocina
Streptococcus uberis 87 19 Nenhum 2
Streptococcus uberis - 62 Parenteral 3
Streptococcus uberis - 65 IMM 4
Casos experimentais
Streptococcus uberis 0 0 Nenhum 5
27 27 IMM (Bula)
100 80 IMM Prolongado
18 0 Parenteral Bula
91 80 Parent. Prolongado
61 61 IMM e Parenteral
100 72 IMM e Parent. Prolongado
0 0 Ocitocina

IMM = intramamario; Parent. = parenteral

Referéncias: 1, Guterbock et al. (1993); 2, Chamings (1984); 3, Pyorala e Pyorala (1998); 4, Hillerton et al.
(1995); 5, Hillerton et al. (2002)

* Adaptado de: Hillerton e Berry, 2003.
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Infeccdes por coliformes ou com cultivos negativos sdo responsaveis por parcela
consideravel dos casos clinicos (>50% em alguns rebanhos). A opcdo de nédo utilizacéo
de antibidticos em casos onde ndo haja comprometimento sistémico é, pelo menos,
tentadora. A adogdo dessa estratégia levaria a grandes economias tanto no gasto de
medicamentos, mas principalmente, no volume de leite descartado na fazenda. O ndo uso
de antibioticos em casos por coliformes ou de cultivos negativos, no entanto, so deve ser
feita mediante a presenca de um diagndéstico microbiol6gico rapido e que gere subsidios
para a tomada de decisdes rotineira nas fazendas. Isso é uma realidade distante para a
maioria das fazendas visto o grande tempo gasto na coleta, conservacdo, envio e
processamento em laboratérios microbiologicos. O ndo tratamento da mastite clinica
moderada nessas propriedades pode levar a prejuizos que superem muito os beneficios
dessa pratica. Casos clinicos por Streptococcus sp. demandam o uso de antibidticos e
agentes contagiosos como S. agalactiae e S. aureus podem disseminar no rebanho com
maior velocidade caso ndo sejam eliminados ou pelo menos controlados durante o0s
episodios clinicos. Se cultivo microbioldgico rapido é realidade na fazenda, casos
clinicos moderados podem esperar o resultado microbiolégico por 24 horas e entdo
iniciar o tratamento adequado sem interferéncia no resultado (Morales et al., 2001). Além
do uso de equipamentos especificos e pessoal treinado para a conducdo de um
diagndstico microbioldgico padréo, técnicas alternativas rapidas e mais simples como o
uso dos Petrifilm® (3M, Minneapolis, EUA) podem permitir que um maior nimero de

fazendas compartilhem esses beneficios no futuro.

Em casos clinicos moderados por S. aureus, terapia com antibioticos pode ser
eficiente em reduzir os sinais clinicos e razoavelmente eficaz em novilhas e em infeccdes
recentes. No entanto, infec¢bes cronicas ndo respondem bem (Sears e McCarthy, 2003).
Em casos clinicos moderados causados por outros agentes Gram-negativos ou por algas,
fungos, leveduras ou micoplasmas, terapia com antibidticos também ndo € eficaz e
frascos com antibioticos de doses maultiplas devem ser sempre suspeita como fonte de

contaminac&o (Philpot e Nickerson, 2000).
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Tratamento de casos severos de mastite clinica

Os coliformes séo a causa mais comum de mastite clinica com comprometimento
sisttmico dos animais (grau 3). Portanto, o alvo priméario no tratamento de casos severos
de mastite deve ser os coliformes, com consideracfes secundarias a outros agentes

etiologicos (Erskine et al., 2003).

Em infeccBes causadas por coliformes, o pico bacteriano € rdpido seguido
também por um rapido declinio ap6s o recrutamento de polimorfonucleares. Muitas das
mudancas inflamatorias e sistémicas observadas durante o curso da mastite aguda por
coliformes sdo resultado da liberacdo de endotoxina lipopolissacaridea (LPS) das
bactérias. O LPS é liberado ap6s a morte das bactérias pela acdo dos polimorfonucleares
no processo de fagocitose (Riollet et al., 2000). Geralmente, o reconhecimento da mastite
por coliformes se da apds o pico bacteriano, portanto a liberagdo maxima de LPS ndo
pode mais ser evitada. Assim sendo, o enfoque terapéutico primario nesses casos deve ser
o tratamento do choque toxico induzido pelas endotoxinas com a administracdo de

fluidos e outra terapias de suporte (Erskine et al., 2003).

O curso de mastites agudas por coliformes ndo € alterado pelo tratamento com
antibiodticos intramamarios, porém estes ainda devem ser administrados em casos severos
de mastite clinica por ocasionar beneficios naqueles casos onde as infec¢es por cocos
Gram-positivos sao as responsaveis (Erskine et al., 2003). Erskine et al. (1992) testaram a
utilizacdo de gentamicina intramamaria em mastite experimental por Escherichia coli.
N&o houve efeito do tratamento na diminuicdo do pico bacteriano, da duragdo da

infeccdo, da CCS convalescente ou da temperatura retal dos animais.

Em estudos com infecgdes naturais, a bacteremia ocorreu em mais de 40% dos
casos severos de mastite por coliformes (Cebra et al., 1996, Wenz et al., 2001,). Esse fato
justifica o foco da terapia antimicrobiana que deve ser voltado para 0 compartimento
“vaca” através da escolha de antibidticos de boa eficicia contra os agentes Gram-

negativos. O uso de oxitetracilina endovenosa (Morinet al., 1988) e Ceftiofur
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intramuscular (Erskine et al., 2002) melhoraram o prognostico clinico em casos severos

de mastite por coliformes.

2.4.7. Manejo da vaca seca para o controle da mastite

Um dos principais fatores que influencia na ocorréncia de casos clinicos na
lactacdo é a infeccdo intramamaéria que se desenvolve ou persiste no periodo seco que a
antecede. Neave et al. (1950) demonstraram que a taxa de novas infec¢des intramamarias
foi seis vezes mais alta nas primeiras trés semanas do periodo seco se comparado a
lactacdo anterior. Além disso, Todhunter et al. (1995) demonstraram que 55% das
infecgdes por Streptococcus ambientais adquiridas no inicio do periodo seco persistiram
na proxima lactacdo. Bradley e Green (2000) sugeriram que 52% de todos os casos de
mastite clinica por coliformes nos 100 primeiros dias de lactacdo podem ter se originados
no periodo seco. A necessidade de adocao de boas praticas de manejo no periodo seco e,
portanto justificada, visto a grande importancia das infec¢bes intramamarias que se
desenvolvem ou persistem nesse periodo e o grande impacto sobre a saude da glandula

mamaria em geral.

No periodo seco, as duas semanas pos-secagem e as duas semanas pré-parto sdo
0s momentos criticos para a aquisicdo de novas infec¢bes intramamarias (Philpot e
Nickerson, 2000). Vérios séo os fatores que influenciam na susceptibilidade das vacas ou
dos quartos mamarios na aquisicdo de novas infec¢Ges intramamarias durante esses

periodos.

Logo apos a secagem, com a interrupcdo da extracdo do leite, procedimentos de
desinfec¢ao dos tetos (“pre e post dipping”) também sdo extintos e a carga bacteriana nos
tetos é aumentada. Com a estase do leite, ocorre um aumento da pressdo interna e
possivel extravasamento de leite da glandula. De acordo com Comalli et al. (1984), o
canal do teto dilata entre 0 e 7 dias pds-secagem e entdo constringe entre 7 e 16 dias.
Além disso, a formacdo do tampdo de queratina com propriedades bacteriostaticas e que

oclui fisicamente o canal do teto pode levar varios dias. Dingwell (2002) demonstrou que
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aproximadamente 50% dos tetos se apresentavam fechados aos 7 dias pds-secagem, mas
apos seis semanas, 23% dos tetos ainda foram classificados como abertos. Nesse mesmo
estudo, quartos que fecharam durante o periodo seco foram 1,8 vezes menos sujeitos a
desenvolver novas infecgdes intramamarias se comparados a quartos que permaneceram
abertos. Esses sdo, portanto alguns dos motivos da fase inicial do periodo seco ser

considerada fundamental para o controle da mastite.

Com a aproximacdo do parto, a secre¢do de colostro € iniciada e a pressdo
intramamaria aumenta. Ocorre entdo dilatacdo do canal to teto, perda do tampdo de
queratina e extravasamento da secrecdo, justificando a maior susceptibilidade da glandula
nesse periodo. Além disso, uma série de fatores imunoldgicos esté alterada na vaca no
periodo peri-parto. As defesas celulares sdo importantes em combater agentes que
porventura sobrepassem as defesas estruturais da glandula mamaria, e nesse periodo, as
funcbes de defesa dos neutréfilos, macréfagos e linfocitos se encontram modificadas ou
reduzidas (Sordillo e Streicher, 2002). Os efeitos do stress associados a gestacdo e ao
parto mediados via sintese de horménios estressores como 0s corticosterides podem

explicar parte da inabilidade imunoldgica nesse periodo (Waller, 2000).

Dados todos esses fatores que acarretam maior susceptibilidade da vaca nos
momentos criticos do periodo seco, a manutencdo de um ambiente propicio, limpo e seco,
para animais que se encontram nessas fases é 6bvia e de grande importancia. Além disso,
a adocdo de praticas que visem a reducdo das taxas de novas infeccdes é fundamental e

serdo discutidas.

Terapia Vaca Seca (TVS)

A administracdo intramamaria de formulagdes com antibidticos para vacas secas
ao término da lactacdo € o mecanismo mais eficaz de eliminar infeccBes existentes e
prevenir novas (Eberhart, 1986). Os beneficios da TVS sdo muitos e incluem reducdo da
CCS, da incidéncia de mastite clinica e aumento da producéo de leite na proxima lactacéo
(Dingwell et al., 2003).
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Considerando a mastite contagiosa, o periodo seco precedido pela TVS constitui
momento Unico para a eliminacdo de infeccdes cronicas e reducdo significativa desses
agentes no rebanho. A TVS é altamente eficaz contra S. agalactiae mas taxas de cura de
S. aureus sdo menores e mais variaveis com relatos de 20 a 85% de cura (Oliver e Smith,
1982, Browning et al., 1990, Sol et al., 1994). A associacdo de antibidtico sistémico
(oxitetraciclina), aos 7, 8, 9 e 10 dias ap0s a secagem, ndo aumentou a taxa de cura para
S. aureus se comparada a TVS isolada (Erskine et al., 1994). Infusbes intramamarias
extras aos 7 e 14 dias ap0s a secagem também ndo ofereceram nenhuma vantagem se

comparadas ao tratamento unico (Cummins e McCaskey, 1987).

Em relagdo aos agentes ambientais, novas infeccdes por Streptococcus ambientais
sdo significativamente reduzidas ao inicio do periodo seco, mas os efeitos em infec¢oes
por coliformes ou em infec¢cbes no periodo pré-parto sdo praticamente inexistentes
(Smith et al., 1985a, Todhunter et al., 1995) (Figura 17). Alguns motivos para isso sao
que as formulagdes contendo antibidticos ndo persistem até o periodo pré-parto e nao sao,
geralmente, formuladas tendo como alvo os agentes Gram-negativos (Dingwell RT et al.,
2003). Grande cuidado deve ser exigido no momento da infusdo do medicamento através
do canal do teto, pois em condi¢cBes ndo assépticas, agentes ambientais resistentes a
antibioticos podem ser inadvertidamente lancados através do canal do teto (Smith e
Hogan, 1993).
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Figura 17. Efeito da terapia de vaca seca nas novas infecgdes de Streptococcus
ambientais da glandula mamaria durante o periodo seco.
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*Adaptado de: Smith et al. (1985a).

Selantes

Selantes internos ou externos dos tetos também podem ser utilizados para
aumentar a protecdo da glandula mamaria contra patdégenos invasores durante o periodo
seco. Selantes internos sdo compostos por sal inorganico pesado, geralmente nitrato de
bismuto, em uma base de cera de parafina (Meaney, 1977). Séo aplicados e permanecem
somente no canal e cisterna do teto e tém como objetivo impedir novas infeccbes, ndo
atuando em infeccbes pré-existentes. Varios trabalhos comprovaram a eficacia de
selantes internos na prevencao de novas infec¢bes durante o periodo seco e podem ser
uma ferramenta interessante em circunstancias onde a situacdo do ambiente ndao pode ser
controlada e favorece a contaminacdo dos tetos (Meaney, 1977, Woolford et al., 1998,
Huxley et al., 2002) (Figura 18). Infelizmente esses produtos ainda ndo sdo disponiveis

comercialmente no Brasil.
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Figura 18. Eficécia do uso de selante interno dos tetos na prevencdo de novas infeccbes
intramamarias durante o periodo seco.
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*Adaptado de: Meaney WJ, 1977.

Selantes externos séo geralmente constituidos por um filme de acrilico latex e sdo
aplicados cobrindo a superficie externa dos tetos sendo, portanto menos invasivos que 0s
selantes internos (Dingwell et al., 2003). Resultados conflitantes tém sido relatados no
que diz respeito a eficacia da utilizacdo desses produtos na prevencao de novas infecgdes
(Mathews et al. 1988, McArthur et al., 1984, Timms, 2001). Uma preocupagéo clara diz
respeito a falta de aderéncia dos selantes no teto e pequeno prazo de permanéncia e acao
(Farnsworth et al., 1980).

2.4.8. Status imunoldgico dos animais
A efetiva reducdo de fatores estressantes, um correto aporte nutricional com
suplementacGes adequadas de vitaminas e minerais e vacinagdes sdo fatores que

contribuem para melhoria do status imunoldgico dos animais e auxiliam no combate a

mastite.
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Reducdo do stress

SituacOes estressantes estdo normalmente presentes nas rotinas dos animais e
devem ser controladas ou reduzidas. Vacas devem ser instaladas confortavelmente,
manejadas de forma tranqila, supridas adequadamente de sombra e dgua e alimentadas
em horarios rotineiros. O stress térmico € uma realidade constante em paises tropicais
como o Brasil, e a sua reducdo deve ser uma preocupacdo primaria em sistemas

intensivos de producao de leite.

O stress prejudica de diversas maneiras o sistema imunologico dos animais. Uma
resposta imune normalmente eficaz contra patdgenos invasores da glandula maméria é
chamada de Tyl por envolver a ativacdo desses linfécitos (Ty1l-CD4+), secrecdo de altos
niveis de IFN-y com consequente producdo de anticorpos IgG2 pelos linfécitos B e
recrutamento macico de neutréfilos para a glandula mamaria. Esta via leva geralmente a
uma eficiente opsonizacédo e fagocitose dos patdgenos invasores e eliminagdo do agente.
Quando a fisiologia de uma vaca é modificada a ponto de uma resposta estressante com
significativa producdo de cortisol pelas glandulas adrenais, a resposta imune
desencadeada pode ser do tipo Ty2. Respostas inflamatorias dominadas por linfdcitos
Tn2 e secregédo de IL-4 e IL-10 geralmente desencadeiam a producdo de anticorpos IgM e
IgG-1 e menor recrutamento de polimorfonucleares para glandula com significativa perda
de eficiéncia na eliminacdo de agentes invasores (Burton e Erskine, 2003) (Figura 19).

Esse é o tipo de resposta predominante em vacas no periodo peri-parto.
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Figura 19. Padrdes de resposta imune em consequéncia a invasao da glandula mamaria.*

F " Stress || T \
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Y Y
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linfocitos B. . Baixo recrutamento de PMN.
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. Fagocitose eficiente.

\ 4 \ 4
Eliminacao dos patéaenos Proliferacao dos patéaenos
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Ve - || Vacinagéo J

*Adaptado de: Burton e Erskine, 2003.

Suplementacdo adequada de minerais e vitaminas

Alguns minerais e vitaminas tém importantes papéis na resposta imune dos
animais, seja por uma acgéo direta, seja por fazerem parte da constituicdo de determinadas
enzimas chave nesse processo. Estratégias alimentares devem ser implementadas para
assegurar que todas as vacas e novilhas recebam quantidades suficientes de todos os
minerais e vitaminas requeridas. Atencdo especial tem sido dada ao fornecimento de

niveis elevados de vitamina E e selénio e sua influéncia na incidéncia da mastite.

Vacinacao

Vacinas sdo desenvolvidas e administradas com o intuito de que uma imunizagéo
efetiva advenha e infeccdes sejam prevenidas ou eliminadas. Uma imunizacao efetiva
para mastite é dificil devido a natureza do leite e da glandula mamaria. O volume de leite

presente na glandula dilui o nimero de células de defesa disponiveis para combater a
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infeccdo e componentes do leite como a gordura e a caseina reduzem a capacidade
bactericida dessas células (Yancey, 1993). Além disso, a vaca estd constantemente
exposta a diversos microrganismos capazes de invadir a glandula e o leite € um excelente
substrato para a multiplicagdo bacteriana (Ruegg,, 2002). N&o bastasse isso, assim como
na interferéncia do stress, as formas de respostas imunologicas a vacinas podem ser
bastante variadas e uma conducdo a uma resposta eficiente é fundamental para eficacia da
vacina (Burton e Erskine, 2003) (Figura 19). Portanto, o desenvolvimento e producao de
vacinas para mastite podem envolver técnicas bastante criteriosas e complexas,

fundamentais para sua eficacia.

Vacinas contra S. aureus tém sido testadas a diversos anos. Varios fatores de
viruléncia como proteina A (Pankey et al., 1985) e fator de aglomeracdo A (clumping
factor A) (Brouillette, et al. 2001) foram testados, mas os melhores resultados tém sido
com a utilizacdo de vacinas com cepas portadoras de pseudocépsula (Sears, 2003,
Nickerson et al., 1993). A pseudocapsula € uma fina camada que envolve a bactéria,
tornando-as inacessiveis a neutrofilos e inibindo a fagositose (Sears e McCarthy, 2003).

Temperatura de cultivo, nivel de agitacdo e meio de cultivo sdo alguns dos fatores
que influenciam na producdo de pseudocapsula por cepas de S. aureus e, portanto
demandam condicdes especificas e complexas para serem desenvolvidas com eficiéncia
(Watson, 1988). Niveis aumentados de 1gG, anti-pseudocapsula foram relatados no soro
de vacas vacinadas (Nordhaugh et al., 1994). IgG, € a classe de imunoglobulinas mais
eficaz na opsonizacdo de bactérias invasoras da glandula maméria e, portanto
fundamentais para uma eficiente fagocitose dos agentes invasores (Sordillo e Streicher,
2002). Vacinas com pseudocapsula tém demonstrado eficacia em curar infeccbes apds
desafio experimental ou em eliminar infeccGes naturalmente existentes (Pankey et al,
1985, Hwang et al., 2000). Vacinas também demonstraram serem eficientes na
diminuicao dos sintomas clinicos ou subclinicos da infec¢do em primiparas (Nordhoug et
al., 1994). Relativo a vacinacdo de novilhas, Nickerson et al. (1999) relataram menores

prevaléncias de infecgdes de S. aureus ao parto. Em geral, dados comprovam aumento na
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taxa de cura espontanea e diminuicéo da severidade da doenga, mas a prevencéo de novas

infeccdes geralmente ndo é encontrada.

Vacinas contra coliformes tém demonstrado eficicia e tém sido largamente
utilizadas em diversos paises (Wilson e Gonzalez, 2003). A amostra mutante rugosa J5
(Escherichia coli 0111:B4) tem sido a mais amplamente adotada na fabricacdo dessas
vacinas. A vacinagédo geralmente ndo reduz a prevaléncia ou a incidéncia de infeccgdes por
coliformes, mas eficientemente reduz os sintomas da doenca e previne o aparecimento de
casos clinicos de mastite (Gonzalez et al., 1989, Cullor, 1991, Hogan et al., 1991). Os
mecanismos de imunizacdo eficaz de vacinas J5 contra bactérias Gram-negativas em
geral relacionam ao fato de que todas essas bactérias possuem em sua constituicao
lipopolissacarideos (LPS) na superficie externa da parede celular (Quin et al., 1994). LPS
sdo constituidos externamente por uma cadeia denominada “O”, de perosaminas, uma
porcdo intermediaria chamada de centro ou nucleo constituida por polissacarideos e uma
porg¢do interna, o lipideo A. Amostras rugosas geralmente ndo possuem a camada “O”
externa e, portanto apresentam a porcdo central e o lipideo A do LPS mais expostas.
Respostas imunes advindas da exposicdo a porcdo central e ao lipideo A do LPS sao
geralmente mais eficazes pois a cadeia “O” ¢ bastante variavel entre espécies de Gram-
negativos, porém o lipideo A €é geralmente similar (Gyles e Thoen, 1993). Trés
vacinacdes tém sido recomendadas para uma melhor eficiéncia. Gonzalez et al. (1996)
demonstraram reducdo de 93% na ocorréncia de casos clinicos de mastite por coliforme
com vacinacdes feitas na secagem, 30 dias apds e 1 a 7 dias p6és parto. No entanto,
estudos recentes tém sugerido que um maior nimero de vacinacdes (pelo menos 5)

podem aumentar a eficiéncia (Burton et al., 2002).

Tentativas recentes tém sido feitas com o intuito de incluir novos fatores de
viruléncia de Streptococcus sp em vacinas (Potter, 2002). No entanto, em geral vacinas
contra Streptococcus sp ndo tém demonstrado grande eficacia no controle da mastite. O
principal motivo esta no fato de existir uma grande variagdo dos fatores de viruléncia
entre espécies ou mesmo entre cepas da mesma espécie (Finch et al., 1994, Hill et al.,
1997).
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CAPITULO 2

AVALIACAO DO PETRIFILM® PARA O ISOLAMENTO DE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS EM AMOSTRAS DE LEITE

1. INTRODUCAO:

O isolamento e a identificacdo de patdgenos presentes em amostras de leite é
fundamental em programas de controle de mastite. A coleta e envio de amostras para
laboratorios requer esforco consideravel de pessoas envolvidas e a obtencdo de
informacdes importantes ¢ fundamental. No entanto, resultados negativos sdo comuns
podendo chegar a 50% de amostras de vacas com mastite clinica ou subclinica
submetidas ao laboratorio gerando insatisfacdo pela inutilidade dos dados gerados
(Makovec & Ruegg, 2003).

Algumas causas de resultados bacterioldgicos negativos de casos de mastite
incluem cura espontanea (Eberhart et al., 1979, Smith et al., 1985), eliminag&o ciclica do
agente em infecgbes crénicas por S. aureus (Sears et. al., 1990) e baixo numero de
colbnias bacterianas no leite (Sears et. al., 1990). Culturas negativas também podem
ocorrer em casos onde a bactéria presente tenha sido fagocitada por fagocitos (Hill et al,
1978; Newbould et al, 1965). A ocorréncia de resultados falso negativos de amostras
submetidas ao cultivo podem resultar na manutencdo de animais infectados dentro do
rebanho e contribuir para o fracasso de programas elaborados para o controle da mastite
contagiosa. E importante que seja ponderada a utilizacdo de métodos laboratoriais mais
caros e sensiveis contra 0s custos de outras intervencdes. A escolha da utilizacdo de um
método diagnostico mais rigoroso deve ser determinada para cada rebanho baseada nos
objetivos do criador e na habilidade de utilizar os dados resultantes.

Véarios métodos tém sido propostos com o objetivo de melhorar a taxa de

recuperacdo de patogenos de amostras de leite. A utilizacdo de indculos maiores
aumentou a sensibilidade relativa para o isolamento de S. aureus de 78% (0,01 mL) para
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90% (0,1 mL) (Lam et al., 1996). Incubacdo de amostras de leite por 4 a 18 h antes do
cultivo aumentou a taxa de recuperacdo de patdgenos bacterianos se comparado com a
utilizacdo do método tradicional de isolamento (Dinsmore et al, 1992). Congelamento e
descongelamento subseqiiente de amostras de leite antes da incubagdo aumentou a
recuperacdo em 2,5 e 1,5 vezes para Steptococcus agalactiae e S. aureus respectivamente
(Villanueva et al., 1991). Centrifugacdo de amostras de leite e cultivo subseqliente do
sedimento aumentou a recuperacdo de S. aureus em 86% (Zecconi et al., 1997). A
utilizacdo de combinacGes variadas destes métodos também foram relatadas (Dinsmore et
al., 1992; Sol et al., 2002).

Petrifilm® (3M, Minneapolis) sdo “cartelas” contendo meios de cultivo seletivo
comercializados para o isolamento bacterioldgico rapido e enumeracdo de bactérias em
alimentos. O Petrifilm Staph Express Count Plate (3M, Minneapolis) contém o meio de
cultivo Baird-Parker cromogénico modificado que é seletivo e diferencial para
Staphylococcus spp. A confirmacdo de S. aureus é conseguida utilizando um disco que
contém deoxyribonuclease e um pigmento que reage produzindo uma zona rosea ao redor

das coldnias de S. aureus.

O objetivo deste estudo foi de avaliar a utilizacdo do Petrifilm Staph Express

Count Plate para o diagndéstico de mastite causada por Staphylococcus aureus.
2. MATERIAIS E METODOS:
Uma série de quatro experimentos foram realizados.
2.1. Experimento 1
Os objetivos do experimento 1 foram de comparar os resultados microbiologicos

do Petrifilm® com técnicas de cultivo padréo e amplificadas para o diagnéstico de mastite

causada por S. aureus.
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Amostras de leite de quartos mamarios (n = 362) foram obtidas de vacas (n = 145)
em um rebanho comercial (Rebanho A) localizado no estado de Wisconsin (EUA). Os
proprietarios e funcionérios da fazenda foram treinados para coleta de acordo com
procedimento descrito pelo National Mastitis Council (1999). Amostras de leite foram
obtidas de vacas selecionadas e congeladas por até 1 semana (-20°C). Vacas foram
selecionadas levando-se em consideracdo 0s seguintes critérios: alta CCS (>400.000
células/mL; n = 25 vacas, 97 amostras de leite), vacas pos-parto (2 a 4 dias pds-parto; n =
41 vacas, 163 amostras de leite), e casos de mastite clinica (leite anormal identificado por
pessoal da fazenda, n = 79; 102 amostras de leite). Para aumentar a prevaléncia de S.
aureus no conjunto, amostras compostas congeladas (n=29) de um rebanho com historico

prévio de alta prevaléncia de S. aureus foram incluidas.

Amostras de leite foram descongeladas e 0,01 mL semeado em agar sangue sendo
entdo incubado a 37°C por 24 h (método Padrdo). Uma aliquota de 1 mL foi adicionado
ao Petrifilm Staph Express Count Plate e incubado a 37°C por 24 h seguindo
recomendacges do fabricante (método Petrifilm). Uma aliquota de 5 mL de cada amostra
foi colocada em um novo frasco e centrifugado a 2.000 x g por 15 min. A porcéao
superior, liquida, foi entdo descartada e 0,01 mL do sedimento semeado em &gar sangue a
37°C por 24 h (método Centrifugado). A aliquota restante da amostra original foi
incubada por 18 h a 37°C no frasco original. Quando ndo foram observados crescimentos
bacterianos no método padrao, 0,01 mL da amostra incubada foi semeada em &gar sangue

e incubada a 37°C por 24 h (método Pré-incubado).

Todo crescimento bacteriano foi verificado em 24 e 48 horas de incubagéo. S.
aureus foi identificado pelo padrdo hemolitico, caracteristica de coloracdo no Gram,
reacdo positiva a prova de catalase, agar manitol e coagulase (NMC, 1999). Outros
resultados bacterianos foram reportados como Streptococcus sp., Staphylococcus
coagulase negativo (SCN), Corynebacterium sp., Bacillus sp. e outros de acordo com o
National Mastitis Council (1999).
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Amostras foram consideradas contaminadas se trés ou mais tipos diferentes de
colénias foram encontrados. Culturas foram consideradas negativas quando <3 col6nias
forem encontradas na placa exceto para S. aureus onde a presenca de >1 coldnia foi

considerado resultado positivo.

Para o método Petrifilm, S. aureus foi identificado seguindo as instrugcdes do
fabricante para o Staph Express Count Plate e Staph Express Disk. O disco contém um
pigmento e um acido deoxiribonucléico (DNA). S. aureus produz deoxiribonuclease e
reage com o pigmento formando uma &rea rdésea ao redor das colbnias. O disco foi
aplicado em todos os Staph Express Petrifilm com qualquer evidéncia de crescimento
bacteriano ap6s 24 h de incubacéo. Testes Petrifilm foram considerados positivos quando
colénias eram associadas a uma zona distinta de coloragdo résea ap6s outras 2 horas de
incubacdo. Quando o crescimento bacteriano se apresentou difuso e sem individualizagao
aparente das colénias, uma diluicdo do leite de 1 para 10 com agua destilada foi utilizada
e uma aliquota de 1 mL adicionada ao Petrifilm. Os resultados da amostra diluida foram
entdo utilizados na analise. Quando o crescimento ocorreu somente no Petrifilm, col6nias
foram apanhadas, semeadas e confirmadas pelo método padrdo. Os resultados de
Petrifilm foram considerados falso positivos quando o método padrdo ndo resultou na
confirmacdo de S. aureus. Identificacdo final destas col6nias foi efetuada utilizando-se
um sistema de identificagdo microbiana comercial (BBL Crystal 1D, Becton Dickinson,
NJ).

2.2. Experimento 2

Os objetivos do experimento 2 foram de comparar os resultados do Petrifilm em

amostras individuais, compostas ou de quartos mamarios.

Amostras de quartos mamarios (n = 386) e amostras compostas (n = 100) foram
coletadas de vacas (n = 100) do rebanho A, com alta CCS (>200.000 células por mL) no
teste mais recente do Dairy Herd Improvement, NI, EUA (DHI). Amostras de quartos

mamarios (10 mL de leite) foram coletadas como descrito no experimento 1. Para a
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amostragem composta, um frasco graduado de maior volume (50 mL) foi utilizado e
aproximadamente 10 mL de leite foi coletado de cada quarto mamario. O manuseio das
amostras e as técnicas microbioldgicas empregadas foram as mesmas daquelas descritas

no experimento 1, exceto que o método com centrifugacéo néo foi utilizado.

2.3. Experimento 3

O objetivo do experimento 3 foi de determinar a especificidade do Petrifilm
baseado em diferentes parametros de interpretacdo, de acordo com a intensidade das

zonas roseas formadas ao redor das colonias nas cartelas de Petrifilm.

Amostras de quartos mamarios (n = 333) foram obtidas de todas as vacas em
lactacdo (n = 88) de um rebanho comercial (rebanho B) que utiliza sistema robotico de
ordenha em Wisconsin, EUA. Vacas foram contidas em canzis e o leite coletado por
métodos assépticos como recomendados pelo National Mastitis Council (1999).
Imediatamente apods a coleta, uma aliquota de 1 mL foi adicionada ao Petrifilm Staph
Express Count Plate. As cartelas de Petrifilm foram incubadas a 37°C por 24 h e S.
aureus identificado seguindo instrucdes do fabricante. Os discos 3M Stpah Express Disk
foram inseridos a todos os Staph Express Count Plate com evidéncias de crescimento
bacteriano apds 24 h de incubacdo (n = 320). Cartelas de Petrifilm com formacdo de
zonas réseas evidentes associadas com col6nias (n = 127) foram classificadas como
fracas ou distintas ap6s outras 2 horas de incubacdo. Todas as col6nias associadas a zonas
roseas foram coletadas e re-cultivadas em é&gar sangue. S. aureus foi identificado pelo
padrdo hemolitico, caracteristica de coloracdo no Gram, reacdo positiva a prova de
catalase, agar manitol e coagulase (NMC, 1999). Identificacao final de coldnias de SCN
foi efetuada utilizando-se um sistema de identificagdo microbiana comercial (BBL
Crystal 1D, Becton Dickinson, NJ).

2.4. Experimento 4

O objetivo do experimento 4 foi de verificar a repetibilidade do Petrifilm entre

diferentes pessoas.
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Amostras de leite compostas (n=240) foram coletadas de todas as vacas em
lactacdo de um rebanho comercial (rebanho C) em Wisconsin, EUA. Coleta foi feita
conforme procedimento descrito pelo National Mastitis Council (NMC) (1999). Amostras
foram refrigeradas imediatamente e entregues ao laboratério dentro de 8 horas. Uma
aliquota de 1 mL da amostra foi adicionada tanto ao Petrifilm Staph Express Count Plate
quanto ao Petrifilm Aerobic Count Plate de acordo com recomendacbes do fabricante
(8M). Os testes Petrifilm foram inicialmente lidos ap6s incubacéo de 37°C durante 24 h
por trés diferentes leitores com niveis variados de experiéncia. Leitores A e B tiveram
alguma experiéncia prévia com a interpretacao do Petrifilm enquanto o leitor C néo tinha
nenhuma experiéncia com o produto. Leitores verificaram independentemente o nimero
de colonias (0, 1-50, 51-150 e >150), cor das colbnias (vermelho-violeta, preta, azul-
verde, outra), tamanho da col6nia (normal, pequena, grande, irregular). Apds a leitura
inicial dos Petrifilm, o disco Staph Express Disk foi inserido em todos os Petrifilm com
evidéncias de crescimento bacteriano (>1 UFC / mL). As cartelas de Petrifilm foram
novamente incubadas a 37°C por mais 2 horas e posteriormente lidas independentemente
pelos mesmos trés leitores. Leitores verificaram a intensidade das zonas rdseas associadas
a col6nias (nenhuma, fraca ou intensa). Quando 2 entre 3 leitores concordaram que
colonias formaram zonas fracas ou distintas no Petrifilm as referidas colonias foram
coletadas e re-cultivadas em 4agar sangue. S. aureus foi identificado pelo padrdo
hemolitico, caracteristica de coloracdo em Gram, reacao positiva a prova de catalase, agar
mannitol e coagulase (NMC, 1999). Identificacdo final de colénias de SCN foi efetuada
utilizando-se um sistema de identificacdo microbiana comercial (BBL Crystal ID, Becton
Dickinson, NJ).

Colénias provenientes do Petrifilm Aerobic Count Plate que continham
crescimento (> 25 UFC/mL) foram apanhadas e re-cultivadas em &gar sangue e agar
MacConkey. Identificacdo de bactérias foi realizada usando os procedimentos descritos
pelo National Mastitis Council (1999).
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2.5. Andlise Estatistica

As andlises estatisticas para os experimento 1 e 2 foram efetuadas utilizando o
teste McNemar para dados pareados (SAS, 1999). Significancia estatistica foi definida
em P < 0,05. No experimento 1 a sensibilidade relativa dos métodos diagnosticos foi
definida como a probabilidade de isolar S. aureus utilizando um unico método
comparado a probabilidade de isolamento utilizando os quatro métodos simultaneamente.
Os resultados falso positivos do Petrifilm (n = 2) foram excluidos da analise para

comparacao entre métodos da prevaléncia de S. aureus.

No experimento 2 a prevaléncia de S. aureus foi comparada tendo como unidade a
vaca (amostra composta ou amostras de quartos mamarios). Quando amostras de quartos
mamarios foram utilizadas, vacas foram consideradas positivas mediante isolamento de S.
aureus em qualquer quarto. O status da vaca utilizando amostras compostas foi o proprio
resultado bacteriologico dessas amostras. A sensibilidade relativa dos métodos foi
definida como a probabilidade de isolamento utilizando um Unico método comparado a
probabilidade de isolamento utilizando os trés métodos simultaneamente em amostras
compostas e de quartos mamarios. Quatro vacas com resultados falso positivos no

Petrifilm foram excluidas para o célculo de prevaléncia.

No experimento 3, a especificidade e os valores preditivos foram estimados
utilizando o software epidemiol6gico (Win Episcope 2.0) baseado em férmulas derivadas
de métodos epidemiologicos padrao (Martin et. al., 1987; Thrushfield, 1995).

Trés dados com resultados laboratoriais incompletos foram excluidos. Falso-
positivos foram definidos como amostras que exibiram zonas roseas fracas ou intensas no
Petrifilm (apds aplicacdo do disco), mas foram identificadas como outros patdgenos
utilizando procedimentos microbioldgicos padrdo. A associa¢do entre intensidade de
zonas roseas e a acuracia de identificagdo de S. aureus foi determinada utilizando o

método do qui-quadrado (Win Episcope 2.0).
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No experimento 4, a especificidade e a associacdo entre intensidade de zonas
roseas e a acuracia da identificacdo de S. aureus foi estimada da forma descrita no
experimento 3. A associacdo entre leitores e os resultados do método Petrifilm foi

avaliada utilizando o método do qui-quadrado (WinEpiscope 2.0).
3. RESULTADOS:

3.1. Experimento 1

A prevaléncia estimada de S. aureus nas amostras de leite variou de 5,4 a 8,2% e
a sensibilidade dos varios métodos ficou entre 65,6 87,5%. A sensibilidade do método
Petrifilm e do pré-incubado foram significativamente superiores ao do método padrédo

(P<0,05). O método centrifugado néo foi diferente dos demais (Tabela 1).

Tabela 1. Prevaléncia e sensibilidade relativa de isolamento de Staphylococcus aureus de
diferentes métodos microbioldgicos.

Resultados para Staphylococcus aureus (n = 389)

Método Microbiolégico

Nuamero Isolado Prevaléncia, % Sensibilidade, %
Padrao® 21 5,4¢ 65,6"
Centrifugado 2 24 6,1 750%®
Pré-incubado® 27 6,9 84,4°
Petrifilm* 28 7,2 87,5°
Combinacéo® 32 8,2°

ab¢d\/alores com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (P < 0,05).

!Leite (0,01 mL) semeado em agar sangue (NMC, 1999).

“Centrifugacdo de 5 mL de leite seguido por semeadura de 0,01 mL do sedimento em &gar sangue.
®pré-incubacao da amostra por 18h a 37°C seguido de cultivo padrao.

*Petrifilm Staph Express Count Plate (3M, Minneapolis, MN). Dois resultados falso-positivos foram
excluidos.

*Todos os métodos combinados.

O emprego da pré-incubacdo aumentou a recuperacdo da maioria dos patdgenos
de amostras de quartos mamarios obtidas da fazenda A (P < 0,05) (Tabela 2). Ndo houve
diferenca na taxa de amostras contaminadas dos diferentes métodos. A centrifugacéo

aumentou somente a taxa de isolamento de Bacillus sp em relagcdo ao método padréo.
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A utilizacdo do Petrifilm Staph Express aumentou a recuperacdo de S. aureus se
comparado aos outros métodos microbiologicos (P < 0,05) (Tabela 2). Em amostras da
fazenda A, o uso do Petrifilm resultou em aumento de 63,6% na recuperacao de S. aureus
se comparado ao método padrao.

Tabela 2. Prevaléncia de isolamentos bacterianos de amotras de quartos mamarios de um
rebanho comercial (Fazenda A) de acordo com diferentes métodos microbiolégicos (n =
360).

Método
Diagnéstico Padrao* Centrifugado® Pré-incubado®  Petrifilm*
Microbiolégico (%) (%) (%) (%)
2,2° 2,5° 2,5° 3,6°
Staphylococcus aureus
Coliformes 9,4° 7,7° 16,3 -
Streptococcus sp. 3,3 3,6® 5,2 -
SCN 6,3 8,0° 24,6 -
Corynebacterium sp. 0,5 1,4 14 -
Bacillus sp 1,1° 3,6 12,1 -
Outros® 0,5° 1,9 2,5° -
Contaminado® 1,1 1,9 1,4 -
77,9° 73,5 42,8° -

Negativo

25¢\/alores com letras diferentes na mesma linha diferem significativamente (P<0,05).

!Leite (0,01 mL) semeado em agar sangue (NMC, 1999).

“Centrifugacdo de 5 mL de leite seguido por semeadura de 0,01 mL do sedimento em agar sangue.
®pré-incubacao da amostra por 18h a 37°C seguido de cultivo padrao.

*Petrifilm Staph Express Count Plate (3M, Minneapolis, MN). Dois resultados falso-positivos foram
excluidos.

*0utros = Pseudomonas spp. e Leveduras.

®Contamidado = 3 ou mais tipos de coldnias diferentes.

3.2. Experimento 2

A forma de amostragem, composta ou por quarto mamario, nao influenciou os
resultados de isolamento microbiolégico. Em todos os métodos, a prevaléncia de
isolamentos de S. aureus nédo diferenciou nas duas formas de amostragens, apesar dos

maiores valores numericos dos resultados de quartos mamarios (Tabela 3).

A recuperacdo de S. aureus foi 84,9% maior em amostras de quartos mamarios

processadas usando o Petrifilm em relacdo a amostras compostas processadas na forma
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padrdo (P < 0,05) (Tabela 3). Houve uma tendéncia de menor prevaléncia no método
padrdo em ambas amostragens, compostas (P = 0,07) e de quartos mamarios (P = 0,06),

se comparados ao resultado combinado de todos os métodos.

Tabela 3. Prevaléncia de Staphylococcus aureus determinada por diferentes métodos
microbiologicos em amostragem composta ou por quarto mamario.

Prevaléncia de Staphylococcus aureus por vaca

Método Amostragem composta Amostragem por quarto®
Microbiol6gico % (n = 96) % (n=370) Valor de P 2
Padrao’ 7,3 9,4% 0,500
Pré-incubado* 8,3% 10,4* 0,625
Petrifilm® 9,4% 13,5° 0,125
Combinagao® 12,5 14,6 0,687

%" \/alores com letras diferentes (linhas e colunas) diferem significativamente (P < 0,05).

Para amostragem por quarto mamario, uma vaca foi considerada positiva mediante um resultado positivo
em qualquer de seus quartos mamarios

“Contraste entre amostragem composta e por quarto.

®Leite (0,01 mL) semeado em &gar sangue (NMC, 1999).

*Pré-incubacao da amostra por 18h a 37°C seguido de cultivo padrao.

*petrifilm Staph Express Count Plate (3M, Minneapolis, MN). Quatro resultados falso-positivos foram
excluidos.

®Todos os métodos combinados.

3.3. Experimento 3

S. aureus foi isolado e confirmado utilizando metodologia padrdo em 19,6% das
amostras de quartos mamarios e em pelo menos um quarto de 45,5% das vacas. N&o
houve formacdo de zona résea (fraca ou distinta) em 193 (60,3%) cartelas de Petrifilm,
ndo havendo nenhum processamento posterior nessas amostras. De todas as col6nias que
exibiram zona rosea distinta no Petrifilm, 93,5% foram confirmadas como S. aureus.
Nessa populacdo de grande prevaléncia, a ocorréncia de zona rosea distinta representou
especificidade de 98,4% para deteccdo de S. aureus (Tabela 4). O diagnoéstico de S.
aureus pela formacdo de zonas rdseas fracas resultou alta taxa de diagndsticos falso-
positivos (23,4%). A intensidade da zona résea foi fortemente associada a probabilidade
de confirmacgdo de S. aureus (P < 0,001). Col6nias exibindo zonas roseas intensas foram
120 vezes mais aptas a serem confirmadas como S. aureus comparadas a col6nias que

exibiram zonas roseas fracas. Uma variedade de Staphylococci foi associada a formacéo
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de zona rosea fraca. Staphylococcus haemolyticus (n = 12) e S. simulans (n = 7) foram os

Staphylococci mais comumente isolados.

Tabela 4. Resultados microbioldgicos de amostras de leite mostrando evidéncia de zonas
réseas fracas ou distintas no Petrifilm®.

Método microbiolégico positivo Diagnostico Caracteristicas do
teste?

Intensidade da

Zona résea S.

n Hemoélise Mannitol Outros® Especif. VP+  VP-

Coagulase " scn
Experimento 3*
Fraca 62 38 34 8 7 43 12 76,6° 52,45
Distinta 62 57 60 54 58 3 1 98,4 935 97,3
Experimento 4°
Fraca 21 5 5 1 1 17 3 87,2% 31,0
Distinta 21 11 12 12 2 9 0 96,0 57,1 995

'Petrifilm Staph Express Count Plate (3M Minneapolis).

Sem crescimento no agar sangue, e uma variedade de contaminantes ambientais

?Especificidade definida como a probabilidade de colénias que ndo sdo Staphylococcus aureus, ndo terem a
zona especificada; valor preditivo de um teste positivo (VP+) definido como a probabilidade de col6nias
associadas a zona especificada serem confirmadas como S. aureus; valor preditivo de um teste negativo
(\VP-) definido como a probabilidade de coldnias sem a zona especificada ndo serem realmente S. aureus.
*Amostras de quartos mamarios; total: n = 317; amostras negativas para S. aureus: n = 252; 65 amostras
positivas para S. aureus ; 3 amostras ndo usadas devido a falta de dados.

>Amostras compostas de leite. Total: n = 240; amostras negativas para S. aureus: n = 227; 13 amostras
positivas para S. aureus.

®Valores calculados levando em consideracao resultados de zonas fraca + distinta.

3.4. Experimento 4

S. aureus foi confirmado em 5,4% das amostras compostas de leite. Concordancia
completa entre leitores foi verificada em 136 de 225 cartelas que tiveram crescimento
bacteriano (60,7%). Dois dos trés leitores concordaram que zonas réseas fracas (n = 21)
ou distintas (n = 21) ocorreram em 42 (17,5%) de 240 cartelas de Petrifilm (Tabela 5). A
especificidade relativa foi de 87,2 e 96,0%, respectivamente, para zonas rdseas fracas e
distintas. Devido a menor prevaléncia de infeccdo por S. aureus, o valor de predicdo de
positivos foi menor se comparado ao experimento 3. A interpretacdo dos resultados do
Staph Express Petrifilm foi influenciada pelo leitor (Tabela 6). Os leitores variaram na

avaliagdo de numero de coldnias, tamanho de colbnias e presenca e intensidade de zonas
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roseas. Ndo houve associagdo significativa entre os leitores e a identificacdo de cor das

colbnias.

Das amostras restantes (n = 196), 111 amostras ndo apresentaram crescimento ou
0 crescimento foi <25 UFC/mL no Petrifilm Aerobic Count Plate. Uma variedade de
patdgenos de maior ou menor importancia na mastite foi encontrada: SCN (n = 43),
Streptococcus uberis (n = 5), outros Streptococcus ambientais (n = 8), coliformes (n = 4),
outros patdgenos menores (n = 4), Listeria monocytogenes (n=1) e alguns provaveis
contaminantes (bacilos, fungos e leveduras) (n = 20). Confirmacdo de infeccdes
intramamarias necessitariam de maiores esfor¢cos em diagnosticos, ndo se enquadrando

nos objetivos desse projeto.

Tabela 5. Interpretacdo de resultados de intensidade de zona résea do Petrifilm Staph
Express por trés leitores independentes.

Leitor Intensidade de Microrganismo confirmado, n*
A B C Consenso® n CNS outros
S. aureus
Distinta Distinta Distinta  Distinta 6 3 3 0
Distinta Distinta Fraca Distinta 1 1 1 0
Distinta Fraca Distinta  Distinta 1 1 1 0
Sem Zona Distinta Distinta  Distinta 1 1 1 0
Fraca Distinta Distinta  Distinta 12 6 3 0
Fraca Fraca Fraca Fraca 10 1 8 1
Fraca Distinta Fraca Fraca 1 0 1 0
Fraca Fraca Distinta  Fraca 1 0 1 0
Fraca Fraca Sem Zona Fraca 4 0 3 1
Sem Zona Fraca Fraca Fraca 5 0 4 1
SemZona SemZona Sem Zona Nenhuma 120 NA3 NA NA
Sem Zona  Sem Zona Fraca Nenhuma 4 NA NA NA
Sem Zona  Sem Zona Distinta  Nenhuma 2 NA NA NA
Sem Zona Fraca Sem Zona Nenhuma 56 NA NA NA
Fraca Sem Zona  Sem Zona Nenhuma 1 NA NA NA
Disco néo aplicado Nenhuma 15 NA NA NA
240 13 26 3
Total

'Confirmacao usando técnicas microbioldgicas tradicionais.
%Intensidade de zona résea eleita para anélise (2 de 3 leitores concordaram)
*NA = N4o aplicével.

96



Tabela 6. Associaco entre leitor e interpretacdo do Petrifilm.’

Leitor A Leitor B Leitor C
Resultado n % n % n % xz P
No. de colbnias
0 22 9,2 16 6,7 10 4,2 15,9 0,01
1a50 132 55,0 154 64,2 136 56,7
51 a 150 25 10,4 31 12,9 25 10,4
>150 61 25,4 39 16,3 69 28,8
Cor das colbnias
Vermelho-violeta 8 3,3 17 7,1 10 4,2 4,02 0,13
Outras 232 96,7 223 92,9 230 95,8
Tamanho das
colénias
Normal 156 65,0 145 60,4 180 75,0 12,0 0,002
Outros 84 35,0 95 39,6 60 25,0
Zona résea
Nenhuma 188 83,6 125 55,6 181 80,4 68,1 <0,001
Fraca 29 12,9 79 35,1 21 9,3
Distinta 8 3,6 21 9,3 23 10,2

'Staph Express Count Plate (3M, Minneapolis)

4. DISCUSSAO:

O répido e correto diagnostico dos patdgenos da mastite é essencial para o
controle da mastite. Em casos amenos ou moderados de mastite clinica, a identificacdo
rapida do patégeno pode orientar as decisdes sobre tratamentos (Siamak et al., 2001;
Ruegg, 2004). Métodos de diagnosticos sensiveis e rapidos também podem ser Uteis para
o0 controle da mastite contagiosa, principalmente, quando programas de segregacdo sdo
implementados (Hogan et al., 1989). No presente estudo, o Petrifilm Staph Express Count
Plate teve maior sensibilidade que o método microbioldgico padrdo. Além disso,
resultados foram obtidos em menor tempo e com menor exigéncia de mdo de obra
qualificada. Quando o método do Petrifilm foi utilizado, S. aureus foi confirmado em 24

a 26 horas, enquanto o método padrao levou pelo menos 48 horas.

A maior sensibilidade do Petrifilm para o isolamento do S. aureus pode ser
resultado do maior volume de inoculo usado nesse método. O limite de deteccdo foi
reduzido de 100 para 1 UFC/mL se comparado ao método padrdo. O pequeno ndmero de

microrganismos eliminados por glandulas mamarias infectadas e o padréo intermitente de
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eliminacéo no leite suportam a utilizacdo de menores limites para deteccdo de S. aureus
(Sears et al., 1990). Maior sensibilidade para S. aureus pode ser importante em
programas de segregacao por detectar com maior eficiéncia vacas infectadas. Por outro
lado, o risco de falso-positivos aumenta quando menores limites de detec¢do séo usados.
O uso de tecnicas assépticas de coleta e correto manuseio e estocagem das amostras €
fundamental. Resultados dos diagndsticos de amostragens multiplas do mesmo quarto séo
mais confiaveis que diagndsticos feitos de uma unica amostragem e poderia ser adotado
quando maiores valores econdmicos estejam envolvidos (descarte de vacas de alto mérito
genetico). O significado do isolamento de uma Unica colénia de S. aureus em 1 mL de
inoculo ¢é desconhecido e, em alguns casos, pode ndo refletir o real status de infeccéo da
glandula. Para correta tomada de decisdes nesses casos, avaliagdo em conjunto com

outras informagdes como CCS mensal e histérico de casos clinicos é fundamental.

Ndo houve diferenca significativa nos resultados encontrados de amostras
processadas usando a centrifigagdo se comparada ao método padréo. Estes dados estdo de
acordo com Zecconi et al. (1997) quando comparou isolamento de S. aureus de trés dos
seis rebanhos estudados. Zecconi et al. (1997) inoculou o sedimento completo de uma
amostra de 10 mL de leite. No presente estudo, somente uma aliquota de 0,01 mL do
sedimento de uma amostra de 5 mL foi semeada. Portanto, o limite de deteccdo foi
diferente entre estudos. Mesmo que a centrifugacdo aumente a recuperacdo de S. aureus
em alguns casos, a utilizacdo dessa técnica pode ndo ser pratica em muitos laboratérios

por exigir maior processamento e mao-de-obra.

No presente estudo, a pré-incubacdo de amostras aumentou a recuperacao de
patdgenos da mastite sem, no entanto, aumentar o nimero de amostras contaminadas. Sol
et. al (2002) também reportaram melhorias no isolamento de patégenos da mastite
quando utilizando técnica similar. A sensibilidade relativa do Petrifilm foi similar ao
método pré-incubado. Ambos 0s métodos aumentaram o isolamento de S. aureus, porém

0 método pré-incubado requer um periodo maior para o diagnostico.
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O uso de amostras compostas de leite é sempre preferida por criadores por reduzir
custos do diagnostico (Ruegg e Reinemann, 2002). A sensibilidade relativa de uma Unica
amostra composta de leite para detectar S. aureus foi estimada em 63% (Lam et al.,
1996). No presente experimento, os resultados de amostras compostas processadas com o
método padrdo mostraram a menor sensibilidade, devendo esta metodologia ser evitada
em situacbes onde resultados falso-negativos sdo indesejaveis. Algumas situacdes
praticas seriam na introdugdo de novos animais ou em programas de segregacdo. Lam et
al. (1996) aumentaram a sensibilidade relativa de amostras compostas através da

utilizacdo de amostragens multiplas e pelo aumento do volume do inéculo.

Neste estudo, em amostras compostas, a sensibilidade do Petrifilm Staph Express
foi equivalente a técnicas tradicionais. O Petrifilm deve ser recomendado em situacoes
que exijam decisdes rdpidas ou quando um método simplificado seja importante
(programas de cultivo dentro da fazenda). Em rebanhos onde um trabalho de segregacao
tenha sido implementado com o objetivo de controlar S. aureus, avaliacdo de amostras de
leite de vacas p6s-parto é sempre recomendada. O uso de Petrifilm nessas situacdes pode

resultar em diagnosticos mais rapidos e em melhor eficiéncia do controle do patogeno.

Segundo informacgfes do fabricante, o aparecimento de colonias vermelho-
violetas na primeira incubacdo do Petrifilm Staph Express sugere presuntivamente o
diagnostico de S. aureus. Resultados do experimento 4 ndo suportam essa recomendacéo
para amostras de leite e demonstram a necessidade de utilizacdo do disco Staph Express
Disk para confirmacdo mesmo quando as colbnias vermelho-violetas sdo as Unicas
encontradas. Das cartelas classificadas como tendo col6nias vermelho-violetas (n = 35),
somente oito foram confirmadas como sendo S. aureus. Portanto, recomendacdes da
utilizacdo de Petrifilm Staph. Express devem também incluir a utilizacdo do disco

confirmatdrio (Staph Express Disk).
O diagnéstico de S. aureus através do uso do Petrifilm Staph Express é

dependente da habilidade de individuos de observar as variacGes de cores das colénias

apos a segunda incubacdo. Diferentes intensidades de zonas roseas aparecem ao redor das
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coldnias apos incubacdo com o disco Staph Express. No presente estudo, nenhum esforgo
foi feito no sentido de treinar individuos ou de padronizar critérios interpretativos.
Resultados demonstraram que a habilidade de caracterizar a intensidade das zonas roseas
influencia fortemente a especificidade do método. Portanto, é importante que pessoas
responsaveis por ler as cartelas tenham boas condicdes visuais e capacidade de discernir
cores. Em casos onde diferentes individuos estejam lendo as cartelas, € importante que
treinamento adequado seja realizado para padronizar os critérios interpretativos. O
treinamento deveria incluir observacbes de Petrifilm Staph Express de amostras que
tenham sido sabidamente inoculadas com S. aureus e SCN. Em circunstancias onde
resultados falso-positivos sdo altamente indesejaveis, coldnias do Petrifilm podem ser

confirmadas através dos métodos laboratoriais tradicionais.

O uso do Petrifilm para programas de cultivo dentro da propria fazenda é atraente
devido a simplicidade do uso, em compara¢do com o método microbiologico padrdo. As
variagOes observadas na leitura das cartelas de Petrifilm demonstram que o treinamento e
a padronizacdo das pessoas envolvidas é fundamental para se atingir resultados
confiaveis. Além disso, verificacdo periodica das andlises feitas dentro da fazenda deve
ser feita através do envio de amostras em duplicatas para laboratorios especializados de
microbiologia. Nessas circunstancias, o uso do Petrifilm em fazendas reduziria o tempo
entre a obtencdo das amostras e o diagndstico, permitindo aos criadores intervir nos
programas de controle e tratamento em rebanhos com problemas de mastite causada por

S. aureus.

5. CONCLUSOES:

Resultados dos experimentos demonstram potencial para utilizagdo do Petrifilm
Staph Express Count Plate como ferramenta de diagnostico em programa de avaliacdo de
rebanho quando S. aureus é o agente de interesse. Petrifilm foi altamente sensivel, mas
variou em especificidade de acordo com os critérios interpretativos e o nivel de
treinamento de pessoas. Os resultados desses experimentos com Petrifilm evidenciam a

importancia de confirmar alguns resultados positivos (zonas réseas fracas) atraves do uso
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do método laboratorial padrdo em situacfes onde alta sensibilidade e especificidade sdo
requeridas. Os resultados também sugerem que a padronizacdo dos critérios de

interpretacdo é fundamental para a obtencédo de resultados consistentes.
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CAPITULO 3

UTILIZACAO DE UMA VACINA COMERCIAL DURANTE A LACTACAO EM
VACAS COM MASTITE SUBCLINICA CAUSADA POR STAPHYLOCOCCUS
AUREUS

1. INTRODUCAO:

A mastite é a enfermidade de maior freqiiéncia e que ocasiona 0s maiores
prejuizos em rebanhos leiteiros. Perdas por mastite sdo ocasionadas tanto na sua forma
clinica como na forma subclinica. Descarte de leite, gastos com medicamentos e méo de
obra, queda na producdo, descarte e morte de animais sdo alguns dos fatores de prejuizo

(Ruegg e Reinemann, 2002).

Mastite causada por S. aureus é uma infeccéo dificil de ser debelada e a presenca
de vacas cronicamente infectadas ameaca as outras do rebanho. De uma maneira geral,
tratamentos durante a lactagcdo sdo pouco eficazes e tratamentos na secagem possuem
eficiéncia de 40 a 70% (Nickerson, 1993).

Os efeitos da imunizacdo de vacas leiteiras contra S. aureus foram estudados
extensivamente (Derbyshire, 1960; Derbyshire e Smith, 1969; Watson, 1974; Brock et
al., 1975; Kume et al., 1976; Kume e Murase, 1976; Janovics e Armitage, 1977;
McDowell e e Newby e Bourne, 1977). Os efeitos esperados da imunizacdo sdo muitos e
dependentes da situacdo de cada rebanho, busca-se a prevencdo de novas infecgdes, cura
das infecgdes existentes, reducdo da freqiiéncia e da severidade dos casos clinicos. No
entanto, é improvavel que uma vacina seja capaz de atingir todos esses objetivos.
Imunizacdo efetiva é dificil devido a prépria natureza do leite e da glandula mamaria
(Yancey, 1993). O volume de leite presente na glandula dilui o nimero de células do
sistema imune disponiveis para debelar a infeccdo e os componentes do leite como a

gordura e a caseina diminuem o poder bactericida destas células.
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Estudos iniciais com bacterinas de S. aureus durante a lactacdo sdo bastante
controversos. Derbyshire (1961) e Blobel e Berman (1962) demonstraram que a
vacinacdo reduziu a taxa de casos clinicos, mas ndo preveniu novas infeccoes
intramamarias (I11M). Em contraste, Pearson (1959) relatou que a vacinagdo contra S.

aureus nao preveniu e nem controlou infeccdes.

A bacterina de S. aureus Lavac® Staph (Boehringer Ingelheim, St. Joseph, MO) é
uma vacina disponivel comercialmente contra mastite causada por Staphylococcus
aureus. De acordo com Ma, et al. (2004), as cinco cepas de S. aureus utilizadas na
fabricacdo da vacina representam um sorotipo 5, dois sorotipos 8 e dois sorotipos 336, 0s
trés sorotipos predominantes como causa da mastite bovina. A serotipagem baseada nos
polissacarideos capsulares tém sido de grande importancia no desenvolvimento e

pesquisa de vacinas. O adjuvante empregado é o hidréxido de aluminio.

Varios estudos ja foram conduzidos utilizando esta bacterina (Williams et al.,
1966; Williams et al., 1975; Pankey et al., 1985 e Nickerson et al., 1999). Willams et al.,
(1966, 1975) demonstraram que a bacterina reduziu significantemente infeccbes
intramamarias experimentais, contagem de células somaticas (CCS) em mastites agudas e
casos clinicos de mastite. Pankey et al. (1985) demonstraram que a vacinacao foi eficaz
em aumentar a taxa de cura espontanea, mas néo influenciou a incidéncia de S. aureus
apos desafio experimental. A CCS de quartos infectados também foi reduzida no grupo
vacinado neste estudo durante trés lactacdes. Finalmente, a eficicia da vacina foi
comprovada em um estudo a campo com novilhas leiteiras. Novilhas vacinadas
apresentaram menor freqiiéncia de infec¢do intramamaria causada por S. aureus antes ou

durante a prenhez, e ainda, ao parto (Nickerson et al., 1999).
O objetivo deste experimento foi de avaliar os efeitos da utilizacdo da bacterina

comercial Lavac® Staph (Boehringer Ingelheim, St. Joseph, MO, EUA) em vacas com

mastite subclinica por S. aureus e mantidas segregadas durante a lactacéo.
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2. MATERIAIS E METODOS:

2.1. Animais e instalacdes

Oitenta e sete vacas holandesas em lactacdo, producdo media na lactacdo de 7800
Kg, alojadas em sistema “free-stall”, de um rebanho comercial localizado em Minas
Gerais foram utilizadas. O rebanho foi escolhido devido a deteccdo de 58% de
prevaléncia de S. aureus em 230 vacas em lactagdo. Segregacdo de animais positivos foi
implementada e todos os animais avaliados faziam parte do grupo de animais com pelo
menos um diagndstico positivo para S. aureus. Ao inicio do experimento a CCS do
tanque de expansdo era em torno de 700.000 céls. / mL e a fazenda adotava todos 0s
procedimentos basicos de controle e prevencao da mastite como desinfeccdo dos tetos ao

inicio e final da ordenha (pré e pés-dipping) e terapia de vaca seca.

2.2. Periodo experimental

O trabalho foi desenvolvido em duas etapas de 120 dias em cada. A primeira
etapa foi de janeiro a abril, a segunda de agosto a novembro de 2004 utilizando-se 43 e
44 vacas, respectivamente.

2.3. Delineamento estatistico e tratamentos

O delineamento estatistico foi o de blocos ao acaso com parcelas subdivididas.
Um total de 44 vacas foram vacinadas com uma bacterina comercial Lavac® Staph
(Boehringer Ingelheim, St. Joseph, MO) e 43 foram mantidas sem vacinacdo (grupo
controle). Duas doses de 5 mL da vacina foram administradas por via intramuscular,
intercaladas de 14 dias de acordo com recomendagfes do fabricante. Os grupos de
animais foram balanceados levando-se em consideracdo a CCS, ordem de paricdo e dias

em lactacgéo.
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2.4. Coletas e analises laboratoriais

Para analise bacterioldgica dos quartos mamarios e conducdo do CMT foram
feitas oito coletas nos seguintes periodos -7, 0, 30, 60, 90, 106, 113 e 120 dias relativos a
primeira vacinagdo. A coleta de amostras para cultivo bacteriano se deu em frascos
estéreis de 10 mL logo apos a preparacdo dos tetos para a ordenha e sanitizagdo com
algoddao embebido em 4alcool absoluto de acordo com recomendagdes do National
Mastitis Council (1999). As amostras foram congeladas logo apds a coleta e remetidas
apos um méaximo de 3 dias para o laboratério de qualidade do leite da EMBRAPA - Gado
de leite (Juiz de Fora, MG). O teste do California Mastitis Test (CMT) foi conduzido
logo apds a coleta da amostra para bacteriologia. A CCS, a producdo e a composi¢do do
leite individual por vaca foram avaliadas mensalmente. Para composi¢cdo do banco de
dados foram consideradas as coletas realizadas entre os meses -1 a +4 relativos a

primeira vacinacao.

Para analise bacteriol6gica as amostras de leite foram descongeladas e uma
aliquota de 0,01 mL foi semeada em &gar sangue sendo todo crescimento bacteriano
verificado em 24 e 48 horas de incubagédo a 37°C. S. aureus foi identificado pelo padrdo
hemolitico, caracteristica de coloracdo no Gram, reacdo positiva a prova de catalase, agar
manitol e coagulase (National Mastitis Council, 1999). Outros resultados bacterianos
foram reportados como Streptococcus sp., Streptococcus agalactiae, Staphylococcus

coagulase negativo (SCN), Corynebacterium sp., coliformes e outros.

Amostras foram consideradas contaminadas se trés ou mais tipos de colonias
fossem encontrados. Culturas foram consideradas negativas quando menos de 3 col6nias
foram encontradas na placa exceto para S. aureus onde a presenga de > 1 coldnia foi
considerado resultado positivo. O numero de coldnias de S. aureus foi registrado para

efeito de analises comparativas.
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Amostras de leite para analise de CCS e componentes do leite foram remetidas
em frascos contendo conservante bronopol (2-bromo 2-nitropropano 1,3-diol), na
propor¢do de 10mg de principio ativo para 40mL de leite. A analise foi realizada no
equipamento Bentley 2000 (Bentley inc., MN) no laboratério de qualidade de leite da
EMBRAPA — Gado de leite (Juiz de Fora, MG).

2.5. Critérios e definicoes de “status”

O quarto mamario foi considerado a unidade experimental para avaliacdo
estatistica dos resultados bacteriologicos e de CMT. Ao inicio do experimento, um quarto
mamario foi considerado positivo para S. aureus mediante um Unico resultado positivo
em duas anélises bacterioldgicas consecutivas (-7 e 0 dias). O quarto mamario positivo ao
inicio do experimento foi considerado curado ao final do experimento mediante
resultados negativos em 3 andlises bacterioldgicas consecutivas (106, 113 e 120 dias).
Resultados positivos de quartos mamarios considerados negativos ao inicio do
experimento foram considerados como novas infecgdes. A definicdo de cura destas novas
infeccdes ao final do experimento seguiu 0 mesmo critério adotado anteriormente sendo

necessarias trés analises consecutivas negativas (106, 113 e 120 dias).
2.6. Andlises estatisticas

Os dados das duas etapas do experimento foram combinados e analisados
utilizando-se o pacote estatistico SAS (SAS, 1999). Para avaliacdo da cura, somente
quartos positivos ao inicio do experimento foram avaliados. Para avaliacdo de novas
infeccdes, somente quartos negativos ao inicio do experimento foram avaliados. A
associacdo entre os tratamentos e a taxa de cura ou a taxa de novas infeccdes foi
verificada através do teste do qui-quadrado (x?). Desta mesma forma foi verificada a
associacdo entre os tratamentos e as prevaléncias de diagndsticos microbioldgicos
durante os diferentes periodos de coleta. Em ocasifes onde o nimero da amostragem foi
inferior a 30 por tratamento (n<30), o teste exato de Fisher foi utilizado para

comparagoes.
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Os dados de CMT e nuamero de colonias de S. aureus foram separados entre
quartos positivos e negativos para S. aureus ao inicio do experimento. O CMT foi
classificado em escala de 0 a 5 e os resultados comparados através do método estatistico
Kruscall-Wallis, para dados ndo paramétricos. Os numeros de colbnias foram
transformados para base logaritmica natural (In) e os resultados comparados através do
teste t levando-se em consideracdo o erro tipo Il e o delineamento em parcelas

subdivididas para comparacao entre grupos (SAS, 1999) (Tabela 1).

Tabela 1. Modelo da anélise de variancia para varidvel nimero de coldnias.

Quartos positivos para S. Quartos negativos para S.
aureus aureus

Fator de Variacéo ol gl
Total (parcelas) 95 205
Tratamento 1 1
Etapas 1 1
Blocos (Qtos mamarios) 47 102
Erro (a) 46 101
Total (subparcelas) 383 823
Periodo 3 3
Tratamento x Periodo 3 3
Subblocos 95 205
Erro (b) 282 612

A producdo e a composicao do leite dos animais foram comparadas utilizando o
teste de t sendo considerado o erro tipo Il e o delineamento em parcelas subdivididas
para comparacao entre grupos (SAS, 1999) (Tabela 2). A CCS foi transformada para base
logaritmica natural (In). As producgdes aos 30, 60, 90 e 120 dias ap6s a vacinagao foram
utilizadas para comparacdo de médias considerando separadamente 0s animais positivos e
negativos para S. aureus ao inicio do experimento. Um animal foi considerado positivo
para S. aureus mediante uma analise positiva em pelo menos um quarto mamario nas

duas coletas consecutivas que antecederam o experimento (-7 e 0 dias).
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Tabela 2. Modelo da anélise de variancia para dados de producao e composi¢éo do leite.

Vacas positivas para Vacas negativas para
S. aureus S. aureus

Fator de Variacéo ol o]
Total (parcelas) 61 15
Tratamento 1 1
Etapas 1 1
Blocos (Animais) 30 7
Erro (a) 29 6
Total (subparcelas) 247 63
Periodo 3 3
Tratamento x Periodo 3 3
Subblocos 61 15
Erro (b) 180 42

Tabela 3. NUmero de vacas e quartos mamarios avaliados durante o experimento.

“Status” para Tratamento
1
S. aureus™ Controle Vacinado
Positivas 31 32
Vacas Negativas 9 9
Total 40 41
Quartos Positivos 50 48
A - Negativos 103 113
Total 153 161

1'S. aureus = Staphylococcus aureus
*”Status” definido apds dois cultivos microbiologicos consecutivos anteriores a0 inicio do experimento (-7
e 0 dias relativos a primeira vacinagao).

3. RESULTADOS:

Seis vacas foram excluidas do estudo por motivos diversos como secagem e
antibioticoterapia intramamaria ou sistémica. Dessas, trés eram do grupo controle e trés
do grupo vacinado. Portanto, um total de 40 vacas e 153 quartos foram avaliados no
grupo controle e 41 vacas e 161 quartos no grupo vacinado. A Tabela 3 mostra o total de
vacas e quartos mamarios avaliados e o “status” microbioldgico para S. aureus de cada

grupo ao inicio do experimento.

As taxas de cura de quartos mamarios ao final do experimento foram de 6,0% e
12,5% para os grupos controle e vacinado, respectivamente, ndo havendo diferenga entre
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os grupos (P = 0,265). Também, as freqiiéncias de diagnosticos para S. aureus nos

periodos de coletas em quartos previamente positivos ndo foram diferentes (Tabela 4).

Tabela 4. Frequéncia de diagndstico de Staphylococcus aureus e taxa de cura aos 120
dias, de quartos mamarios infectados ao inicio do experimento.

Diagndstico de

S. aureus Dias relativos a vacinacéao

Tratamento o' 30 60 90 120°

Positivos 50 45 46 44 47

Controle Negativos 0 2 3 5 3
Taxa de Cura 6,0%

Positivos 48 41 40 38 42

Vacinado Negativos 0 6 8 10 6
Taxa de Cura 12,5%
Teste Qui-Quadrado* 0,141 0,103 0,149 0,265

'Resultados combinados de duas coletas (-7 e 0 dias relativos a vacinacéo)
“Resultados combinados de trés coletas (106, 113 e 120 dias relativos a vacinacio)

A taxa de novas infec¢bes de S. aureus ao final dos 120 dias nao foi diferente
entre 0s grupos, sendo de 25,2% para o grupo controle e 21,2% para o grupo vacinado (P
=0,486). A freqliéncia de diagndstico de S. aureus em quartos considerados negativos ao
inicio do experimento foi significativamente superior no grupo vacinado aos 60 dias pds
vacinacdo (P = 0,018) porém, nos outros periodos esta diferenca ndo se manteve (Tabela
5).
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Tabela 5. Frequiéncia de diagnostico de Staphylococcus aureus e taxa de novas infeccoes
aos 120 dias, de quartos mamarios negativos ao inicio do experimento.

Diagndstico de

S. aureus Dias relativos a vacinacao*

Tratamento 0o 30 60 90 120°

Positivos 0 9 6 16 26

Controle Negativos 103 88 89 84 77
Taxa de novas infec¢des 25,2%

Positivos 0 10 18° 15 24

Vacinado Negativos 113 98 87 96 89
Taxa de novas infec¢des 21,2%
Teste Qui-Quadrado 0,990 0,018 0,611 0,486

'Resultados combinados de duas coletas (-7 e 0 dias relativos a vacinagéo)
“Resultados combinados de trés coletas (106, 113 e 120 dias relativos a vacinacao)
*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre grupos (P < 0,05)

A taxa de cura aos 120 dias de novas infeccBes contraidas até 90 dias pos
vacinacdo foi avaliada. Em ambos os grupos, 23 novas infeccdes foram encontradas
durante este periodo sendo que 34,8% e 43,5% estavam curadas aos 120 dias,
respectivamente, nos grupos controle e vacinado, ndo diferenciando significativamente (P
=0,4522) (Tabela 6).

Tabela 6. Freqiiéncia de novas infec¢es por Staphylococcus aureus e taxa de cura de
quartos mamarios aos 120 dias.

Infeccdes por Dias relativos a vacinag¢é&o
Tratamento S. aureus
30 60 90 Total  Taxa de Cura
Novas! 9 4 10 23
Controle Persistiram? 6 3 6 15
Curaram® 3 1 4 8 34,8 %
Novas! 10 11 2 23
Vacinado Persistiram? 8 4 1 13
Curaram® 2 7 1 10 43,5%
Teste Exato de Fisher 0,452

'Uma vez positivos quartos ndo sdo elegiveis a nova infeccdo no experimento
“Quartos positivos nas coletas dos dias 106, 113 ou 120 do experimento
*Quartos negativos nas coletas dos dias 106, 113 e 120 do experimento
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Os escores de CMT de quartos previamente positivos para S. aureus foram
significativamente reduzidos no grupo vacinado aos 30 dias poOs-vacinacdo em
comparacdo ao grupo controle (P < 0,05). Nos outros periodos ndo houve diferencas
estatisticas entre grupos. Nos quartos negativos para S. aureus ao inicio do experimento
ndo houve efeito da vacinacdo em nenhum dos periodos de coleta avaliados (Figura 1).
Nos quartos positivos para S. aureus ao inicio do experimento houve tendéncia de
menores contagens de colonias de S. aureus no grupo vacinado em relagdo ao grupo
controle (P = 0,1170). J& nos quartos negativos, ndo houve diferenca entre as contagens
médias de colbnias dos grupos (P = 0,985) (Figura 2).
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Figura 1. Média ponderada de escores de CMT de quartos mamarios em diferentes
periodos de coleta.

4

35 . a

a -
3 A ot

-)|<_ ./ o _Y
S T b
8)
3 5 A
= .- A
= -=-A"
3 -
= PELYAN
o L5 .- -
oS .= ===
b
L 1

05

O T T T T 1

0 30 60 90 120
Dias relativos a vacinagdo
—=— Positivos Controle 1 - -®- - Positivos Vacinado 4
—2— Negativos Controle 2 - =A- - Negativos Vacinado 2

*Meédia ponderada dos escores de CMT de quartos mamarios

! Banco de dados 1. Quartos positivos para Staphylococcus aureus ao inicio do experimento. n = 50 e 48,
respectivamente, para tratamentos controle e vacinado.

2 Banco de dados 2. Quartos negativos para Staphylococcus aureus ao inicio do experimento. n = 101 e
112, respectivamente, para tratamentos controle e vacinado.

Letras diferentes no mesmo periodo de coleta indicam diferencas significativas entre grupos do mesmo
banco de dados (p<0,05).
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Figura 2. Contagem média de coldnias de Staphylococcus aureus em quartos mamarios
em diferentes periodos de coleta.
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*Contagem de colbnias convertida para base logaritmica natural (In)

! Banco de dados 1. Quartos positivos para Staphylococcus aureus ao inicio do experimento. n = 50 e 48,
respectivamente, para tratamentos controle e vacinado.

2 Banco de dados 2. Quartos negativos para Staphylococcus aureus ao inicio do experimento. n = 103 e
112, respectivamente, para tratamentos controle e vacinado.
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Devido ao extravio de material, metade das amostras de composi¢do do leite do
segundo més pos-vacinacdo foram perdidas. Nao houve efeito da vacinacdo sobre a
producdo de leite e de solidos do leite, ou sobre os teores de proteina do leite e CCS de
vacas positivas para S. aureus (Tabela 7). No entanto, vacas vacinadas tenderam a
produzir leite com maior teor de gordura em relacdo a vacas do grupo controle (P =
0,096).

Tabela 7. Producdo e composicdo média do leite de vacas positivas para Staphylococcus
aureus ao inicio do experimento e submetidas ou ndo a vacinagéo.

Tratamento
Componente’ Controle Vacinado EPM2 P

Leite (kg/dia) 22,8 23,9 2,495 0,347
Gordura (kg/dia) 0,737 0,839 0,112 0,142
Proteina (kg/dia) 0,688 0,738 0,077 0,198
Gordura (%) 3,22 3,54 0,313 0,096
Proteina (%0) 3,05 3,12 0,128 0,122
Ln CCS 6,289 6,240 0,721 0,896
CCS (1.000 cels/mL) 876 999

! Média de 31 vacas no grupo controle e 32 no grupo vacinado durante 4 periodos pés vacinagéo (30, 60,
90 e 120d).
2 EPM = erro padréo da média

Os agentes mais freqlientemente isolados das amostras de quartos mamarios
remetidas para cultivo microbiolégico foram Staphylococcus aureus (35,1%),
Staphylococcus coagulase negativo (4,9%), Corynebacterium sp. (4,6%) e Streptococcus
sp. (3,7). Vacas vacinadas tiveram menor frequéncia de diagndsticos microbiol6gicos

para S. aureus se comparadas ao grupo controle (Tabela 8).
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Tabela 8. Frequéncia de diagnosticos microbioldgicos em amostras de quartos mamarios
coletadas em 8 periodos durante 127 dias.*

Tratamento
Diagnostico Controle Vacinado
Microbioldgico n % n % Qui-quadrado
S. aureus 454 37,8° 415 32,6° 0,009
Streptococcus sp.” 45 3,8 47 3,7 0,962
Corynebacterium sp 47 3,9 66 5,2 0,123
S.C.N.? 51 43 71 5,5 0,120
Outros* 23 1,9° 9 0,7° 0,008
Negativo® 567 47,2 644 50,6 0,070
Contaminado® 13 1,1 21 1,7
Total 1.200 100,0 1.273 100,0

*Periodos de coleta: -7, 0, 30, 60, 90, 106, 113, 120 dias relativo a vacinagéo.

!Staphylococcus aureus; *Streptococcus sp.(Streptococcus agalactiae ndo foi encontrado nas amostras de
leite); >Staphylococcus coagulase negativo; “Enterococcus sp, coliformes, Bacillus sp e leveduras; *Sem
crescimento bacteriano; ®> 3 tipos de col6nias.

4. DISCUSSAO:

A correta avaliacdo da eficicia de uma vacina para S. aureus deve levar em
consideracdo fatores biologicos inerentes ao microrganismo. A capacidade de
colonizacdo, aderéncia, invasdo e destruicdo do epitélio glandular além da evasdo aos
mecanismos de defesa sdo fatores que permitem a sobrevivéncia cronica do S. aureus no
interior da glandula mamaria. A duracéo da infeccdo, associada a natureza e extensdo das
lesbes existentes influencia na taxa de cura dessas infeccGes. Quanto mais antiga a
infeccdo e maior o nimero de quartos acometidos, menores sdo as chances de cura
atraves da antibioticoterapia (Sears e McCarthy, 2003). Portanto, a correta descricdo dos
casos estudados deve ser procedida com a comparacdo das taxas de cura, persisténcia e

incidéncia obtidas nos experimentos.

Além disso, S. aureus é um agente que ¢é eliminado de forma ciclica e em baixo
namero no leite (Sears et al., 1990). Este comportamento dificulta a correta determinagédo
do status infeccioso da glandula mamaria, fator essencial para condugdo de pesquisa
sobre mastite. Vacinas de S. aureus reduzem ainda mais a quantidade de

microorganismos eliminados (Calzolari et al., 1997). Portanto, a adoc¢do de critérios que
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elevem a sensibilidade para deteccdo de S. aureus é essencial. Silva et al. (2005)
demonstraram que a sensibilidade do método diagndstico foi aumentada de 65,6% para
87,5% quando o limite de deteccdo foi reduzido de 100 UFC/mL (método padrdo) para 1
UFC/mL em amostras de quartos mamarios coletados em uma Unica ordenha. Sears et al.
(1990) demonstraram que a sensibilidade de uma amostra Unica para determinar o
“status” infeccioso do quarto mamario foi de 74,5% sendo elevada para 94% e 98%

quando 2 ou 3 amostras consecutivas foram incluidas.

Outro fator complicador se refere a dindmica das infeccbes por S. aureus
principalmente em estudos durante o periodo de lactacdo. O comportamento contagioso
do agente dificulta a definicdo das taxas de cura e de incidéncia, visto que a exposi¢do
ocorre diariamente durante a ordenha. Portanto, essas taxas séo dependentes da definigcéo
de critérios diagnosticos além da frequéncia de realizacdo de exames. Estes critérios
precisam ser claros e definidos nos experimentos a fim de permitir comparagdes e

conclusodes.

No presente experimento, foram adotados parametros conservadores sendo as
taxas de cura e de novas infec¢cdes definidas somente apos a realizacdo de trés exames
bacteriologicos consecutivos ao final do experimento (106, 113 e 120 dias pos-
vacinacdo). Também foram separadas as taxas de cura de infeccBes pré-existentes ao
inicio daquelas adquiridas no decorrer do experimento. Além disso, dois exames
consecutivos ao inicio do experimento foram utilizados para definir o “status” infeccioso

dos quartos mamarios dos animais.

No grupo vacinado, dos seis quartos previamente infectados e curados, cinco
curaram na primeira etapa do experimento e somente um na segunda. Portanto, as taxas
de cura variaram de 20% (5/25) a 4,3% (1/23) dependendo da etapa do estudo. Sears e
MacCarthy (2003) mencionaram que a probabilidade de cura para S. aureus € dependente
da duracdo da infec¢do, nimero de quartos infectados e status imune do animal. Estes
foram, provavelmente, alguns dos fatores envolvidos na discrepancia dos resultados

obtidos em periodos e animais diferentes. Por outro lado, no grupo controle as taxas de
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cura foram de 4,5% (1/22) e 7,1% (2/28) na primeira e segunda etapas, respectivamente.
Isso demonstra um possivel efeito curativo da vacina dependendo do tipo de animais e

infeccOes existentes no rebanho.

No entanto, apesar do incremento de 108% na taxa de cura de infeccdes pre-
existentes de S. aureus, a diferenca ndo foi significativa em relacdo ao grupo controle aos
120 dias pos vacinacdo (6,0% vs 12,5%, respectivamente, para 0s grupos controle e
vacinado). Portanto, levando em consideracdo a taxa de cura de infecges pré-existentes,
a utilizacdo da vacina durante a lactacdo em vacas portadoras de infeccdo subclinica por

S. aureus nao foi justificada.

Hwang et al. (2000), também trabalhando com infec¢Oes previamente existentes
mas durante um periodo de 12 semanas, encontraram taxas de cura de 27% (9/33) para o
grupo vacinado contra 5% (1/18) no grupo controle. Infelizmente, os critérios de cura ndo
foram descritos, apesar dos exames bacterioldgicos terem sido conduzidos em intervalos
menores e com maior frequéncia que no presente estudo (12 exames, semanais).
Comparac0es estatisticas também ndo foram relatadas provavelmente devido ao pequeno

nimero de amostras por grupo.

A vacinacao também ndo preveniu o surgimento de novas infec¢des. Dos quartos
definidos como negativos, ao inicio do experimento, 25,2% mostraram-se positivos aos
120 dias no grupo controle, e 21,2% no grupo vacinado (P = 0,486). Esses dados estdo de
acordo com Pankey et al. (1985) que também ndo encontraram diferengas na incidéncia

de S. aureus em um estudo com desafio experimental ao agente durante trés lactagdes.

A alta incidéncia de S. aureus encontrada no atual experimento reflete o grande
desafio a que estavam expostos 0s animais. Somente vacas com prévio diagndstico
positivo para S. aureus eram mantidas nesses grupos. Hwang et al. (2000), encontraram

somente 3 novos quartos infectados em 22 vacas durante o estudo de 12 semanas.
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As taxas de cura de infecgbes contraidas durante os primeiros 90 dias do
experimento foram superiores aquelas encontradas para infeccdes pré-existentes. Dos 23
quartos infectados até os 90 dias de experimento no grupo controle, 34,8% se
encontravam curados aos 120 dias. No grupo vacinado, esse numero foi de 43,5%
também em 23 novas infecces. Pankey et al. (1985) encontraram aumentos de 55% a
76% na taxa de cura de novas infec¢bes nos grupos vacinados em relacdo ao grupo
controle. Essa mesma amplitude ndo foi encontrada no presente experimento sendo o
aumento na ordem de 25% para o grupo vacinado, porém ndo significativo (P = 0,4522).
Apesar do pequeno namero de novas infeccdes para uma maior confiabilidade dos dados,
pode-se dizer que o efeito curativo da vacina, se existente, foi inferior aquele relatado em

animais submetidos a exposicdo experimental ao agente.

Calzolari et al. (1997), encontraram efeito redutor da vacinacdo sobre o nimero
de coldnias de S. aureus em quartos mamarios com diagndstico positivo. Isso sugere
reducdo da severidade da infec¢do. As médias comparadas se referem a novas infeccGes
contraidas durante o experimento. No presente experimento, a contagem média de
coldnias de quartos negativos ao inicio do experimento ndo diferenciou entre grupos ndo
demonstrando efeito da vacinacdo na reducdo da severidade ou da incidéncia das

infeccBes. Para o calculo da média, quartos positivos e negativos foram considerados.

Nas infeccbes pré-existentes, houve tendéncia de menores nimeros de colonias
nos quartos do grupo vacinado em relacdo ao grupo controle (P = 0,117). Isso sugere
efeito da vacinacdo na redugdo da severidade de infecgcdes persistentes. Hwang et al.
(2000), demonstraram reducdo no numero de colbnias em relacdo ao estado pré-
vacina¢do no grupo vacinado, porém comparacdo estatistica entre grupos ndo foi

realizada.

Melhoria significativa na qualidade do leite de quartos mamarios positivos para S.
aureus foi observada. Nos quartos previamente infectados, 30 dias apds a primeira
vacinagdo o escore de CMT foi significativamente inferior ao escore de quartos do grupo

controle. Nos outros periodos essa diferenca ndo foi observada. Parte da explicacdo para
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esse efeito temporario pode estar no fato de que o adjuvante existente na vacina,
hidroxido de aluminio, geralmente estimula uma producédo alta, mas ndo prolongada de

anticorpos (Watson, 1988).

Os efeitos benéficos no quarto mamario ndo foram suficientes para influenciar os
dados individuais de CCS, ndo sendo encontradas diferencas significativas na CCS do

leite de vacas vacinadas em relag&o ao grupo controle.

A vacinacdo reduziu a frequéncia de diagndsticos para S. aureus. Este efeito
provavelmente pode ser atribuido ao efeito conjunto de cura e redugcdo no nimero de
microrganismos eliminados no leite, 0 que reduz a sensibilidade do método diagnostico

resultando em um maior nimero de resultados falso negativos.

5. CONCLUSOES:

A vacinacdo de vacas com mastite subclinica por S. aureus durante a lactacéo e
mantidas segregadas ndo deve ser recomendada. Os efeitos da vacinagdo na cura e
prevencgéo de infecgdes por S. aureus ndo foram capazes de reduzir os efeitos do grande
desafio a que estes animais estavam expostos. Outras estratégias devem ser estudadas
com o intuito de reduzir o impacto deste grande desafio em rebanhos com alta

prevaléncia de S. aureus.
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CAPITULO 4

UTILIZACAO DE UMA VACINA COMERCIAL EM ASSOCIACAO A
TERAPIA ANTIBIOTICA INTRAMAMARIA NA SECAGEM EM VACAS COM
MASTITE SUBCLINICA CAUSADA POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS

1. INTRODUCAO:

A mastite é a doenca mais dispendiosa do rebanho leiteiro. As perdas relativas a
mastite sdo duas vezes mais elevadas do que as perdas relativas a infertilidade e doencas

reprodutivas (Philpot e Nickerson, 2000).

S. aureus é um agente de grande sucesso como patégeno da glandula mamaria.
Higiene de ordenha, terapia de vaca seca (TVS), segregacdo e descarte de animais sao
algumas das estratégias adotadas para a reducdo de sua prevaléncia em rebanhos leiteiros.
No entanto S. aureus ainda configura como o principal patdgeno interferindo nos indices

de mastite e de qualidade de leite em diversos rebanhos leiteiros.

O periodo seco é uma fase de mudancas anatdmicas e fisioldgicas para a glandula
mamaria, sendo o periodo critico para controle da mastite. A terapia de vaca seca (TVS) é
essencial e largamente utilizada para o controle da mastite. Consiste na administracdo
intramamaria de um antibiotico de longa acéo logo ap6s a Ultima ordenha da lactacdo. A
TVS atua tanto na prevencdo de novas infecgdes quanto na cura de infecgbes pré-
existentes. Do ponto de vista da mastite contagiosa, o periodo seco precedido pela TVS
constitui um momento Unico para a eliminacdo de infecgdes cronicas e reducdo
significativa desses agentes no rebanho. A TVS é altamente eficaz contra Streptococcus
agalactiae, mas taxas de cura de S. aureus sd0 menores e mais variaveis com relatos de
20 a 85% de cura (Oliver e Smith, 1982, Browning et al., 1990, Sol et al., 1994). Outros
beneficios econdmicos associados a TVS incluem reducdo da CCS, menor incidéncia de
mastite clinica e aumento de producdo na lactacdo subsequente (Osteras e Sandvik,
1996).
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A bacterina de S. aureus Lavac® Staph (Boehringer Ingelheim, St. Joseph, MO) é
uma vacina que tem em sua constituicdo cepas de Staphylococcus aureus produtoras de
pseudocapsula. A pseudocépsula é uma fina camada que envolve a bactéria, tornando-a
inacessivel a neutréfilos, inibindo a fagocitose (Sears e McCarthy, 2003). Vacinas
contendo amostras de S. aureus produtoras de pseudocapsula demonstraram eficacia em
diversas situacdes (Williams et al., 1966, Williams et al., 1975, Pankey et al., 1985, Sears
et al., 1990, Nordhaug et al., 1994, Sears, 1999, Nickerson et al., 1999). Pankey et al.
(1985) e Williams et al. (1966 e 1975), demonstraram eficécia da vacina em aumentar a
cura espontanea, reduzir a severidade das infec¢bes por S. aureus além de reduzir a
incidéncia de casos clinicos em vacas em lactacdo. Sears et al. (1990), trabalhando com
novilhas, comprovaram reduzida taxa de infeccdo, menor prevaléncia de infeccOes

cronicas e reducdo da severidade das infecgdes pos parto.

Os objetivos deste experimento foram de avaliar a utilizacdo de uma vacina
comercial contra S. aureus na secagem, em associacao a antibioticoterapia, em vacas com

mastite subclinica causada por S. aureus.

2. MATERIAIS E METODOS:

2.1. Animais e periodo experimental:

Noventa e duas vacas holandesas de um rebanho comercial localizado no estado
de Minas Gerais foram utilizadas. Todas as vacas possuiam histérico de, pelo menos, um
diagnostico positivo para S. aureus na lactacdo e se encontravam segregadas daquelas
consideradas negativas. O rebanho foi considerado inicialmente com uma prevaléncia de
58% de vacas lactantes positivas para S. aureus. Vacas foram secas no periodo de
Novembro de 2003 a Outubro de 2004. O periodo seco médio foi de 90+57 dias sendo 29

dias o periodo minimo e 336 o periodo méaximo.
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2.2. Delineamento estatistico e tratamentos:

O delineamento estatistico foi de blocos ao acaso. Um total de quarenta e nove
vacas foram vacinadas, no musculo semimembranoso, com uma bacterina comercial
Lavac® Staph (Boehringer Ingelheim, St. Joseph, MO) e quarenta e trés foram mantidas
sem vacinacgdo (grupo controle). Duas doses de 5 mL da vacina foram administradas por
via intramuscular sendo a primeira no dia da secagem e a segunda 14 dias ap6s de acordo
com recomendagOes do fabricante. Antibidtico intramamario foi administrado em todos
0s quartos mamarios de todas as vacas logo apés a Gltima ordenha (Mamizyn® S,
Boehringer Ingelhein*). Os grupos foram balanceados levando em consideracdo a CCS e

0 numero de lacta¢es dos animais.
2.3. Coletas e analises laboratoriais:

Para andlise bacterioldgica dos quartos mamarios foram feitas cinco coletas nos
periodos —7 e 0 dias relativos a secagem e 0-7, 8-14 e 15-21 dias relativos ao parto
subsequente. A coleta de amostras para cultivo bacteriano se deu em frascos estéreis de
10 mL logo ap6s a preparacdo dos tetos para a ordenha e sanitizagdo com algodao
embebido em alcool 70 de acordo com recomendacGes do National Mastitis Council
(NMC, 1999). As amostras foram congeladas logo ap6s a coleta e remetidas apds um
méaximo de 3 dias para o laboratorio de qualidade do leite da EMBRAPA — Gado de leite,
Juiz de Fora, MG.

Durante toda a lactacdo, a CCS, a producéo e a composicédo do leite individual por

vaca foram avaliadas mensalmente.

Para analise bacteriol6gica as amostras de leite foram descongeladas e uma
aliquota de 0,01 mL foi semeada em &gar sangue sendo todo crescimento bacteriano
verificado em 24 e 48 horas de incubacdo a 37°C. S. aureus foi identificado pelo padrao
hemolitico, caracteristica de coloracdo no Gram, reacdo positiva & prova de catalase, agar

manitol e coagulase (National Mastitis Council, 1999). Outros resultados bacterianos
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foram reportados como Streptococcus sp., Streptococcus agalactiae, Staphylococcus

coagulase negativo (SCN), Corynebacterium sp., coliformes e outros.

Amostras foram consideradas contaminadas se trés ou mais tipos de colonias
foram encontrados. Culturas foram consideradas negativas quando <3 col6nias foram
encontradas na placa exceto para S. aureus onde a presenca de > 1 colonia foi

considerado um resultado positivo.

Amostras de leite para anélise de CCS e componentes do leite foram remetidas
em frascos contendo conservante bronopol (2-bromo 2-nitropropano 1,3-diol), na
proporcdo de 10mg de principio ativo para 50mL de leite. As analises foram realizadas
no equipamento Bentley 2000 (Bentley inc., MN) no laboratério de qualidade de leite da
EMBRAPA — Gado de leite, Juiz de Fora, MG.

2.4. Critérios e definicdes de status:

O quarto mamario foi considerado a unidade experimental para avaliacdo
estatistica dos resultados bacterioldgicos. Na secagem um quarto mamario foi
considerado positivo para S. aureus mediante um Unico resultado positivo em duas
andlises bacteriolégicas consecutivas (-7 e 0 dias). Um quarto mamario positivo na
secagem foi considerado curado no parto subseqguiente mediante resultados negativos em
trés analises bacterioldgicas consecutivas (0-7, 8-14 e 15-21 dias pds-parto). Resultados
positivos pés-parto de quartos mamarios considerados negativos na secagem foram
considerados como novas infec¢bes. Quartos que, por algum motivo, ndo obtiveram trés
resultados microbioldgicos até os 21 dias pos-parto foram coletados até os 35 dias e 0s
resultados considerados para o célculo da taxa de cura e incidéncia.

Para comparagdo de dados microbioldgicos, de producdo e de composicdo do
leite, o animal foi considerado positivo para S. aureus mediante uma analise positiva em
pelo menos um quarto mamario nas duas coletas consecutivas que antecederam a

secagem (-7 e 0 dias).
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2.5. Analises estatisticas:

Os dados foram analisados utilizando-se o0 pacote estatistico SAS (SAS, 1999).
Para avaliacdo da cura, somente quartos positivos na secagem foram avaliados. Para
avaliacdo de novas infeccdes, somente quartos negativos na secagem foram avaliados. A
associacdo entre os tratamentos e a taxa de cura ou a taxa de novas infeccdes foi
verificada através do teste do qui-quadrado (x°). Desta mesma forma foi verificada a
associacdo entre os tratamentos e as prevaléncias de diagndsticos microbioldgicos
durante os diferentes periodos de coleta. Devido ao limitado nimero da amostragem
(n<30 por tratamento), a avaliacdo dos dados de cura e incidéncia por vaca foram feitas

pelo teste exato de Fisher.

A lactacdo dos animais que participaram do experimento foi acompanhada sendo
os dados de encerramento aos 305 dias utilizados para comparacdo estatistica. A CCS foi
transformada para base logaritmica natural (In). Os dados de producdo e composicédo do
leite foram comparados utilizando o teste de Duncan (Sas, 1999). As médias foram
comparadas considerando separadamente 0s animais positivos e negativos para S. aureus

na secagem. Os dados foram considerados estatisticamente diferentes quando (P < 0,05).

3. RESULTADOS:

Dezoito vacas foram excluidas por motivos diversos como tratamento antibidtico
sistémico, falta de exames bacteriol6gicos ou descarte. Dessas, 9 eram do grupo controle
e 9 do grupo vacinado. A Tabela 1 mostra o total de vacas e quartos mamarios avaliados

e o status microbiolégico para S. aureus de cada grupo na secagem.

A taxa de cura de quartos mamarios de vacas submetidas a vacinagdo foi
significativamente superior se comparada ao grupo controle (P < 0,05). Apesar da
diferenca de prevaléncia de diagndsticos ndo ser significativa em nenhum dos periodos de
coleta pds-parto, ao combinar os resultados ficou comprovada a eficiéncia da vacina que

curou 74% dos quartos contra 50% de cura no grupo controle (Tabela 2).
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Tabela 1. NUmero de vacas e quartos mamarios avaliados na secagem.

Status para Tratamento
1
S. aureus™ Controle Vacinado
Positivas 21 22
Vacas Negativas 15 16
Total 36 38
Positivos 28 38
Quartos mamarios Negativos 84 87
Total 112 125

1'S. aureus = Staphylococcus aureus
*Status definido ap6s 2 cultivos microbioldgicos consecutivos anteriores a secagem (-7 e 0 dias relativos a
secagem).

Tabela 2. Frequiéncia de diagnostico de Staphylococcus aureus e taxa de cura, pés-parto,
de quartos mamarios infectados na secagem e submetidos a terapia de vaca seca
associada ou ndo a vacinagéao para S. aureus.

Diagnéstico de Dias relativos ao parto

S. aureus T : 2
Tratamento Secagem~  0-7 8-14 15-21 Combinado
Positivos 28 5 9 7 14
Controle Negativos 0 16 17 14 14
Taxa de Cura 50,0%°
Positivos 38 8 7 6 10
Vacinado Negativos 0 27 26 24 28
Taxa de Cura 73,7%°*
Teste Qui-Quadrado 0,935 0,258 0,287 0,048

'Resultados combinados de duas coletas (-7 e 0 dias relativos & secagem). O quarto mamério foi
considerado positivo mediante um tnico diagndstico positivo.

“Resultados combinados de trés coletas pés-parto. O quarto mamario foi considerado positivo mediante um
Unico diagnostico positivo.

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre grupos (P < 0,05)

Oito quartos do grupo controle e 11 do grupo vacinado contrairam novas

infeccdes por S. aureus sendo a incidéncia semelhante entre os grupos (Tabela 3).

As tabelas 4 e 5 mostram a fregliéncia de diagnostico, taxa de cura e taxa de
novas infecgdes das analises onde o animal foi a unidade experimental. Houve tendéncia
de maiores taxas de cura individuais para animais vacinados em relacdo ao grupo
controle (41 e 19%, respectivamente) (P = 0,109). A incidéncia foi semelhante entre os
grupos (P = 0,641).
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Tabela 3. Frequéncia de diagnostico de Staphylococcus aureus e taxa de novas infeccdes,
poOs-parto, de quartos mamarios negativos na secagem e submetidos a terapia de vaca seca
associada ou ndo a vacinagdo para S. aureus.

Diagndstico de Dias relativos ao parto

S. aureus T - 5
Tratamento Secagem™  0-7 8-14 15-21 Combinado
Positivos 0 3 5 5 8
Controle Negativos 84 79 68 65 76
Taxa de novas infec¢des 9,5%
Positivos 0 9 9 5 11
Vacinado Negativos 87 72 71 73 76
Taxa de novas infec¢des 12,6%
Teste Qui-Quadrado 0,069 0,347 0,859 0,516

'Resultados combinados de duas coletas (-7 e O dias relativos & secagem). O quarto mamério foi
considerado positivo mediante um dnico diagndstico positivo.

“Resultados combinados de trés coletas p6s-parto. O quarto mamario foi considerado positivo mediante um
Unico diagndstico positivo.
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Tabela 4. Frequiéncia de diagnéstico de Staphylococcus aureus e taxa de cura, pds-parto,
de vacas positivas na secagem e submetidas a terapia de vaca seca associada ou ndo a
vacinagdo para S. aureus.*

DiaSgr;ésrteicz de Dias relativos ao parto
.aureu
Tratamento Secagem’ 0-7 8-14 15-21 Combinado®
Positivos 21 11 16 14 17
Controle Negativos 0 10 5 5 4
Taxa de Cura 19,0%
Positivos 22 11 11 9 13
Vacinado Negativos 0 9 11 9 9
Taxa de Cura 40,9%
Teste exato de Fisher 0,109

*Vacas consideradas positivas para S. aureus mediante uma analise positiva em pelo menos um quarto
mamario nas duas coletas consecutivas que antecederam a secagem

'Resultados combinados de duas coletas (-7 e O dias relativos a secagem). A vaca é considerada positiva
mediante um Unico resultado positivo.

“Resultados combinados de trés coletas pos-parto. A vaca é considerada positiva mediante um Gnico
resultado positivo.

Tabela 5. Frequiéncia de diagndstico de Staphylococcus aureus e taxa de novas infecces,
pos-parto, de vacas negativas na secagem e submetidas a terapia de vaca seca associada
ou ndo a vacinacdo para S. aureus.

Diagnéstico de Dias relativos ao parto

S. aureus T - 5
Tratamento Secagem~  0-7 8-14 15-21 Combinado
Positivos 0 1 2 2 3
Controle Negativos 15 14 12 12 12
Taxa de novas infecgdes 20,0%
Positivos 0 2 3 2 3
Vacinado Negativos 16 12 13 12 13
Taxa de novas infecgdes 18,7%
Teste exato de Fisher 0,641

'Resultados combinados de duas coletas (-7 e 0 dias relativos a secagem). A vaca é considerada positiva
mediante um Unico resultado positivo.

’Resultados combinados de trés coletas pés-parto. A vaca é considerada positiva mediante um Gnico
resultado positivo.

Nas vacas positivas para S. aureus na secagem, a CCS da lactagéo subsequente foi
significativamente reduzida no grupo vacinado em relacdo ao grupo controle (Figura 1).

As producdes de leite, gordura e proteina ndo foram diferentes entre os grupos (Tabela 6).
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Entre as vacas negativas para S. aureus a secagem ndo houve diferenca estatistica entre

0s animais vacinados e controle para producédo e composicéao do leite (Tabela 7).

Figura 1. Contagem de células sométicas (CCS) média da lactacdo de vacas positivas
para Staphylococcus aureus submetidas a terapia de vaca seca associada ou ndo a
vacinagao para S. aureus na secagem anterior.*

900 ;
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\\\\‘\\\\

Controle Vacinado
Grupo

*Dados referentes ao encerramento em 305dias. n = 20 e 21, respectivamente, para 0s grupos controle e
vacinado.

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre grupos (P = 0,033). Comparagdes estatisticas feitas
através de dados transformados para base logaritmica (In).

Tabela 6. Produgdo de leite e de sdlidos do leite na lactagdo, de vacas positivas para
Staphylococcus aureus submetidas a terapia de vaca seca associada ou ndo a vacinagédo
para S. aureus na secagem anterior.

Tratamentos

Producéo 305d Controle (n=20)  Vacinado (n=21) EPM! P

Leite (Kg) 7.858 8.661 2.209 0,251
Gordura (Kg) 279 276 77,09 0,932
Proteina (Kg) 252 259 56,53 0,719
Gordura (%) 3,12 3,36 0,513 0,177
Proteina (%) 3,06 2,93 0,175 0,069
CCS (In) 6,64° 6,20° 0,578 0,033

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre grupos (P < 0,05).
'EPM = erro padréo da média; “Contagem de células sométicas transformadas para base logaritmica (In).
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Tabela 7. Producdo de leite e de sdlidos do leite na lactacdo de vacas negativas para
Staphylococcus aureus submetidas a terapia de vaca seca associada ou ndo a vacinagédo
para S. aureus na secagem anterior.

Tratamentos

Producéo 305d Controle (n=11) Vacinado (n=13) EPM™ P
Leite (Kg) 7.615 7.492 1.533 0,846
Gordura (Kg) 257 234 60,8 0,391
Proteina (Kg) 228 212 49,5 0,476
Gordura (%) 3,40 3,18 0,584 0,377
Proteina (%) 3,02 2,83 0,308 0,153
CCS (In)? 5,94 5,49 1,098 0,353
CCS (x1000/mL)* 664 392

'EPM = erro padrio da média.
“Contagem de células somaticas transformadas para base logaritmica (In).
*Média aritmética da contagem de células somaticas.

S. aureus foi 0 agente mais frequentemente isolado das amostras de quartos
mamarios remetidas para cultivo microbiolégico. Uma reducdo significativa foi
observada na freqiéncia de isolamentos de S. aureus e de Coynebacterium sp no pos-
parto em relacdo a secagem tanto no grupo controle como no vacinado (Tabela 8) (P <
0,001). A recuperacdo total de patdgenos no pos-parto também foi diminuida em ambos
0s grupos em relacdo ao pré-parto com conseqliente aumento de cultivos negativos (P<
0,001).

Tabela 8. Freqliéncia de diagndsticos microbiol6gicos em amostras de quartos mamarios
coletadas na secagem e no pos-parto.*

Controle Vacinado

Pré-secagem Pos-parto Pré-secagem Pos-parto
Diagnéstico n % n % P n % n % P
S. aureus’ 40 20,77 41 106° 0,001 55 27,9* 47 104" 0,001
Strep. sp.” 8 41 14 3,6 0,754 2 1,0 9 20 0,768
Corynebact.? 29  150° 4 1,0° 0001 32 162* 5 1,1° 0,001
S.C.N.* 9 47 23 5,9 0525 13 6,6 31 6,8 0921
outros® 6 3,1 4 1,0 0,07 7 3,6 10 22 0318
Negativo® 97  50,3° 293 758 0,001 81 411" 337 744 0,001
Contaminado’ 4 2,1 8 2,1 7 3,6 14 31

Total 193 1000 387  100,0 197  100,0 453  100,0

*Periodos de coleta: -7 e 0 pré-secagem; 0-7, 8-14 e 15-21 dias p6s-parto.

!Staphylococcus aureus; “Streptococcus sp.(Streptococcus agalactiae ndo foi encontrado nas amostras de
leite); *Corynebacterium sp.; “Staphylococcus coagulase negativo; “Enterococcus sp, coliformes, Bacillus
sp e leveduras; °Sem crescimento bacteriano; > 3 tipos de coldnias.

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticas entre periodos, do mesmo tratamento (P <
0,01).
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4. DISCUSSAO:

O combate ao S. aureus é prioridade em alguns rebanhos leiteiros na atualidade.
As exigéncias por leite de qualidade e o pagamento de bonificacGes por melhores padroes
sdo realidade recente no Brasil. Apesar de muitas vezes conhecer 0s prejuizos trazidos
pela alta CCS no rebanho, muitos produtores relevaram esta condi¢do ou néo priorizaram
acOes efetivas de prevencdo e controle de mastite durante os anos. Isso resultou, em
alguns casos, no aumento da gravidade da situacdo com o alastramento de animais
portadores de agentes contagiosos da glandula mamaria como o S. aureus e 0

Streptococcus agalactiae. O combate a estes agentes tornou-se entdo prioridade.

O S. aureus é bastante adaptado para sobrevivéncia na glandula mamaria. Uma
vez instalado causa, na maioria das vezes, infecgcdo cronica. Glandulas infectadas, por sua
vez, tornam-se a principal fonte de infeccdo para outras vacas no rebanho (Sears e
McCarthy, 2003).

Realizacdo da ordenha de forma higiénica, adogdo das préaticas do pré e pés-
dipping, manutencdo adequada do equipamento de ordenha, terapia da vaca seca,
tratamento de casos clinicos, descarte de vacas e manutencdo do ambiente limpo séo
praticas fundamentais para prevencdo da mastite e para obtencdo de um leite de boa
qualidade. A adocdo rigorosa e rotineira destas praticas geralmente previne a
disseminacdo e controla situacdes de baixa prevaléncia de agentes contagiosos da
glandula mamaria. No entanto, em situacdes de alta prevaléncia destes agentes, métodos

ainda mais dispendiosos devem ser adotados.

Vérias praticas tém sido propostas com o objetivo de eliminar infec¢gdes por S.
aureus em situaces onde o descarte destes animais é economicamente inviavel seja pela
alta prevaléncia ou pelo valor do rebanho. O tratamento com antibidticos intramamario
ou parenteral durante a lactacdo ou no periodo seco, a secagem de quartos infectados, o
uso de vacinacBes ou associagdo destes métodos sdo alternativas utilizadas. Nessas

situagdes, no entanto, a segregacdo de animais infectados torna-se obrigatdria por reduzir
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0 contagio do agente e os custos do controle que poderdo ser direcionados somente aos

animais infectados.

Durante a lactagdo, o S. aureus é bastante resistente a terapia antibidtica
intramamaria convencional, mas a ado¢do de terapia antibidtica prolongada aumentou a
taxa de cura de 26% para 51% (Costa et al., 2000). A associacdo da terapia antibiotica
parenteral e intramamaria aumentou de 25% para 51% a taxa de cura se comparada a
terapia intramamaria convencional (Owens et al., 1988). O grande custo com antibioticos
e descarte de leite, e ainda, a baixa taxa de cura restringem a recomendacdo da

antibioticoterapia.

A TVS continua sendo a ferramenta mais importante na reducdo da prevaléncia de
S. aureus em rebanhos leiteiros. Entre 40 e 70% das infec¢cdes sdo eliminadas com a
utilizacdo da TVS, sem o acréscimo dos custos relativos ao descarte de leite (Nickerson,
1993). Porém, a possibilidade de sucesso é menor e com maior variagdo, comparada aos
outros agentes infecciosos. Estratégias como a associacdo de antibidtico sistémico
(oxitetraciclina) ou mesmo a repeticdo da terapia intramamaria apds 7 e 14 dias nédo
aumentaram as taxas de cura para S. aureus na secagem se comparadas a TVS isolada
(Cummins e McCaskey, 1990, Erskine et al., 1994).

No presente experimento, a associacdo da vacinacdo e da TVS em animais com
infeccdo prévia por S. aureus mostrou grande eficiéncia na cura dessas infeccfes. A taxa
de cura de quartos mamarios aumentou em 47% no grupo vacinado em relacdo ao grupo
controle (73,7% e 50,0%, respectivamente) (P = 0,048). Levando em consideragdo o
animal, o aumento foi de 115% (P = 0,109). Somente 19,0% das vacas curaram com a
utilizacdo exclusiva da TVS enquanto 40,9% curaram com a associacao da vacina e TVS.
Esses dados demonstram a importéncia da associacdo da vacina e TVS a fim de acelerar
0 controle do agente em situacdes de alta prevaléncia.

Sears (1999) também demonstrou eficiéncia de uma vacina trivalente capsular.

Durante a lactacdo, relatou cura de 78% dos quartos (49/63 quartos) com a associacdo da
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vacina e apenas 22% em quartos tratados somente com antibiotico. No entanto, a

vacinacao na secagem é mais vantajosa por evitar custos com descarte de leite.

A vacinagdo ndo preveniu a ocorréncia de novas infecgdes no periodo seco. A
incidéncia ndo variou entre os grupos sendo de 9,5% no grupo controle e 12,6% no grupo
vacinado (P = 0,516). Nordhaug et al. (1994), também ndo encontraram reducdo na
incidéncia cumulativa de infec¢des na primeira lactagdo de novilhas vacinadas durante a
gestacdo. Porém, conseguiram reduzir o niumero de casos clinicos e subclinicos no grupo
vacinado em relacdo ao grupo controle. Ao contrario desses resultados, Nickerson (1993)
trabalhando com desafio experimental durante o periodo seco concluiram que a
vacinacdo foi eficaz em prevenir novas infec¢bes. Sears et al. (1990) também
demonstraram reducdo em 52% de novas infeccbes em novilhas vacinadas pré-parto e

desafiadas experimentalmente no pds-parto.

A vacinagdo na secagem melhorou significativamente a qualidade do leite
produzido na lactagdo subsequente. VVacas positivas para S. aureus vacinadas tiveram sua
CCS significativamente reduzida em relacdo a vacas do grupo controle (P = 0,033).
Quando todas as vacas, positivas e negativas, foram analisadas em conjunto uma
tendéncia de queda na CCS também foi verificada (P = 0,0861) (779 e 527
CCSx1000/mL, respectivamente) por efeito da vacinacao.

A importéncia da TVS na cura de infeccBes pré-existentes ficou clara nos dados
envolvendo todos os diagnosticos. Tanto no grupo controle quanto no grupo vacinado
reducdo significativa da frequéncia de diagndsticos de Corynebacterium sp e de S. aureus
foi demonstrada. Corynebacterium é classificado como um agente de menor importancia,

mas que também se comporta de forma contagiosa (Philpot e Nickerson 2000).

5. CONCLUSOES:

A vacinacdo de vacas com infec¢Ges por S. aureus deve ser recomendada na

secagem, em associacao a terapia de vaca seca, com objetivo de aumentar a taxa de cura
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destes animais, acelerar o controle do agente e melhorar a qualidade do leite produzido

nos rebanhos acometidos.
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