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RESUMO
CONTROLE DA MASTITE EM VACAS LEITEIRAS COM BACTERINA DE

Staphylococcus aureus ISOLADOS DO PROPRIO REBANHO, APLICADA
REPETIDAMENTE DURANTE A LACTACAO.

A eficiéncia de bacterina de Staphylococcus aureus no controle da mastite
foi avaliada durante dezesseis semanas, em quarenta e cinco vacas da raga
Jersey em lactagdo, em um rebanho na regiao metropoliféna de Curitiba. A vacina
f_di elaborada a partir de cepas de S.aureus coagulase positiva, isoladas de casos
de mastite subclinica da mesma propriedade. As cepas foram inativadas com
formalina e adicionadas de hidréxido de aluminio a 2,50% como adjuvante. Os
animais foram divididos em trés lotes de quinze animais, sendo o controle, sem
nenhum tratamento; o semanal, onde os animais receberam 3,0 ml da vacina
semanalmente, por via subcutanea na regido do linfonodo mamario; e o quinzenal,
que recebeu o mesmo tratamento do grupo anterior, mas a cada quinze dias. A
producao foi avaliada diariamente sendo colhidas amostras de leite de todos os
animais a cada semana e submetidas ao California Mastitis Test (CMT),
Contagem de Células Somaticas (CCS) e as seguintes mensuragles: teores de
solidos totais, de lactose, de gordura e de proteina. As amostras positivas para
mastite no CMT forém submetidas a exames bacteriolégicos para identificagdo do
patdégeno. Finalmente, fez-se uma analise da relagéo custo/beneficio da vacinagéo
e de seu impacto econdmico na atividade leiteira comparando-se os dados obtidos
nos grupos controle e semanal, os dados obtidos sendo extrapolados para um

ano. Demonstrou-se que as porcentagens de amostras de leite com CCS inferior a
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3x 10° cél./ml e 5 x 10° cél./m! foram maiqres no grupo semanal (p < 0,05) do que
nos demais grupos. Em relagdo ao total de casos, 0 numero de amostras positivas
ao CMT foi 60,00% menor (p < 0,05) no grupo semanal (9,16%) do que no grupo
controle (22,70%). Também, as percentagens de infecgdes moderadas a graves
ao CMT foram menores (p < 0,05) no grupo semanal (35,98%) do que nos grupos
quinzenal (57,43%) e controle (63,3%). A produgéo foi 7,12% maior no grupo
semanal e o teor em sélidos totais foi maior nos grupos semanal e quinzenal em
relacdo ao controle. No entanto, o teor em lactose foi maior no grupo quinzenal. Ja
os teores de gordura e proteina nao foram diferentes estatisticamente entre os
grupos. Durante o experimento, em todos os grupos, os casos de mastites
subclinicas foram mais frequentes do que as outras formas clinicas da doenca,
atingindo 81,46% do total de casos de mastites, sendo S. aureus o principal
agente causador. No grupo semanal, a porcentagem de mastites subclinicas
causadas por S. aureus foi menor (25,00%) do gue no grupo controle (32,25%) e
no grupo quinzenal (43,75%). A andlise econémica demonstrou que, nNO grupo
controle, os custos ahﬁais com descarte de leite e tratamento dos casos de
mastite seriam de US$ 2.636,28; enquanto no grupo vacinado semanaimente,
computando-se os gastos com a vacina e 0s ganhos com o aumento da produg&o
leiteira, haveria um retorno de US$ 841,59. Concluiu-se que a bacterina de S.
aureus, tendo hidréxido de aluminio como adjuvante, quando aplicada
subcutaneamente na regido do linfonodo mamario, uma vez por semana durante o

curso da lactagao, € capaz de diminuir tanto a prevaléncia quanto a gravidade dos

X



casos de mastite em vacas leiteiras, além de melhorar a qualidade do leite e

diminuir substancialmente os prejuizos causados pela mastite.



ABSTRACT

CONTROL OF MASTITIS IN LACTATING COWS USING Staphylococcus aureus
BACTERIN APPLIED REPEATEDLY DURING LACTATION

The efficiency of Staphylococcus aureus bacterin in the control of mastitis in
cows was evaluated in forty-five lactating Jersey cows which received the vaccine
repeatedly for sixteen weeks. The vaccine was made from strains of S. aureus
coagulase-positive isolated from the same herd tested. The bacteria were
inactivated with formalin and 2,5% aluminum hydroxide was added as adjuvant.
The animals were divided in three groups of fifteen animals as follows: Control,
without any treatment; weekly group, where the animals received weekly injections
of 3,0 ml of the vaccine, subcutaneously in the region of the mammary lymph-
node; and the biweekly group, which received the same treatment as the previous
one in two-week intervals. Milk production was evaluated daily. Samples of milk
were collected weekly and submitted to the following tests: California Mastitis Test
(CMT); Somatic Cells Count (SCC); and mensuration of total solids, lactose, fat
and protein contents. Samples positive for mastitis in CMT were submitted to
bacteriological exarhs for identification of the bacteria involved. Finally, an
evaluation was made of the economic impact the vaccination might have
comparing the control and weekly groups. The data attained were exirapolated for
one year. Results demonstrated that the percentage of milk samples with CCS
inferior to 3 x 10° cells/ml and 5 x 10° cells /ml was larger in the weekly group (p <
0,05) than in other groups. The percentage of positive samples to CMT was
60,00% smaller (p < 0,05) in the weekly group than in control (9,16% and 22,70%,

respectively). The percentages of moderate to severe infections according to CMT



were smaller (p < 0,05) in the weekly group (35.98%) than control (63.33%) and
biweekly groups (57,43%). Comparing to the control group, milk production was
7,10% larger in the weekly group and the total solids contents was larger in the
weekly and biweekly groups. However, lactose content was larger in the biweekly
group than in the weekly group. Fat and protein contents did not vary significantly
among the groups. During the experiment, in ail the groups, cases of subclinical
mastitis were more frequent than other forms of the disease, reaching 81,46% of
the total of cases, and Staphylococcus aureus was the most frequent bacteria
isolated. The percentage of S. aureus subclinical mastitis cases was smaller in the
weekly group (25.00%) than in control group (32,25%) and in the biweekly group
(43,75%). The economic analysis demonstrated that, in the control group, the costs
represented by milk discarding and treatment of mastitis cases would reach US$
2.636,28 annually. On the other hand, in the group vaccinated weekly, could have
a profit of US$ 841,59 if the expenses with vaccine and the increase in milk
production are considered. It was concluded that bacterin made from S. aureus
isolated from the same herd and containing aluminum hydroxide as adjuvant, when
injected SQ repeatedly at one-week intervals in the mammary lymph-node region
during the course of lactation, is capable to decrease both the prevalence and the
severity of mastitis in lactating cows, and can improve the quality of milk and to

reduced financial losses caused by the staphylococcal mastitis.
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1. INTRODUGAO

Mastite € a inflamag&o da glandula mamaria, geralmente em consequéncia
de infecgdo microbiana, sendo que 0s microorganismos causadores da mastite sdo
muitos (PHILPOT e PANKEY, 1975). Sua importancia reside na acao prejudicial a
qualidade e a quantidade de leite produzido pela mama infectada, como pela
dificuldade de diagnéstico e prevengdo. A enfermidade pode ser clinica ou
subclinica, sendo que esta ultima é muito mais importante, pois COSTA et al (1995a)
encontrou, em rebanhos brasileiros, a incidéncia de 46,54% de mastite subclinica e
6,48% de mastite clinica. As mastites sdo também classificadas em ambiental e
contagiosa, sendo as primeiras causadas por microorganismos presentes no
ambiente, como a Escherichia coli e a Klebisiella sp. As mastites contagiosas s&o
causadas por microorganismos transmitidos diretamente entre os animais, ou por
meio das maos do ordenhador ou pelo equipamento de ordenha. Nesta forma os
Staphylococcus sp. e os Streptococcus sp. sdo o0s principais patégenos
(KLOSS,1980; COSTA, 1995b). As mastites subclinicas geralmente sdo do tipo
contagioso e, nos rebanhos brasileiros, s&o as que causam maior prejuizo a
exploragao leiteira.

Estimativas recentes sugerem que a mastite causa perdas em torno de
US$ 185 por vaca anualmente nos Estados Unidos, e que em torno de 60% desta
perda é devida a diminuicdo da producdo de leite causada pelas infecgdes

(HARMON, 1998).



Na prevencdo da mastite, consideravel énfase tem sido dada as rotinas de
manejo, as quais reduzem a exposicdo do Ubere aos patégenos, diminuindo as
taxas de novas infecg¢des e a prevaléncia da doenga no rebanho leiteiro. Ao contrario
de outras doengas infecciosas de importancia econémica, a imunizagdo nao tem
sido efetiva devido, entre outros, a baixa antigenicidade do S. aureus (AMARAL,
1999), aliado ao efeito de diluicdo que o leite exerce sobre os fatores de defesa da
glandula mamaria (SANDHOLM e KORHONEN, 1995).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi o de avaliar a eficacia de uma
vacina feita a partir de cepas de Staphylococcus aureus coagulase positivas isoladas
do proprio rebanho, como medida de controle da enfermidade, utilizando-se uma
combinagdo de esquema posoldgico ainda ndo descrito na literatura, numa tentativa

de reduzir a magnitude do impacto negativo da mastite na produgéo leiteira.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiologia

Muitos microorganismos podem causar-a mastite, pois WATT (1988)
relatou um total de 137 agentes, com suas subespécies e sorovares, em todo o
mundo, associados a infecgio da glandula mamaria.

Estudando a prevaléncia dos patdgenos da mastite bovina, LANGONI et al.
(1991), examinaram 702 amostras de leite bovino com mastite subclinica e isolaram
os seguintes microorganismos em cuitura pura ou em associa¢do, nas seguintes
proporgdes: Staphylococcus aureus - 35,53%; Staphylococcus epidermidis - 23,19%,
Corynebacterium bovis - 9,2%; Corynebacterium pyogenes - 4,49%; Streptococcus
uberis - 4,36%; Streptococcus dysgalactiae - 3,36%; Candida albicans - 3,37%;
Streptococcus agalactiae - 3,24%; Escherichia coli - 2,87%; Pseudomonas
aeruginosa - 2,37%; Klebisiella spp — 2,12%; Alcalygenes faecalis - 2,0%; Proteus
mirabilis - 1,37%: Pasteurella multocida - 1,25%; Micrococcus spp - 0,37%,;
Salmonella spp - 0,25%; Acinetobacter calcoaceticus - 0,25%; Nocardia asteroides -
0,25% e Enterobacter aglomerans - 0,12%.

Os cocos Gram positivos e catalase positiva s&o 0s microrganismos mais
freqientemente isolados das g|éndu|a§ mamadrias de vacas com mastite, estando
presentes em 20,50% das amostras examinadas (WATTS, 1986; FERNANDES,
1992). Dentre os cocos coagulase positiva, destaca-se o Staphylococcus aureus,
consistindo-se no agente etioldgico de maior prevaléncia e patogenicidade (KLOSS,

1980).



Em todo o mundo, estudos recentes mostram a importancia do
Staphylococcus sp na mastite bovina, como demonstrou SEDDEK (1997) no Egito
onde o Sfaphylococcus aureus é responsa’vél por 32,78% das mastites bacterianas.
SWAMI e MURTHY (1998), na india, constataram que 54,05% das mastites
subclinicas sdo causadas pelo Staphylococcus epidermidis e 44,50% pelo
Staphylococcus aureus. Da mesma maneira, LOGUE (1997) demonstrou que, na
Escdcia, o Staphylococcus aureus é o agente causal mais prevalente e mais dificil
de controiar, sendo responsavel pelas altas contagens de células somaticas e por
casos de mastite subclinica. Além disso, a importancia do patdégeno como causador
de mastites aumentou nos ultimos anos, como demonstrou ZECONNI (1998), em
rebanhos italianos, onde houve aumento da percentagem de infecgGes causadas por
S. aureus de 10% em 1973 para 35% em 1996. Ainda MIHAIU (1996), estudando a
flora microbiana de amostras de leite de vacas com mastites subclinicas, isolou
Staphylococcus sp em 62,70% das amostras, sendo 45% do tipo coagulase positiva
e 17,70% coagulase negativa.

No Brasil, VIANNI (1992) isolou Staphylococcus aureus coagulase positiva
de 52,22% e S. aureus coagulase negativa de 16,67% das amostras em estudo
realizado em ltaguai - Rio de Janeiro. Da mesma maneira, COSTA (1995), em S&o
Paulo e Minas Gerais, constatou que 34,00% das mastites em 3.574 vacas eram

devido ao Staphylococcus sp e 21,77% ao Streptococcus sp.



2.2 Patogénese

A mastite causada por Staphylococcus spp pode causar oclusdo de ductos,
formacédo de microabceséos, involugédo lobular e alveolar, e fibrose (BLOOD e
RADOSTITIS, 1991).

O Staphylococcus aureus excreta varias enzimas como a lipase, estearase,
desoxirribonuclease, estafiloquinase, hialuronidase e fosfolipase. Clinicamente a
mais importante é a estafiloquinase (coagulase) que provoca a coagulagdo do
plasma in vitro e caracteriza as espécies patogénicas, de S. aureus, S. intermedius e
algumas cepas de S. hyicus. Outra proteina importante excretada pelo S aureus é a
leucocidina, que pode destruir os neutréfilos e macréfagos por modificar a
permeabilidade da membrana celular dessas células. As toxinas hemoiliticas
diferenciam-se antigenicamente, bioquimicamente e quanto ao seu efeito sobre os
eritrécitos de varias esbécies animais em alfa, beta, delta e gama. A toxina beta,
uma fosfolipase C, predomina em cepas de animais domésticos (BIBERSTEIN,
1990).

}- Quando o Staphylococcus aureus coloniza as células através dos ductos
da glandula mamaria, as toxinas causam injurias ao epitélio ductal que resultam em
liberagdo de substancias quimiotaxicas, atraindo leucécitos. As toxinas causam
também liberagcdo de lisossomos Ieucdcitérios, aumentando a injuria ao epitélio
mamario. Os fatores plasmaticos e células descamadas formam grumos, que ocluem
os ductos e impedem a drenagem dos I6bulos, com consequente retencéo de leite e
involucdo do alvéolo comprometido. A persisténcia do Staphylococcus aureus ativo
no foco inflamatério provoca destruicdo do ducto e expansio da reagdo inflamatéria

com formacgao de microabcessos. O epitélio do ducto, consistindo normalmente de



uma camada de células cubdides, sofre metaplasia pavimentosa e torna-se
estratificado. Posteriormente, o estroma mamario é infiltrado por linfécitos e células
plasméticés, caracterizando um processo crénico. Como o Staphylococcus aureus
difunde-se para novas areas da glandula, focos adicionais de mastite se
desenvolvem. Deste modo, do ponto de vista patolégico, focos de inflamagao aguda
e cronica podem coexistir. Leucécitos fagocitam os Staphylococcus aureus, mas
substancias produzidas por estes os protegem das enzimas digestivas daqueles e
sua sobrevivéncia pode representar a morte do leucdcito. O répido crescimento
bacteriano, com produg¢do de grandes quantidades de alfa-_toxinas pode resultar em
constricgdo alveolar com isquemia e desenvolvimento ae gangrena (SCHALM,
1971).

Segundo OWENS (1997), a cura bacteriolégica com antibioticoterapia em
infecgOes recentes por Staphylococcus aureus é de 70%, enquanto a taxa de cura
para infecgbes antigas € muito baixa, menor que 35%, ressaltando a dificuldade de

eliminagdo do agente em mamas infectadas.

2.3 Aspectos Imunolégicos

Segundo SORDILLO (1997), a imunidade da glandula mamaria é
representada pela barreira fisica do esﬁ'ncter do teto, pela queratina do canal _do
teto, fluxo descendente do leite e pela barreira imunoldgica através da presenca de
macréfagos, neutrofilos, linfocitos, e fatores solaveis como a lactoferrina,
complemento, lisozima, sistema per6xido de hidrogénio—tiocianato—peroxidase,

citocininas, anticorpos (lgG1, IgG2, IgA e IgM) no leite. Além destes, acidos graxos



como o miristico, palmitoléico e linoléico associados a queratina, tém funcéo
bacteriostatica.

Os principais fatores de resisténcia ao estabelecimento de bactérias na
glandula mamaria sdo os componentes humoral e celular do sistema imunolégico.
Os neutrdfilos sdo fagocitos e sua presenga no leite € aumentada prontamente
seguindo-se a invasdo bacteriana (HILLERTON et al, 1993). Contudo, durante
periodos de mudangas fisioldgicas marcantes, como da ordenha para o periodo
seco, do periodo seco para o inicio da lactagdo, e no pico da lactagdo ha aumento
do risco de mastite, sendo que no inicio do periodo de lactagdo, alguns fatores que
contribuem para a maior susceptibilidade da glandula mamaria, segundo SHANKS et
al. (1981), sdo o edema fisiolégico perinatal, baixo grau de queratinizagido do canal
do teto, grande perda de queratina, tempo insuficiente para queratinizagdo do canal
do teto e presséo intramamaria relativamente alta.

A ordenha mecanica influi na incidéncia de mastite porque favorece
mecanismos pelos quais as bactérias podem ser ‘forg:adas através do canal do teto
(HILLERTON et al., 1993). Flutuagbes na pressdo negativa da ordenhadeira
resultam em movimento de leite entre as teteiras e, se o leite que contém patdgenos
é movido rapidamente, ele pode ser forgado através do canal do teto para dentro da
mama, permitindo a contaminagao entre as mamas (THIEL et al.1973).

No pico de lactagdo, a grande quantidade de leite produzida dilui os fatores
de protegdo da glandula mamaria, em especial lactoferrinas, leucocitos
polimorfonucleares, anticorpos e lactoperoxidases (SANDHOLM e KORHONEN,
1995). Além disso, algumas cepas de Staphylococcus aureus, formam em torno de

si uma capsula viscosa de polissacarideos como protegcdo e usam proteinas do



hospedeiro como caseina, fibrinogénio e imunoglobulinas, para se proteger do
sistema de defesa. Algumas cepas de S. aureus podem aderir-se aos tecidos
protegendo-se do fluxo de saida do leite durante as ordenhas (SANDHOLM et al.
1990).

No que tange a imunidade da glandula contra Staphylococcus aureus, o
grande problema é que, enquanto esta bactéria possui infectividade, viabilidade e
patogenicidade altas, possui baixo poder imunogénico (AMARAL, 1999). Além disso,
o Staphylococcus aureus produz coagulase, proteases, lipases e citolisinas que s&o
capazes de destruir neutrofilos, bloqueaf o acesso de neutréfilos ao centro da
infeccdo e produzir necrose de tecidos. A proteina A, que é um componente da
parede celular do S. aureus, pode bloquear o processo de opsonizagdo quando se
liga & por¢do Fc da imunoglobulina dificultando a fagocitose. Muitos estafilococos
apresentam pseudocapsulas de polissacarideos que impedem a formacdo de
anticorpos protetores. A formacéo destes anticorpos s6 € observada quando ocorre
. conjugacao destes polissacarideos a proteinas carreadoras (FRIEDRICHS et al.

1998).

2.4 Monitorizagdo da mastite

Segundo PHILPOT (1998), células somaticas no leite sdo leucécitos do
sangue que se deslocam ao Ubere e cujo nimero aumenta significativamente logo
ap6s a instalacdo de uma infecgdo. Por isso, a contagem de células sométicas
(CCS) é uma técnica importante para a monitorizagcdo do stafus inflamatorio das
glandulas mamarias em produgdo. Outros estudos tém demonstrado que durante a

inflamagdo, o aumento no numero de células somaticas é devido ao fluxo de



neutréfilos para a gldndula mamaria a fim de combater a infecgdo (HARMON e
HEALD, 1982; MILLER e PAAPE, 1985; HARMON, 1994), e que o principal fator que
afeta a CCS é a infecgdo da glandula mamaria (DOHOO e ’MEEK, 1982).

Outros estudos mostraram que células epiteliais da glandula mamaria nao
sdo freqlientemente encontradas nas secre¢des do ubere, mesmo durante o periodo
séco, e podem representar até 7% do total de células (LEE et al.,1980).

Aqueles agentes que causam o maior aumento na CCS s&o chamados de
patégenos maiores, como o Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e
coliformes. Patégenos menorevsl, por outro lado sdo aqueles, que apenas duplicam
ou triplicam a CCS do leite quando comparados com 0s resultados de mamas n&o
infectadas. Entre estes ultimos, citam-se o Corynebacterium pyogenes e o
Staphylococcus aureus coagulase negativa (HARMOM e LANGLOIS, 1986). Embora
a magnitude das respostas aos patégenos maiores possa variar de animal para
animal, parece nao ser possivel diferenciar os diversos tipos de patdgenos somente
com a CCS (DOHOO e MEEK, 1982). Estudos indicam que o uso exclusivo da CCS
~ para classificar mamas em infectadas ou néo infectadas, resulta em algum grau erro
devido aos falso-positivos e falso-negativos (DOHOO e MEEK, 1982; RENEAU,

1986).
| THIERS et al. (1999b), comparando os resuitados da CCS, do California
Mastitis Test (CMT) e do exame microbiologico em rebanhos leiteiros, encontraram
correlagdo significativa entre o aumento na CCS nas amostras microbiologicamente
positivas e com maior intensidade na reagéo ao CMT.

Alguns métodos sdo utilizados para contar ou estimar o niumero de células

somaticas no leite e, assim para o diagnostico da mastite. Dentre eles citam-se a
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Contagem Microscoépica Direta (CMD), a Contagem Eletrénica de Células (CEC), o
California Mastitis Test (CMT) e o Wisconsin Mastitis Test (WMT). Mas, a campo,
tem-se utilizado o CMT por éer um método pratico e de eficacia comprovada para
diagnéstico da inflamagdo das mamas em vacas em lactagéo (SILVA, 1999).

THIERS et al. (1999a), estudando o conteudo celular do leite de vacas em
diferentes fases de lactagao, verificou que existe correlagao entre a presenca de
microorganismos no leite, nimero de células somaticas/ml e os resultados do CMT,
e considerou o CMT um método eficiente para indicar o nivel de celularidade do
leite. No entanto, alguns pesquisadores tentaram estabelecer padrbes para os
valores de CCS para caracterizar um Ubere como s&o ou infectado. Assim, RENEAU
(1986) afirma que vacas nao infectadas deveriam ter CCS inferior a 3x1 0° aos 5 dias
apbés o parto e PHILPOT (1998) afirma que vacas com uberes saudaveis
apresentam CCS no leite inferior a 3 x 10° células por mililitro de leite. SCHULTZ
(1977) constatou que pode levar dias, semanas ou até mais tempo para a CCS
diminuir depois que os patdgenos foram eliminados da glandula mamaria.

Muitos estudos foram feitos na tentativa de determinar outros fatores que
pudessem afetar a CCS. LAEVENS et al. (1997) n&o encontrou efeitos significativos
de numero de partos ou estagio de lactacdo na CCS no leite de vacas
bacteriologicamente negativas. A privacdo de alimento ou de &gua resultou em
grandes quedas na producéo de leite e aumentos proporcionais na CCS (RENEAU,
1986). Varios tipos de estresse tém sido implicados como causas no aumento da
CCS (DOHOO e MEEK, 1982). Entretanto, tentativas para induzir
experimentalmente alteragdes na CCS em vacas néo infectadas pela injecdo de

hormdénio adenocorticotrofico (ACTH) ou de corticosteréides ou, ainda, pela
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colocagdo dos animais em camara de ambiente controlado, mostraram poucos
resultados positivos (PAAPE et al.,, 1973; WEGNER et al.,, 1976). Embora
ELVINGER et al. (1991) tenham demonstrado um aumento significativo na CCS de
vacas estressadas pelo calor. Identificou-se, também, que o estro dos animais n&o
tem efeito significativo sobre a CCS (GUIDRY et al., 1975). No entanto, COULON et
al. (1998) constataram aumento na CCS de vacas com atividade fisica quando
comparadas com vacas que permaneciam estabuladas. Levando-se em conta as
estagées do ano, geralmente a CCS é baixa no inverno e mais alta no veréo
(DOHOO e MEEK, 1982). Este fato coincide com o aumento na incidéncia de mastite
clinica nos meses de verdo, como que tem sido relatado em varios estudos (PAAPE
et al. 1973; SMITH et al., 1985). Estes ultimos autores mostraram que o nivel de
infeccdo por patégenos ambientais foi maximo no verdo, sendo que nesta estagao
ha também as maiores contagens de coliformes na cama dos animais. Pode haver
uma variagdo diurna normal na CCS (DOHOO e MEEK, 1982).

A diminuicdo dos valores de CCS e do numero de casos de mastite
resultam em beneficios econdmicos significativos e melhoria no bem-estar dos

animais (HARMON, 1998).

2.5 Impacto da mastite estafilocécica na unalidade e quantidade de leite produzido
MULLER (1999) afirma que 70,00% das perdas econdémicas sdo devidas a

forma subclinica e 30,00% a forma clinica da mastite e que, dentro de um programa

para reduzir esta afecgdo, controlar e erradicar o Staphylococcus aureus e O

Streptococcus agalactiae € de extrema importancia.
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VIANNI (1992) estimou os percentuais médios de reducao na producgéo de
leite em mamas infectadas por Staphy[ococcus aureus coagulase positiva e negativa
em 30,94% e 21,15%, respectivamente. |

Outros fatores também importantes e que devem ser considerados sdo os
custos em diagndstico, medicamentos e descarte de leite, aiém da taxa de cura
bacterioldgica muitas vezes inferior a 50% em infecgdes por estafilocos, o que faz
com que o tratamento de mastite subclinica na lactacéo seja considerado anti-
econdmico por muitos pesquisadores. (COSTA e WATANABE, 1999).

Segundo PHILPOT (1998), além do efeito negativo sobre a producgo, a
ma;tite subclinica reduz os teores de lactose em 5 a 20%, de caseinaem6a 18 % e
de solidos totais em 3 a 12%. Os minerais, como o calcio, fésforo e potassio
diminuem, enquanto que o sodio e cloro aumentam, sendo estes Ultimos prejudiciais
a qualidade do leite. Além disso, a inflamag&o aumenta a plasmina e a lipase, sendo
que a plasmina causa danos a caseina e a lipase pode rancificar a gordura do leite.

O Staphylococcus aureus pode, durante a multiplicagdo no leite cru,
produzir enterotoxinas responsaveis por intoxicagdo alimentar estafilococica em
pessoas. S&o conhecidas oito enterotoxinas de origem estafilocécica: A, B, C4, Co,

Cs, D, E e H (NADER FILHO, 1999).

2.6 Controle da mastite estafilocécica

2.6.1 Controle da mastite estafilococica com antibidticos

O uso de antimicrobianos no controle da mastite ndo tem oferecido bons

resultados. A resisténcia dos patdégenos a estes produtos tem sido verificada por
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alguns pesquisadores. Também os residuos destas drogas no leite tém limitado o
tratamento de vacas lactantes com mastite.

LANGONI et al. (1999), estudando a sensibilidade aos antibidticos dos
Staphylococcus aureus presentes no leite em S&o Paulo, encontrou grande
incidéncia de resisténcia aos principais antimicrobianos. Também DONATELE et al.
(1999) demonstraram, em estudo de sensibilidade de Staphylococcus aureus
coagulase positiva no Estado do Rio de Janeiro, que 91,70% das cepas eram
resistentes a penicilina, 64,50% a oxacilina, 89,50% a ampicilina e 82,80% a

amoxicilina.

2.6.2 Emprego de vacinas no controle da mastite estafilococica.

Segundo BLOOD e RADOTITIS (1991), os anticorpos presentes no soro
de vacas vacinadas ndo aparecem no leite, no colostro ou na glandula mamaria
durante a involucdo da mesma, a ndo ser que o epitélio seja ferido. Por isso, €
improvavel que qualquer vacina parenteral tenha eficacia completa.

A vacinagdo tem por objetivo aumentar as concentragbes de anticorpos no
sangue e no leite frente ao organismo especifico, deste modo fornecendo imunidade
pela inibicdo do crescimento bacteriano e da produgdo de toxinas. Pelo fato do
Staphylococcus aureus responder tdo pouco & terapia com antibidticos, vacinas
contra estes microorganismos tém sido mais estudadas (NICKERSON, 1998).

Bacterinas sdo vacinas feitas a partir de culturas de microorganismos
inativados com produtos quimicos como a formalina, que age nas proteinas e nos
acidos nucléicés para formar ligagdes cruzadas e conferir-lhes rigidez estrutural. As

toxinas também podem ser inativadas, formando toxéide. Assim, algumas vacinas
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podem conter toxinas e bactérias inativadas, sendo chamadas de bacterina-toxéide.
A eficacia da vacina inativada pode ser methorada com uso de adjuvantes como o
hidréxido de aluminio, um adjuvante de depdsito que, quando injetado, ihduz a
formacdo de um granuloma rico em macréfagos e que proporciona estimulo
antigénico prolongado (TIZARD, 1998).

Tem-se comprovado a possibilidade de estimulacdo do sistema
imunoldgico para ampliar a sua eficacia, e neste sentido muitos testes tém sido feitos
para amenizar ou prevenir mastites por Staphylococcus aureus via programas de
vacinagdo, mas com pouco sucesso (HILLERTON et al, 1993). Muitos estudos
iniciais utilizaram injecbes de bacterinés derivadas de cultura in vifro. Embora os
titulos de anticorpos séricos aumentassem apds a imunizagdo, concentragdes
adequadas de anticorpos no leite somente sdo observadas apos a infecgéo. Titulos
elevados de anticorpos do leite diminuem a severidade da doenga, mas nao tém
efeito na prevencgao de nova infecgdo mamaria (BROCK, 1975).

Segundo NICKERSON (1998), para o preparo da vacina contra mastite, os
organismos devem ser cultivados, mortos e injetados no paciente com ou sem
toxdides e adjuvantes imunolégicos. No entanto, melhores resultados s&o obtidos
com aquelas vacinas que incluem em sua formulacédo fatores de viruléncia do
Staphylococcds aureus, como a Proteina A, pseudocapsulas e adesinas.

YOSHIDA et al. (1984) formularam uma vacina com Staphylococcus
encapsulado, consistindo de S. aureus tipo A e B inativados pelo calor, além de
polissacarideos capsulares extraidos de Staphylococcus epidermidis. Esta
preparagéo foi aplicada em dois rebanhos pela via intramuscular seguida de reforco

15 dias apds. Nos quatro meses seguintes, a taxa de mastite por Staphylococcus
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aureus, bem como a CCS foram menores nas vacas vacinadas do que no grupo
controle.

WATSON et al. (1996) desenvolveram um toxdide celular inativado,
preparado de duas cepas de Staphylococcus aureus que produziram material
pseudocapsular e hemolisinas beta e gama, e que depois foram misturados com um
adjuvante de 6leo mineral e Dextran sulfato. Apés aplica¢édo por via intramuscular
por duas vezes, em intervalos de 4 a 6 semanas durante as ultimas 10 semanas de
prenhez, o numero de casos clinicos de mastite foi menores nas vacas vacinadas do
que no grupb controle, embora a diferen¢a ndo tenha sido significativa.

Segundo TIZARD (1998), quando o antigeno entra nos linfonodos, inicia-se
a captura linfocitica, ou seja, os linfécitos que de forma normal passam livremente
através desses oOrgdos sdo retidos. O mecanismo do processo de captura ndo é
claro, mas provavelmente resulta da interagcdo entre antigeno e macréfagos, levando
a liberagcdo de um fator que influencia o movimento dos linfécitos. A captura
concentra os linfocitos proximos aos locais de acumulo antigénicos, o0 que aumenta a
eficiéncia da respoéta imune. Alguns adjuvantes também podem agir por meio da
potencializacido da captura. Apds cerca de 24 horas, o linfonodo libera células
capturadas e aumenta sua producgéo de células de defesa durante aproximadamente
sete dias.

Uma injecdo intramuscular de bacterina no fim da lactacdo, seguida de
uma injecdo de reforgo na area do linfonodo mamario no periodo pré-parto, resulta
em altos titulos de anticorpos durante a lactagdo subseqlente e promove a
proliferagdo de células linféides sensibilizadas no tecido mamario involuido,

produzindo grandes quantidades de IgA e IgM (NICKERSON, 1998).
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GIRAUDO et al. (1998) desenvolveram uma vacina baseada em
Staphylococcus  aureus inativados e encapsulados, extrato bruto de
exopolissacarideos de Staphylococcus aureus, e espécies de Staphylococcus
aureus e Streptococcus sp. nao-encapsulados inativados, em adjuvante de hidréxido
de aluminio. As frequéncias de mastites foram reduzidas de 18% no grupo controle
para 6,7 e 6,0% nas novilhas vacinadas pré-parto e pos-parto, respectivamente, e
este efeito foi mantido por no minimo 6 meses. A produgdo de gordura aumentou
levemente no leite das vacas vacinadas, mas nao houve efeitos na CCS quando
comparada com o do grupo controle.

A eficacia de uma vacina pode ser medida pela porcentagem de ar;imais
que respondem satisfatoriamente ao desafio. A eficdcia real de uma vacina,
chamada de fracdo evitavel (FE) é calculada pela seguinte férmula:

FE = (% de morte de controles - % de morte de vacinados)

% de mortes de controles

As vacinas com eficacia aceitavel devem ter uma FE de pelo menos 80%.
Contudo vacinas menos efetivas tornam-se aceitaveis se nao houver nenhuma
melhor (TIZARD, 1998).

Nao se conseguiu encontrar referéncias na literatura quanto ao emprego de
vacina (bacterina) contra Staphylococcds aureus injetada na regido do linfonodo
mamario, em intervalos de uma ou duas semanas durante quatro meses em vacas
lactantes. Assim, conduziu-se o presente experimento, cujo principal objetivo foi
avaliar a eficacia dessa nova alternativa de controle de mastite, e determinar o

impacto econdmico que esta técnica poderia causar na atividade leiteira.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e manejo do rebanho

Foram utilizadas vacas lactantes da raga Jersey, de alto padrdo zootécnico,
em uma propriedade da regido metropolitana de Curitiba'. No manejo adotado pela
propriedade a composicdo da dieta varia conforme a produgdo, e as vacas sao
separadas em quatro lotes segundo a produgdo e sanidade da gléandula mamaria,
sendo que as vacas com mastite subclinica, crénica ou que estejam em tratamento
permanecem no ultimo lote a ser ordenhado, para evitar que o leite com residuos e
patdégenos se misture com o leite do tanque de coleta.

A ordenha é feita mecanicamente duas vezes ao dia. A sala de ordenha
esta instalada em forma de espinha de peixe e tem capacidade para ordenhar seis
vacas por vez. A cada ordenha, todas as vacas sdo submetidas ao teste do caneco
do fundo escuro para detectar possiveis mastites clinicas. Antes da ordenha os tetos
sd0 submergidos em uma solucdo desinfetante & base de acido cloroso e didxido de
cloro. Caso os tetos estejam sujos, eles sdo lavados com &gua antes desse
procedimento. A seguir, os tetos sdo limpos e secos com toalha de papel, usando-se
uma toalha para cada teto. Apos a ordenha aplica-se o mesmo produto usado antes
da ordenha.

Semanalmente as vacas sdo submetidas pelo veterinario residente, ao
California Mastitis Test (CMT), sendo que a partir desse teste a inflamacéo da mama

é classificada em leve (trago e positiva +), e moderada (positiva ++) e grave (positiva

+++).

! Sitio Bom Jesus, Estrada da Baitaca s/n, fone: (41) 772-1116 Quatro Barras - Pr
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Mensalmente as vacas registradas sd3o submetidas as provas da
Associacdo Paranaense de Criadores de Bovinos da Raga Holandesa (APCBRH),
para determinag&o dos teores de gordura, contagem de células somaticas (CCS) no

leite e producéo leiteira.

3.2 Isolamento do patégeno

Antes que se iniciasse 0 experimento, amostras de leite foram cothidas
assepticamente em frasco estéril daquelas vacas que apresentavam mastite
subclinica detectadas pelo método do CMT e CCS. As quais foram enviadas sob
refrigeragdo para o laboratério? para isolamento do agente causador da mastite. No
laboratério, as amostras de leite foram semeadas em agar manitol e agar sangue, e
as placas incubadas a 37°C durante 48 a 72 horas.

A analise do crescimento bacteriano em ambos os meios de cultivo foram
realizadas conjuntamente. As colbnias brancas ou amareladas, com ou sem
hemdlise em agar sangue e apresentando didmetro maior que 1mm foram coradas
pela técnica de Gram e submetidas ao teste de coagulase em l&mina. Cocos Gram-
positivos e coagulase positivos foram considerados como sendo Staphylococcus
aureus. Concomitantemente no agar manitol, colénias amarelo douradas, manitol
positivas, foram consideradas suspeitas. Estas foram semeadas em agar sangue e
submetidas aos mesmos procedimentos citados anteriormente.

As cepas isoladas de, no minimo, 10 animais da mesma propriedade foram

utilizadas para a confecgcéo da vacina.

2 Laboratério Veterinaria Preventiva: R. Sdo Pedro — Cabral - Fone: 41-352-44-80, 80035-020 — Curitiba - PR
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3.3 Elaboragéo da vacina

As cepas de Staphylococcus aureus coagulase positiva utilizadas como
antigeno vacinal foram submetidas aos testes de sensibilidade e resisténcia. aos
principais antimicrobianos, para determinar sua pureza, sendo utilizadas as cepas
que apresentaram comportamento idéntico.

Estas cepas foram cultivadas em 250 ml de caldo B.H.l. com 1% de
glicose, em frascos de Erlenmeyer com capacidade para 1.000 mi e incubadas em
estufa a 37°C durante 5 dias sob agitacéo continua.

Apos este periodo, o cultivo foi submetido a dois teste de pureza,
semeando-sé em agar sangue de carneiro e agar manitol, que foram incubados a
37 9C por 48 horas. Para os procedimentos de contagens do nimero de bactérias
(determinagao do numero de unidades formadoras de colénia - U.F.C), utilizou-se a

% em solucéo fisiologica até obter-se 17 x 10°

técnica de diluicdo decimal até 10
U.F.C/ml em placa para contagem em agar.

A inativacdo das bactérias foi feita adicionando-se formalina ao caldo para
atingir a concentragéo de 6/1000. A seguir, o caldo bacteriano foi incubado a 37°C
por 48 horas, apds as quais foi realizado o teste de esterilidade. Este consistiu na
colheita de 10 ml do caldo, que foram semeados em thioglicolato e caldo Sabouraud
e incubados a 37° C durante 48 a 72 horas e a 21° C durante 15 dias,
respectivamente. Uma vez constatada a esterilidade, adicionaram-se ao caldo 25 ml
de solugdo de hidroxido de aluminio a 10% como adjuvante vacinal, atingindo a

concentragdo final de 2,5% na vacina. Um teste de inocuidade foi realizado

inoculando-se 1ml da bacterina em 2 cobaias (Cavya porcellus) pela via subcuténea.
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Comprovada sua inocuidade, a bacterina foi envasada em frascos contendo 50 mi e

mantida refrigerada em-geladeira a 2 - 8°C.

3.4 Desenho experimental

Foram utilizadas 45 vacas em lactagcdo escolhidas de forma aleatéria e
divididas em trés grupos de 15 vacas cada. O grupo controle ndo recebeu nenhum
tipo de tratamento; o grupo semanal era vacinado semanalmente, cada vaca
recebendo 3,0 ml da bacterina por via subcutanea na regido adjacente ao linfonodo
mamario e o grupo quinzenal era vacinado a cada quinze dias da mesma maneira
que o grupo semanal. O experimento teve duragdo de quatro meses, o grupo
semanal recebendo um total de 16 doses de vacina e o grupo quinzenal, oito doses
de vacina. As vacas eram vacinadas apds a ordenha enquanto se alimentavam no
free-stall. Amostras de leite eram colhidas semanalmente de todas as vacas dos trés
grupos. O leite era colhido, diretamente do baldo na sala de ordenha, em frascos
especiais fornecidos pelo laboratério da APCBRH com capacidade para 30 ml e
contendo uma pastilha de dicrémato de potassio como conservante. As amostras de
cada animal eram datadas, identificadas e enviadas ao laboratério a temperatura
ambiente para determinagdo das percentagens de gordura, lactose, sélidos totais e
proteina e para a contagem de células somaticas (CCS). A medigcdo da produgéo era
feita diretamente no baldo da ordenhadeira.

A contagem de células somaticas foi feita com equipamento automatico® no
laboratorio da APCBR. A CCS foi estudada em dois niveis: de 3 x 10° cel/ml que foi

utilizado como limite entre a mama sadia e a infectada, e de 5 x 10° cel/ml, que é o

3 Somacount500 - Contador Eletronico de Células por Fluorescéncia. Bentley Inc. Minesota - EUA
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valor limite adotado nos laticinios como um dos itens do programa de pagamento por
qualidade do leite.

A dosagem de lactose, solidos totais, gordura e proteina também foram
feitas no laboratério da APCBRH por método automatico* através de radiacdo
infravermelha.

As vacas que apresentavam mastite clinica ou contagem de células
somaticas acima de 5x10° /mi de leite, foram submetidas a exames bacteriol6gicos

para identificar o patégeno.

3.5 Analise estatistica
As varidveis foram analisadas por meio do teste do Qui-quadrado e da

técnica de dados longitudinais®.

3.6 Anélise do Custo-Beneficio

A analise custo-beneficio da imunizacdo contra mastite com bacterina de
Staphylococcus aureus foi feita consirderando uma projecdo dos casos de mastite
graves (+++ ao CMT), que surgiriam num periodo de um ano com dados obtidos
neste trabalho. A quantidade de leite descartada, variagdo na produgio de leite,
custo com o tratamento nos casos de mastite e os custos com a vacina foram
considerados com os seguintes valores:

- Preco do leite, por litro — R$ 0,26, ou US$ 0,13

4 Bentley 2000 — Analisador de Leite por radiagdo infravermeiha. Bentley Inc. Minesota — EUA

S Software “Statistica Graph” — Microsoft
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- Custo do tratamento com antimicrobiano intramamario em duas aplicagbes -
R$ 6,00 ou US$ 3,15
- Custo da vacina feita sob encomenda em laboratério particulér — R$0,60 ou
US$ 0,31/dose
Nesta andlise ndo foram levadas em conta as formas mais brandas de
mastite (+ e ++ ao CMT), possiveis diferengas na qualidade do leite, bem como a

despesas com mao-de-obra e prejuizos com descarte de animais.

3.7 Célculo da eficacia da vacina
O célculo foi feito através da férmula proposta por TIZARD, 1998, cujo
resultado é uma estimativa da fragdo evitavel da vacina. Para tanto, substituiu-se a

porcentagem de mortes pela porcentagem de mamas afetadas.

FE = (% de mamas afetadas grupo controle — % de mamas afetadas grupo semanal)

% de mamas afetadas grupo controles
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4.RESULTADOS

4.1 Reacéo a aplicagdo da vacina

Em nenhum dos animais foram observadas reagdes locais ou sistémicas,
imediatas ou mediatas e atribuiveis & presen¢a da vacina no tecido subcutaneo
proximo a regido do linfonodo mamario, a nao ser discreto e passageiro aumento de
volume no local da aplicagdo, que foi atribuido ao trauma préprio do procedimento
de injecdo. A posigdo dos animais no free stall facilitou grandemente o

procedimento, tanto para a aplicagdo como a avaliacéo de eventuais reagdes.

4.2 Prevaléncia da mastite durante o experimento

Durante 16 semanas de experimento, nas 45 vacas ocorreram 27 casos de
mastite, sendo que 22 casos (81,48%) foram de mastites subclinicas e cinco casos
(18,54%) de mastite clinica.

Quanto a mastite subclinica, 16 casos (72,72%) foram causados por S.
aureus coagulase positiva, trés (13,60%) por S. aureus coagulase negativa, e em
trés (13,60%) das amostras ndo se conseggiu isolar o patégeno. As mastites
subclinicas causadas por S. aureus coagulase positiva ocorreram nos trés grupos,
distribuidos da seguinte forma: 32,25% no grupo controle; 25,00% no grupo
semanal; e 43,75% no grupo quinzenal. Ja dos episédios de mastite clinica, 3 casos
(60%) foram causados por Escherichia coli , ocorrendo 2 casos no grupo controle e 1
no grupo semanal; os outros dois casos (40%) foram causados pelo S. aureus

coagulase positiva, ocorrendo apenas no grupo quinzenal.
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4.3 Analise da contagem de células somaticas/ml de leite
Com relacdo a CCS, as médias e as porcentagens de amostras com
contagem superior a 3 x 10° cel /mi e superior a 5 x 10° cel /ml de leite estdo

sumarizados nas tabelas 1 a 3.



25

Tabela 1 - Valores médios semanais de células somaticas (x1 03/ml) presentes em

amostras de leite de vacas vacinadas contra mastite com bacterina de S.
aureus sob dois esquemas posologicos diferentes, durante 16 semanas.

GRUPOS
Semana  Controle (n = 15) Semanal (n=15) Quinzenal (n=15)
Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Padrao Padrao Padréo
1 550,1 7557 198,9 89,0 289,2 297,3
2 232,5 145,0 101,6 ‘ 379,0 417,0 584,0
3 409,1 991,0 129,2.' 93,8 314,6 513,0
4 | 139,2 119,2 71,9 63,2 137,6 91,3
5 365,0 722,0 81,0 84,3 547,2 1111,0
6 377,9 829,0 146,0 209,7 380,3 4649
7 123,4 148,2 88,8 96,8 308,0 610,1
8 215,1 208,3 171,2 292 4 354,4 258,2
9 325,9 332,0 747,0 139,3 285,0 383,0
10 443,1 386,1 331,0 586,7 530,9 537,4
11 513,0 551,0 331,7 511,0 322,3 490,0
12 4521 5227 2251 170,0 327,9 407,5
13 392,0 396,0 221,7 169,0 322,2 489,0
14 380,0 474,0 2456 319,0 382,9 321,0
15 435,2 433,9 295,2 496,6 3143 359,5
16 645,3 803,9 4579 760,0 288,3 290,0
Média 374,9 240,2 339,0
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Tabela 2 - Numero de amostras de leite com contagem de células somaticas
superior e inferior a 3x10° céls/ml em vacas vacinadas contra mastite
com bacterina de S. aureus sob dois esquemas posoldgicos diferentes,

durante 16 semanas.

GRUPO ACIMADE 3X10° ABAIXO DE 3 X 10° TOTAL
n % n % n
Controle 80 38,27° 129 61,72 209
Semanal 46 18,772 199 81,22 245
Quinzenal 59 29.20° 143 70,80 202
Total 185 28,20 471 71,80 656

Nota: a é diferente de b (p < 0,05).

Tabela 3 - Numero de amostras de leite com contagem de células somaticas
superior e inferior a 5x10° céls/ml em vacas vacinadas contra mastite
com bacterina de S. aureus, sob dois esguemas posoldgicos
diferentes, durante 16 semanas.

GRUPO ABAIXODE5X10° ACIMA DE 5 X 10° TOTAL
n % n % n
Controle 160 76,55 49 23,44° 209
Semanal 227 92 65 18 9,56° 245
Quinzenal 166 82,21 36 17,82° 202
Total 553 84,29 103 1570 656

Nota: a € diferente de b (p < 0,05).
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4.4 Resultados das provas do CMT

Os resuitados provenientes das provas do CMT estdo agrupados nas
tabelas 4 a 6, sendo que a distribuicdo de mastite segundo sua gravidade entre os
grupos estéo representados graficamente na figura 1.
Tabela 4 - Numero de mamas afetadas com mastite, ao teste do CMT, em vacas

vacinadas contra mastite com bacterina de S. aureus sob dois
esquemas posolégicos diferentes, durante 16 semanas.

GRUPO MAMAS AFETADAS MAMAS NAO AFETADAS TOTAL
n % n % n
Controle 187 22 70° 637 77.3 824
Semanal 83 9.16° 823 90,83 906
Quinzenal 174 24 85° 526 75,14 700
Total 444 18,27 1986 81,73 2430

CMT- California Mastitis Test
Nota: a é diferente b (p < 0,05).

Tabela 5 - Numero de mamas afetadas, segundo a severidade da reagéo pelo
CMT, em vacas vacinadas contra mastite com bacterina de S. aureus,
sob dois esquemas posolégicos diferentes, durante 16 semanas.

GRUPO Trago + ++ +++ TOTAL

n % n % n % n % n %

Controle 108 13,1 195 236 179 21,7 342 415° 824 100
Semanal 304 335 276 30,4 145 16,0 181 19,9° 906 100

Quinzenal 97 13,8 201 287 133 19,0 269 384" 700 100

Nota: a, b, ¢ sdo diferentes entre si (p < 0,05).
CMT: California Mastitis Test

Trago: suspeito; +,++ e +++ resultados positivos em ordem de severidade da reagido ao CMT
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Tabela 6 - Gravidade da inflamagdo mamaria, de acordo com o CMT, em vacas
vacinadas contra mastite com bacterina de S. aureus sob dois esquemas
‘posoldgicos diferentes, durante 16 semanas.

GRUPO LEVE MODERADA A GRAVE TOTAL

n % n % n %
Controle 303 36,7 521 63,3° 824 100
Semanal 580 64,1 326 3597 906 100
Quinzenal 298 426 402 57.4° 700 100

Nota: a, b, ¢ sdo diferentes entre si (p < 0,05).
CMT: California Mastitis Test
Leve: reacbes suspeitas e positivas + ao CMT

Moderada a grave: reagdes positivas ++ e +++ ao CMT

Distribuicdo das Rea¢cdes ao CMT
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Figura1l Distribuicdo dos casos de mastite quanto a gravidade da inflamagéo,
segundo reagao ao CMT (Calfornia Mastitis Test), em vacas vacinadas
contra mastite com bacterina de Staphylococcus aureus, sob dois
esquemas posologicos diferentes, durante 16 semanas.
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4.5 Resultados da andlise da qualidade e produgéo de leite
Os valores médios da analise da qualidade e produgéo estao sumarizados
na tabela 7.
Tabela 7 - Valores médios da produgéo de leite (kg/dia) e porcentagens de gordura,
proteina, sdlidos totais e lactose, em vacas vacinadas contra mastite

com bacterina de S. aureus, sob dois esquemas posolégicos diferentes,
durante 16 semanas.

GRUPO LEITE GORDURA PROTEINAS SOLIDOS LACTOSE
| (k) (%) (%) TOTAIS (%) (%)
Controle 17,79 4,08 3,62 13,19 4,66
Semanal 19,05 4,11 3,67 13,31 4,67
Quinzenal 17,19 4,40 3,68 13,68 4,68

As curvas referentes a producgéo de leite em quilogramas, e aos teores de
lactose, solidos totais, gordura e proteina, bem como o resultado da analise

estatistica de dados longitudinais estéo representados nas figuras 2 a 11.

Figura 2 - Variagdo na produgdo média diaria de leite, em quilogramas, de vacas
vacinadas contra mastite com bacterina de S. aureus, com dois esquemas
posoldgicos diferentes, durante 11 semanas.
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Figura 3 - Modelo estatistico ajustado para a produgdo média de leite, em
quilogramas, das vacas vacinadas contra mastite com bacterina de S.
aureus, sob dois esquemas posolégicos diferentes, durante 11 semanas.

Nota: As curvas referentes a producéo de leite foram diferentes entre os grupos, sendo
que o0 grupo semanal apresentou maior produgio de leite (kg) em relagdo aos grupos
controle e quinzenal.

Figura 4 - Variagao nos teores médios de gordura (%) no leite de vacas vacinadas
contra mastite com bacterina de S. aureus, sob dois esquemas
posoldgicos, durante 16 semanas.



31

Figura 5 - Modelo estatistico ajustado para o teor médio de gordura (%) do leite de
vacas vacinadas contra mastite com bacterina de S. aureus sob dois
esquemas posoldgicos, durante 16 semanas.

Nota: As curvas referentes as percentagens médias de gordura no leite foram
semelhantes entre os grupos, isto é, ndo houveram diferencas significativas entre eles.

Figura 6 - Variagdo nos teores médios de proteina (%) no leite de vacas vacinadas
contra mastite com bacterina de S. aureus, sob dois esquemas
posolégicos diferentes, durante 16 semanas.
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Figura 7 - Modelo estatistico ajustado para o teor médio de proteina (%) no leite de
vacas vacinadas contra mastite com bacterina de S. aureus, sob dois
esquemas posoldogicos diferentes, durante 16 semanas.

Nota: As curvas referentes aos teores médios de proteina no leite foram semelhantes
entre os grupos, Isto é, ndo houveram diferencas significantes e os teores médios de
proteina néo variaram entre 0s grupos. .

Figura 8 - Variagdo nos teores médios de sodlidos totais (%) no leite de vacas
vacinadas contra mastite com bacterina de S. aureus, sob dois
esquemas posoldgicos diferentes, durante 16 semanas.
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Figura 9 - Modelo estatistico ajustado para o teor de sélidos totais (%) no leite de
vacas vacinadas contra mastite com bacterina de S. aureus, sob dois
esquemas posologicos diferentes, durante 16 semanas.

Nota: A curva referente ao teor de sélidos totais no leite é diferente entre os grupos,
sendo que no grupo teste semanal e quinzenal as percentagens de sélidos totais foram
maiores que no grupo controle.

Figura 10 - Variag@o nos teores médios de lactose (%) no leite de vacas vacinadas
contra mastite com bacterina de S. aureus, sob dois esquemas
posoldgicos diferentes, durante 16 semanas.
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Figura 11 - Modelo estatistico ajustado para o teor em lactose (%) no leite de vacas
vacinadas contra mastite com bacterina de Staphylococcus aureus, sob
dois esquemas posoldgicos diferentes, durante 16 semanas.

Nota: A curva referente ao teor de {actose é diferente entre os grupos, sendo que no
grupo quinzenal o teor de lactose (%) foi maior em relagdo aos grupos semanal e
quinzenal.
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4.6 Anélise Custo/Beneficio da vacinagéo

Os dados referentes a andlise econdmica (relagdo custo-beneficio) da
vacinagido semanal comparada com o grupo controle estdo sumarizados na tabela 8,

que representa a proje¢cao de custos para um ano.

Tabela 8 - Analise custo/beneficio do processo de vacinagao de vacas contra mastite
com bacterina de S. aureus, comparando-se 0 grupo controle e ©

semanal, durante um ano.

CONTROLE | SEMANAL

Numero de mamas

afetadas (+++) ao CMT 116,5 22,4

Leite descartado (R$) -3.609,15 (1.899,55) -700,50 (368,68)
Custo tratamento(R$) -1.399,80 (736.73) - 271,68 (142,99)
Custo da vacina(R$) - -2.280,0 (1.200,00)
Aumento na producdo(R$) - +4.896,0 (2.576,84)
Total -5.008,95 (2.636,28) +1.599,02 (841,59)

Nota : Entre parénteses valores equivalentes em US$
(+++): forma consideradas apenas 0s casos de mastite graves ao CMT
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4.7 Calculo da eficécia da vacina

Por meio da férmula de fragdo evitavel da vacina (FE), o resultado para o
grupo semanal foi de 59,6%, no entanto para o grupo quinzenal ndo foi possivel

determinar porque néo houve diferencas entre este grupo e o controle.
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5. DISCUSSAO

Na andlise da contagem de células somaticas, verificou-se que as médias
da CCS foram menores nas vacas vacinadas semanalmente do que no grupo
controle (2,4 x 10° céliml e 3,75 x 10° cel/ml respectivamente). Também, no grupo
semanal, a percentagem de amostras com CCS inferior a 3,0 x 10° cél/ml, foi maior
em 31,60% em relagdo ao grupo controle. Considerando que no leite de glandulas
saudaveis a CCS deve ser inferior a 3,0 x 10° cél/ml (RENEAU, 1986) e que
contagens acima desse valor indicam inflamagéo da _mama (PHILPOT, 1998), pode-
se dizer que a vacina aplicada semanalmente dimindi a porcentagem de vacas com
glandulas inflamadas. E importante ressaltar que, apesar do estimulo ao sistema
imunolégico ter sido mais frequente nas vacas vacinadas semanaimente,
comparando-se com outros métodos convencionais de vacinagao, nao se observou
aumento, mas sim uma diminuigdo na contagem celular do leite, mesmo nas vacas
vacinadas que apresentavam mastite durante o experimento. Talvez isto deveu-se
ao fato de que a vacina tenha estimulado o suficiente a produgio de anticorpos para,
conseqientemente, diminuir a extensdo da injuria ao epitélio mamario causado pelo
S. aureus e diminuir a atrag&o de células de defesa para o foco da inflamagéo.

Encontrou-se percentagem menor de mamas afetadas ao CMT nas vacas
vacinadas semanalmente do que no grupo controle (9,16% e 22,70%
respectivamente), o que representa uma diminuicdo de, aproximadamente 60% na
percentagem de mamas afetadas. Além disto, as percentagens de mamas afetadas
ao CMT, classificadas como moderadas e grave, foram significativamente menores

no grupo semanal, comparando-se com 0 grupo controle e quinzenal (35,98%,
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63,22% e 57,43%, respectivamente). A estimulagdo semanal foi eficaz na redugéo
do‘nL’Jmero de casos de mastite subclinica e na gravidade das infecgbes. Para que
isso tenha ocorrido, era necessario que j@ houvesse grande quantidade de
imunoglobulinas e células de defesa disponiveis e capazes de proteger a glandula
em tempo habil quando infectada, ja que o Staphylococcus aureus, apesar de ter
alta patogenicidade, tem baixo poder imunogénico (AMARAL, 1999) e o leite dilui
grande parte dos fatores de defesa da glandula (SANDHOLM e KORHONEN, 1995).
A aplicagdo da vacina repetidamente e a intervalos relativamente curtos foi,
aparentemente, o fator capaz de manter os niveis de imunoglobulinas, células e
outros fatores num patamar adequado para enfrentar o desafio representado pelo
Staphylococcus aureus.

A frag@o evitavel da vacina foi de 50,6%. Mas segundo TIZARD (1998), as
boas vacinas devem ter uma fracao evitavel de pelo menos 80%. Considerando que
BLOOD e RADOSTITS (1991) e HILLERTON et al. (1996) destacaram a ineficacia
das vacinas contra mastité estafilocdcica, uma fracdo evitavel de 60% de mamas
com mastite parece ser um resultado bastante animador.

A percentagem de amostras de leite com contagem de células abaixo de 5
x 10° cél/ml foi significativamente maior no grupo semanal em relagio aos demais
grupos. Neste sentido, a vacinagéo podé também beneficiar os produtores mantendo
os niveis de CCS mais baixos no leite e consequentemente melhorando-o quanto a
qualidade.

Quanto a produgéao de leite, as vacas do grupo semanal produziram 7,12%
a mais em relacdo ao grupo controle, apesar daquele grupo ter sido submetido a

perturbacdo da vacinacdo semanal. Isto demonstra, que a vacina aplicada
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semanalmente ndo é um fator estressante para as vacas e, a medida que se
meihorou a saude das glanduias mamarias, a produt_ividade também aumentou. Isto
também foi verificado por VIANNI (1992).

Através da analise de dados longitudinais, procurou-se estudar o
comportamento dos niveis dos principais componentes que podem refletir na
qualidade do leite. Comparando-se as curvas da variavel sélidos totais no leite, a
percentagem média do grupo semanal e quinzenal foi ligeiramente superior a média
do grupo controle, isto porque glandulas saudaveis produzem leite de melhor
qualidade (PHILPOT, 1998). Considerando os teores de proteina e gordura, as
curvas ndo foram sigﬁiﬁcativamente diferentes entre os trés grupos, embora o teor
médio de gordura e a curva do teor médio em lactose foram maiores no grupo
quinzenal. Os teores maiores de lactose e gordura no leite das vacas vacinadas
quinzenalmente talvez devam-se ao fato de que, neste grupo, a produgéo de leite
tenha sido menor e consequentemente com menor efeito de diluicdo sobre estes
componentes.

Talvez a principal razdo para o uso de um programa de vacinagao contra a
mastite bovina seja de natureza econdémica, ja que essa afecgdo é a grande causa
de prejuizos na exploracdo leiteira de todo o mundo (HARMON, 1998). Neste
sentido a analise custo/beneficio da vacinag¢ao foi feita para quantificar possiveis
ganhos com tal procedimento. Verificou-se que ndo vacinando as vacas, o produtor
estaria sujeito a perder em torno de US$ 2.636,28 (ou R$ 5.008,95) com as mastites
durante o ano, enquanto que vacinando semanalmente o produtor n&o perderia, mas
sim ganharia em torno de US$ 841,59 ao ano (ou R$ 1.599,02) com a diminui¢do

dos custos com tratamento da mastite, diminuigdo dos prejuizos com descartes de
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leite e ganhos em producgéo leiteira. Estes resultados foram obtidos levando-se em
consideracdo apenas a ocorréncia de mastites causadas por S. aureus e
considerados severas no CMT. Nao se conseguiu computar os prejuizos causados
por outras formas de mastites, queda na qualidade do leite, m&o-de-obra, descarte
de animais, servigo veterinario e medicamentos, além do bem estar animal. Se
esses fatores forem levados em conta, os beneficios econdmicos que a vacina
utilizada semanalmente poderia proporcionar a exploragéo leiteira seriam ainda mais
expressivos.

Durante as dezesseis semanas de experimento, as mastites subclinicas
foram as mais frequentes (81,46% do total de casos de mastite), sendo o S. aureus
o principal agente causador. Embora tenham ocorrido em todos os grupos, no grupo
semanal a percentagem de mastites subclinicas causada por Staphylococcus aureus
foi menor, provando a eficiéncia desse esquema posolégico. Apenas no grupo
quinzenal ocorreu mastite clinica por S. aureus, sendo que nos outros dois grupos
foram causadas por E. coli. Em virtude do pequeno volume de dados da avaliagéo
‘microbiolégica, ndo foi possivel fazer uma analise estatistica para estabelecer
diferencas significativas, mas os dados obtidos permitem dizer que, embora n&o
tenha impedido que as glandulas fossem infectadas, a gravidade e a prevaléncia das
infeccOes subclinicas causadas por S. aureus coagulase positiva foram menores nos
animais onde a vacina foi repetida semanalmente. A diminuigcdo da gravidade da
infec¢do nas vacas vacinadas semanalmente tem um significado importante no que
diz respeito ao dano que o S. aureus causa ao tecido secretor, que poderia

comprometer seriamente a produgio em lactagdes futuras (SCHALM, 1971).
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E questionavel a influéncia do local da aplicagdo das vacinas na resposta
imunitaria do paciente. Isto &, questiona-se se a aplicagdo da vacina nas
proximidades da mama e dd linfonodo mamario induziriam melhores respostas do
que a aplicagdo no tecido subcutdaneo de qualquer outra regido corporal.
NICKERSON (1998) e TIZARD (1998) afirmaram que a deposicdo de antigeno
naquela regido resultaria em uma maior proliferacéo de células de defesa e maior
produgdo de imunogiobulinas, mas tal afirmagcdo ndo pode ser confirmada no
presente experimento por ndo ter sido este o seu objetivo. Assim, recomenda-se que
novas pesquisas sejam feitas para comprovar aquela hipétese. Contudo, pode-se
afirmar que aquele local de aplicagao é conveniente devido a posi¢cdo dos animais
no estabulo. Isto, aliado a auséncia de reagdes adversas recomendam o local e a via

de aplicagado como ideais para vacinagio das vacas contra mastite.
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6.CONCLUSOES

Com base nos dados obtidos no presente estudo, podere concluir que:

1. A vacinagdo com bacterina de Staphylococcus aureus isolados do préprio
rebanho foi eficaz no controle de mastite contagiosa em vacas lactantes, sendo
que a vacinacdo semanal apresentou melhores resultados do que a vacinagao
quinzenal.

2. A prevaléncia de mastites subclinicas, bem como a gravidade das mesmas
infecgcbes diminuiram com a vacinagao semanal.

3. A vacinacdo semanal pode:melhorar substancialmente a receita da propriedade,
ao diminuir os prejuizos provocados pela mastite estafilocacica. Adicionalmente,
vacas vacinadas semanalmente apresentaram maior producéo e leite de melhor
qualidade do que as ndo vacinadas, com redugdo na contagem de células
somaticas e aumento no teor de sdlidos totais.

4. Apesar de diminuir significativémente o0 numero de casos de mastites, a vacinagéo
semanal néo foi capaz de impedir totalmente a ocorréncia da doenga no rebanho,
comprovando que apenas a vacinaf;éo ndo substitui as boas praticas de manejo.

5. A vacina aplicada semanalmente pode ajudar a controlar as mastites em rebanhos
onde a prevaléncia do Staphylococcus aureus coagulase positiva for importante.

6. A aplicacao subcutanea da vacina na regido do linfonodo mamario é facil de ser
executada devido a posi¢éo dos animais no free stall. Isto, aliado a auséncia de
reagdes locais, recomendam-na como pratica de rotina para administracéo desta

vacina anti-mastite.
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