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USO DE ANTIMICROBIANO OU DE SELANTE INTRAMAMARIO COMO MEDIDA
PREVENTIVA CONTRA MASTITE BOVINA NO PERIODO DE TRANSICAO

RESUMO

As vacas leiteiras apresentam maior susceptibilidade a mastite no inicio do periodo
seco e no comeco da lactacdo subsequente, tratamentos como 0 uso de
antimicrobianos intramamarios e de selantes internos de tetos tem sido avaliados.
Portanto, 24 vacas multiparas da raca Holandesa, foram divididas aleatoriamente
em trés grupos experimentais com oito vacas: animais que nao receberam nenhum
tratamento (controle — G1); animais tratados com antimicrobiano intramamario a
base de cefalénio anidro (G2) e animais que receberam selante interno de tetos a
base de subnitrato de bismuto (G3). Houve coleta de leite no dia da secagem (M1),
até 12 horas apos o parto (M2), sete dias pos-parto (M3), 15 dias apds o parto (M4)
e 21 dias ap6s o parto (M5) para avaliagdo do teste da caneca de fundo escuro;
exame dos constituintes do leite; quantificacdo automatica de células somaticas;
contagem microscopica de células somaticas; California Mastitis Test (CMT) e
exame microbiolégico. As variaveis foram submetidas a andlise de variancia
(ANOVA), seguida por Tukey (p<0,05). O tratamento do G2 mostrou ser o mais
eficiente na reducdo da contagem de células somaticas na lactacdo subsequente. O
G3 apresentou maior teor nos niveis de gordura no leite que G2. O percentual de
mamas com isolamento bacteriano no retorno a lactacdo foi maior em G2 que em
G3. O G2 apresentou melhores resultados no CMT que G1 e G3. Com relagcédo ao
teste da caneca de fundo escuro ndo foram observadas diferencas significativas
entre os grupos no pos-parto. Assim, de forma geral, 0 uso de selante intramamario
a base de subnitrato de bismuto mostrou-se mais efetivo no controle da mastite.

Palavras-chave: antimicrobiano intramamario, mastite, periodo seco, selante,
tratamento
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ANTIMICROBIAL USE OR SEALANT INTRAMAMMARY AS PREVENTIVE
MEASURE AGAINST BOVINE MASTITIS IN TRANSITION PERIOD

ABSTRACT

Dairy cows are more susceptible to mastitis in the early dry period and early lactation
subsequent, treatments such as intramammary use of antimicrobials and internal
sealants ceilings have been evaluated. Therefore, 24 multiparous Holstein were
divided into into three experimental groups of eight cows: animals that received no
treatment (control group - G1); animals treated with antimicrobial intramammary the
base of anhydrous Cefalonium (G2); animals receiving sealant ceilings bismuth
subnitrate base (G3). There was milk collection on drying day (M1), until 12 hours
after calving (M2), seven days after calving (M3), 15 days after calving (M4) and 21
days after calving (M5) to evaluate the test dark background mug; examination of
milk constituents; automatic quantification of somatic cells; microscopic counting of
somatic cells; California Mastitis Test (CMT) and microbiological examination. The
variables were subjected to analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey
(p<0,05). Treatment G2 proved to be the most effective in reducing somatic cell
counts in the subsequent lactation. The G3 showed the highest content of fat levels
in milk G2. The percentage of breasts with bacterial isolation in return to lactation
was higher in G2 than in G3. The G2 presented better results on CMT that G1 and
G3. Regarding the test of dark background mug were no significant differences
between groups in the postpartum. Thus, in general, the sealant intramammary use
the basic bismuth subnitrate was more effective in the control of mastitis.

Keywords: antimicrobial intrammary, mastitis, dry period, sealant, treatment
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USO DE ANTIMICROBIANO OU DE SELANTE INTRAMAMARIO COMO MEDIDA
PREVENTIVA CONTRA MASTITE BOVINA NO PERIODO DE TRANSICAO

INTRODUCAO

A pecuaria leiteira € uma das atividades mais tradicionais do meio rural
brasileiro e de acordo com o Ultimo censo agropecuario existem no Brasil
aproximadamente 5,2 milhdes de estabelecimentos rurais dos quais 25%
(aproximadamente 1,35 milhdes) produzem leite, envolvendo cerca de cinco milhdes
de pessoas (IBGE, 2006; ZOOCAL et al., 2008). O valor bruto da producéo de leite
em 2013 foi de R$ 22,9 bilhdes e contribuiu para movimentar a economia das
pequenas e médias cidades brasileiras (BRASIL, 2014).

Apesar da producédo de leite no pais superar 32 bilhdes de litros por ano, a
produtividade do rebanho nacional é baixa, cerca de 1.471 litros/vaca/ano (IBGE,
2013). As estatisticas sociais apontam que, atualmente, no Brasil 8,5% dos
estabelecimentos de producao (cerca de 115.000 produtores) sdo responsaveis por
53,1% do leite produzido no pais. Ou seja, a grande maioria dos produtores de leite
(91,5%) possuem rebanhos que produzem apenas 46,9% do leite brasileiro (IBGE,
2011). As principais razdes para essa baixa produtividade incluem a utilizacdo de
animais sem aptidao para producéo de leite ou com potencial genético inapropriado;
manejo alimentar, reprodutivo e sanitario inadequado; falta de assisténcia técnica; e
baixo nivel de instrucdo dos produtores (57% dos produtores tem pouca instrucdo)
o que dificulta a utilizacdo adequada do estoque de tecnologias disponiveis (IBGE,
2006; BELOTI et al., 2010; CARVALHO et al., 2010).

Dentre os principais problemas sanitarios que ocorrem na bovinocultura
leiteira, as doengas associadas com falhas no manejo dos animais séo talvez as
mais importantes. Mastites, doencas da reproducdo e dos digitos sao os principais
exemplos desses problemas (VAZ et al, 2001; RIBEIRO et al. 2003).

Apesar do desenvolvimento de diversas estratégias de controle e prevencdao,
a mastite continua sendo a doenca mais prejudicial a atividade leiteira, pois além dos
animais, afeta também os produtores, industria e o consumidor final (HUIJPS et al.,

2008). A mastite caracteriza-se por uma inflamacdo da glandula mamaria,



geralmente de caréter infeccioso e pode ser classificada como clinica ou subclinica.
A mastite clinica implica na existéncia de manifestacdes evidentes de inflamacao na
glandula mamaria e alteracbes macroscopicas no leite. Aléem das modificacdes no
aspecto normal do leite, pode ocorrer comprometimento sistémico como febre
elevada, alteracdo na frequéncia cardiaca e respiratéria, auséncia de movimentos
ruminais (HARMON, 1994; FONSECA e SANTQOS, 2000).

Na forma subclinica, também conhecida como inaparente, ndo se observam
manifestacdes visiveis de inflamacdo do Ubere, mas ha alteracbes na composicéo e
na celularidade do leite (CULLOR et al., 1994, HARMON, 1994; SANTOS e
FONSECA, 2007).

A doenca implica em gastos representados principalmente por 70% de perda
devido a reducdo na producdo dos quartos com mastite subclinica; 8% pela perda
do leite descartado por alteragBes e/ou pela presenca de residuos apdés tratamento;
8% pelos gastos com tratamentos; 14% por morte ou descarte animal ou ainda pela
desvalorizacdo comercial do animal, por quartos afuncionais ou atrofiados (COSTA,
1998).

Grandes mudancas adaptativas ocorrem durante a fase final da gestacéo e o
inicio da lactacdo. Esta fase é conhecida como periodo de transicdo e é constituido
por dois estagios, sendo o primeiro formado pelas trés dltimas semanas que
antecedem o parto e o0 segundo pelas trés primeiras semanas poés-parto
(GRUMMER, 1995; MOTA et al., 2006). Neste periodo ocorrem mudancas no estado
fisioloégico da vaca a fim de preparar a vaca para o parto e lactogénese. O principal
desafio enfrentado pelas vacas é o aumento expressivo na demanda de nutrientes
para producdo de leite associado ao baixo consumo de matéria seca (CMS) (LAGO
et al., 2004).

Essa transicdo metabdlica ocorre gradualmente e envolve alteracbes no
figado, tecido adiposo, musculo esquelético, secrecfes e acdo de muitos horménios,
envolvidos no parto e lactacdo, passando assim de um periodo seco para um
produtivo (HEAD e GULAY, 2001).

A incapacidade de ingestdo de nutrientes da dieta para suprir as exigéncias
no inicio da lactacao até o pico de producédo é conhecido como balanco energético
negativo (BEN). O tempo médio de duracdo do BEN é de aproximadamente cinco
semanas, mas a duracdo deste periodo é evidentemente afetada por inUmeros

fatores, particularmente o volume de leite produzido (LAGO et al., 2004). A rapida



adaptacdo da vaca ao BEN durante o inicio da lactagdo proporciona saude e
produtividade, enquanto que a baixa adaptacdo pode favorecer o surgimento de
doencas como a cetose, deslocamento de abomaso, e retencdo de placenta,
incluindo a diminuicao da producéo leiteira (DRACKLEY, 1999).

Para realizar a transicdo entre lactacfes é realizado o periodo seco entre
duas lactacdes. No periodo seco, a vaca sofre completa involugdo da glandula
mamaria e a suspensao temporaria da atividade leiteira. A producédo de leite sera
posteriormente retomada com a influéncia hormonal do final da gestacao e do parto
(SANTOS, 2003).

Os medicamentos utilizados para tratamento de vacas no periodo seco séo
conhecidos por sua eficacia na secagem da glandula mamaéria e por sua acéo contra
0 agente infeccioso (SHEPHARD et al., 2004; BANSAL et al., 2005). Entretanto essa
eficAcia ndo necessariamente esta relacionada a forma como esses agentes atuam
na atividade das células de defesa da glandula (NICKERSON, 1994), ainda mais
qguando se considera a diversidade do periodo seco (HURLEY, 1989; SANTOS,
2003). Apesar de a cura da mastite depender da associacao de fatores inerentes ao
animal, ao patdgeno e ao medicamento (COSTA, 2006), ainda € incomum que o
conjunto seja avaliado, principalmente quanto ao hospedeiro (CRISPIE et al., 2004,
BARKEMA et al., 2006).

Desta forma, a melhor compreensdo dos mecanismos que levam a maior
susceptibilidade a infec¢des intramamarias, assim como a escolha correta de
medidas preventivas para o controle da mastite, pode levar a reducédo dos custos
relacionados a esta enfermidade (JAVORSKI e LUZ, 2011).



REVISAO DE LITERATURA

Atualmente, considera-se que a glandula mamaria bovina produz mais leite
que 0 necesséario para a cria, devido a pressdo de selecdo para animais de alta
producdo e aos avancos tecnologicos no manejo de producdo e ordenha. Tais
interferéncias que por outro lado, levaram a maior demanda metabdlica,
especialmente no final da gestacao e inicio da lactagéo, resultando no aparecimento
de desordens metabdlicas e alteragdes nos principais mecanismos de defesa da
glandula mamaria, que podem levar ao aumento da incidéncia da mastite nesta fase
(SORDILLO et al., 1997; SORDILLO e STREICHER, 2002).

A mastite € o processo inflamatorio da glandula mamaria que afeta, qualitativa
e quantitativamente, a producéo de leite (HUIJPS et al., 2008). Observa-se reducéo
no teor de lactose, caseina, gordura, calcio e fésforo e aumento nas
imunoglobulinas, cloretos e lipases, sendo a ultima responsavel pela rancificacdo do
leite, desenvolvimento de altos niveis de acidos graxos livres devido a lipolise e
transmissdo de sabor rancoso nos produtos lacteos, tornando-os sensorialmente
inaceitaveis (SANTOS, 2003). Com estas alteracdes, o leite pode tornar-se improprio
para 0 consumo e para a producdo de derivados (MARQUES, 2003; CASSOL,
2010).

Os dados dos laboratorios que compdem a Rede Brasileira de Laboratorios
de Analise da Qualidade do Leite (RBQL) tém demonstrado que a contagem de
células sométicas (CCS) continua elevada no leite produzido em diferentes regides
do pais (ESTEVES et al., 2010). O termo células somaticas do leite € utilizado para
designar todas as células presentes no mesmo, incluindo macréfagos, linfocitos e
neutréfilos e as células de descamacdo do epitélio glandular secretor (PAAPE,
1963). No entanto, em uma glandula mamaria infectada, as células de defesa
correspondem a 99% das células encontradas no leite (JORGE et al, 2005). Desse
modo, a contagem de células sométicas (CCS) atua como indicador inflamatério da
presenca de infeccado intramamaria em bovinos (MACHADO et al., 2000; DELLA
LIBERA et al., 2011).

Para o produtor, altas CCS significam menor retorno econémico, em
decorréncia da redugdo na producado, dos gastos com medicamentos e também das

penalidades aplicadas pelos laticinios. Para a induastria, significam problemas no



processamento do leite e redug&o no rendimento, em raz&o dos teores inferiores de
caseina, gordura e lactose, que resultam em produtos de baixa qualidade e
estabilidade na mesa do consumidor (FONSECA e SANTOS, 2000; SANTOS, 2002;
COLDEBELLA et al., 2004).

A reducdo na producdo de leite durante as mastites da intensidade do
processo inflamatério e do estagio de lactacdo em que ocorre a infec¢do, podendo
alcancar perdas de 10 a 20% do total da producdo (MARQUES, 2003; CANI e
FRANGILO, 2008).

As principais perdas decorrentes das mastites (70 a 80%) sao causadas pelas
mastites subclinicas que, embora ndo apresentem sinais evidentes de inflamacéao,
diminuem a sintese do leite. Os casos clinicos provocam o restante das perdas
(WALCHER, 2011). Rebanhos que apresentem contagem de células somaticas
(CSS) entre 200 e 500 mil/ml de leite podem perder até 8% do seu potencial de
producdo leiteiro em decorréncia das mastites. Contagens superiores a 500 mil
células/ml de leite podem acarretar perdas da ordem de 25% (COLDEBELLA et al.,
2004).

Além desses prejuizos a mastite representa risco em potencial a saude do
consumidor. A possibilidade de desencadear fendbmenos alérgicos em individuos
sensiveis, os efeitos toxicos decorrentes das alteracdes no leite por alteracbes no
equilibrio da microbiota intestinal e pela selecdo de bactérias resistentes no trato
digestorio decorrentes do uso e antibidticos sdo outros riscos, aos quais 0s
consumidores sao expostos se consumirem leite oriundo de animais acometidos por
essa enfermidade (CASSOL, 2010). Outro fator importante para a saude publica é o
fato de que mais de 25% do leite produzido no Brasil ndo € industrializado em
estabelecimentos sob algum tipo de fiscalizacao oficial, podendo ser consumido sem
nenhum tratamento térmico ou controle laboratorial (PANETTA, 2000). O comércio
informal de leite € uma grande ameaca a saude publica visto que, segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), dezesseis doencas bacterianas e sete
virticas sao veiculadas pelo produto, dentre elas a tuberculose, a brucelose e
gastroenterites, sendo esta uma grave consequéncia da baixa qualidade do leite
proveniente do mercado informal (MENDES et al., 2010).

Nos bovinos leiteiros existe a necessidade da glandula mamaria ser
submetida a um periodo de descanso entre duas lactacdes, pois, sem este periodo,

h&a uma sensivel reducdo da producdo na lactacdo seguinte (FOLEY et al., 1972;



OLIVER e SORDILLO,1988). Sendo considerada uma fase preparatéria, quando o
animal é induzido a cessar sua producdo para assegurar o desenvolvimento do feto,
promover a sintese de colostro e regenerar os tecidos da glandula mamaria para a
proxima lactacdo (DINGWELL et al., 2003). O procedimento para a secagem dos
animais consiste no fornecimento de dietas menos energéticas seguida da
suspensao da ordenha por algumas semanas antes do parto (BIRGEL et al., 2009).
A néao retirada do leite produzido pela glandula mamaria desencadeia 0 processo
fisiolégico de sua involucdo, com drastica reducdo da producdo de leite e sua
reabsorcdo evidenciada por alteracdes nas caracteristicas fisico-quimicas e
celulares da secrecao (SMITH e TODHUNTER, 1982).

Durante o periodo seco a vaca sofre completa involucdo da glandula mamaria,
gue, posteriormente, sob influéncia hormonal do final da gestacao e do parto, reinicia
a sintese de leite. Esta fase representa também uma excelente oportunidade para o
tratamento de infec¢des intramamarias existentes e para a prevencdo de novas
infeccbes que afetam negativamente a producdo leiteira da lactacdo subsequente
(SANTOS, 2003).

Esse periodo é dividido em trés fases: periodo de involucdo ativa, periodo de
involucdo constante e periodo de lactogénese ou colostrogénese. O periodo de
involucao ativa se inicia logo apés a ultima ordenha, dura cerca de trinta dias e tem
por principais fatores desencadeantes a interrupcdo da ordenha e o aumento da
pressdo intramamaria. Essas alteracfes tornam a glandula mais susceptivel a
instalacao de infeccfes. Quartos infectados na secagem ou durante o periodo seco
apresentam maiores contagens de células somaticas do que quartos ndo infectados
(SMITH e TODHUNTER, 1982; HURLEY, 1989).

ApOs este periodo, inicia-se a fase de involucdo constante, que ndo apresenta
limites de duracdo, depende apenas da extensao do periodo seco e corresponde ao
estagio em que a glandula estd completamente involuida. Entre os trés periodos,
este apresenta menor incidéncia de infeccdo (NICKERSON, 1994).

A fase de colostrogénese ou lactogénese ocorre ao final da gestacdo, por
influéncia hormonal, com inicio de quinze a vinte dias pré-parto. Ao contrario do
estagio de involucdo ativa, este periodo caracteriza-se pela regeneracéo e dife-
renciacdo das células epiteliais secretoras e pelo transporte seletivo e acumulo de

imunoglobulinas para a formacédo do colostro, diminuicdo da concentragédo da



lactoferrina e leucdcitos. Assim, cresce a susceptibilidade a novas infeccdes
intramamarias (HURLEY, 1989).

Em virtude do aumento da susceptibilidade a infec¢cdes no inicio do periodo
seco e no comeco da lactacdo subsequente, alguns protocolos de tratamento para
esse periodo tém sido estudados. Esta fase representa também uma excelente
oportunidade para o tratamento de infec¢Bes intramamarias existentes e para a
prevencdo de novas infec¢cdes que afetam negativamente a producéo leiteira da
lactacédo futura (BATISTA et al., 2009).

A terapia da vaca seca no final da lactagdo é uma das medidas mais
importantes e recomendadas para prevengdo de novas infecgfes intramamarias
(IMI) durante o periodo seco (SANTOS, 2003). Essa pratica consiste na aplicacéo de
antibiotico intramamario de longa acdo em cada teto no dia da secagem da vaca
(BIRGEL et al., 2009). A ocorréncia de mastite durante este periodo esta ligada a
outros fatores como nivel de producéo de leite no momento da secagem, condi¢éo
dos tetos e nivel de contaminacdo ambiental dos tetos (BHUTTO et al., 2011).

Com o uso de antibidticos na terapia da vaca seca, o0 objetivo € alcancar altas
concentracbes de antibiotico no Ubere, resultando em uma répida eliminagcdo de
patégenos existentes, seguido por um periodo prolongado de liberacdo do antibiético
para prevenir novas infecgdes intramamarias (GREEN et al., 2002). As formulacdes
para vacas secas, usando doses mais elevadas de antibiéticos em meios mais
oleosos ou em veiculos de depdésito, sdo projetados para a producdo de intervalos
prolongados de concentracdes antibitticas efetivas (SMITH e HOGAN, 1993).

A funcdo priméria da terapia da vaca seca era o tratamento de infec¢des
intramamarias existentes, entretanto mais recentemente passou a ser a prevencgao
de novas infeccdes intramamarias (HASSAN et al., 1999; LESLIE, 2004), assim
como cresceu a preocupacao quanto ao desenvolvimento de estratégias mais
voltadas para a prevencao das infec¢des adquiridas no pré-parto, periodo em que
esta terapia ndo tem se mostrado eficaz. Como o0s antibiéticos atualmente
disponiveis para uso em vacas secas nao persistem completamente por todo o
periodo seco (DINGWEL et al., 2003), a terapia com antibiéticos a secagem néo é
efetiva na prevencédo de novas infecgbes intramamarias que ocorrem proximo ao
parto e tratamentos mdltiplos de antibiéticos para vacas néo-lactantes durante o

periodo seco ndo aumentam a efetividade do tratamento (NICKERSON, 1998).



A acdo das células envolvidas no periodo de secagem tem fundamental
importancia para a involugdo da glandula mamaria e seu restabelecimento para a
lactacdo subsequente. O éxito do tratamento ndo depende somente da sensibilidade
do agente infeccioso ao antimicrobiano, mas também da interacdo hospedeiro-
parasita, das condicdes do hospedeiro e correspondente mecanismo de defesa
(BENESI et al., 2010). Desta forma, dentre as medidas preventivas no controle desta
enfermidade neste periodo, a terapia de vaca seca € adotada como uma estratégia
para o controle da mastite (BRADLEY et al., 2009), que objetiva diminuir o nimero
de quartos maméarios contaminados na lactacdo subsequente, eliminar infec¢des
intramamarias existentes e impedir novas infec¢cdes durante o periodo em que a
vaca permanecer seca (SANTOS, 2002).

Uma ferramenta alternativa, para a prevecdo da mastite no periodo de
secagem de vacas leiteiras é 0 uso de selante interno de teto, consiste em um sal
inorganico pesado a base de subnitrato de bismuto tendo a parafina como veiculo
(DINGWELL et al., 2003). O selante interno consiste em um sal inorganico pesado, a
base de subnitrato de bismuto em uma base de parafina, € um composto inerte e o
bismuto ja é correntemente utilizado em muitos processos industriais, farmacéuticos
e cosméticos (EMEA, 1999). Atuam evitando o acesso fisico das bactérias
ambientais aos tetos das vacas durante o periodo seco, mimetizando a defesa
natural do tampdo de queratina (ERSKINE et al., 2003). Quando infundidos
assepticamente logo apds a ultima ordenha, bloqueiam imediatamente o canal do
teto por se infiltrar nas fissuras do canal e da cisterna do teto, mantendo-o fechado
por todo o periodo seco (O’ROURKE, 2005). O selante € uma substancia insoluvel
em leite, ndo tem propriedades antimicrobianas e néo oferece riscos a seguranca
alimentar (BHUTTO et al., 2011).

A correta identificacdo das espécies bacterianas que causam a mastite bovina
€ de importancia ndo apenas no aspecto clinico, mas também no biotecnoldgico,
epidemioldgicos e em estudos ambientais (REIS et al.,, 2003). O diagndstico da
mastite pode ser realizado a partir de testes individuais ou por meio de testes do
leite do tanque, quando a finalidade é verificar o nivel da doenca no rebanho. Entre
os testes individuais para deteccdo da mastite clinica tem-se o exame das
caracteristicas fisicas do leite (RADOSTITS et al., 2002). Este método auxilia na
visualizagdo do aspecto do leite, por meio da utilizacdo da caneca de fundo preto
nos primeiros jatos de leite antes da ordenha (SANTOS e FONSECA, 2007). Este



teste além de permitir a deteccdo de anormalidades no leite como grumos, secrecao
purulenta e sangue, auxilia também no estimulo da descida do leite e diminui a
contagem de bactérias no leite apds a ordenha uma vez que a maior parte delas
esta presente nos primeiros jatos (RIBEIRO et al., 2003).

Quando se pretende diagnosticar a mastite subclinica é necesséria a
utilizacdo de exames complementares baseados no conteudo celular do leite. O
método mais simples, conhecido como California Mastitis Test - CMT. E um teste
pratico, barato, pode ser realizado ao lado dos animais e fornece resultados
imediatos para o diagnéstico da mastite subclinica. Seu principio baseia-se na
contagem de células sométicas no leite. O resultado do teste € avaliado em funcgéo
do grau de gelatinizacdo ou viscosidade da mistura de partes iguais de leite e
reagente (DIAS, 2007). Outra alternativa para avaliacdo da mastite subclinica é a
contagem de células somaticas (CCS), que pode ser realizada por método direto
com o uso de microscopio ou contadores celulares eletronicos (SILVA, 2003).

Segundo Santos e Fonseca (2007), o leite de um quarto nado infectado
apresenta CCS menor que 100.000 cél/mL, enquanto a CCS de um quarto infectado
€ geralmente superior a 200.000 cél/mL, o que indica a ocorréncia de mastite
subclinica ou que o quarto esta se recuperando da infeccdo. Deve-se lembrar que
ndo sO a mastite causa aumento de células somaticas no leite, mas fatores como
época do ano, raca, estagio de lactacdo, numero de lactacdes, estresse causado por
deficiéncias no manejo, problemas nutricionais e doencas intercorrentes também
podem causar este aumento (BROOM e FRASER, 2010).

O isolamento microbiolégico do patdgeno em amostra de leite € considerado
o método diagnéstico padrdo para a mastite, pois ao identificar o agente causador
da mastite h4 mais sucesso na prescricdo do tratamento ou na indicacdo de
descarte. A coleta e cultura de amostras de leite provenientes de vacas acometidas
de mastite € a melhor maneira para se determinar quais microrganismos estédo
causando a doenca em determinado animal ou no rebanho (SANTOS e FONSECA,
2007).
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OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar a incidéncia da mastite no periodo de
transicdo, bem como avaliar a adocdo de medidas de controle da mastite dada pela
terapia de vaca seca e verificar a eficiéncia do uso de selantes internos de tetos na

incidéncia da mastite no periodo pos-parto.
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CAPITULO 1 - ANALISE DAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E
CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS DE LEITE EM VACAS DA RACA
HOLANDESA SUBMETIDAS A DIFERENTES TIPOS DE TRATAMENTOS PARA
MASTITE NO PERIODO SECO

RESUMO

No periodo seco ocorrem mudancas anatdmicas, fisiolégicas e metabdlicas para
muitos sistemas do organismo da vaca, incluindo a glandula mamaria. A maior
susceptibilidade a infec¢bes intramamarias no inicio do periodo seco e no comecgo
da lactacdo subsequente tem levado ao desenvolvimento de protocolos de
tratamentos. Para avaliar a adocdo de medidas de controle da mastite, por meio do
uso da terapia de vaca seca e do uso de selante interno de tetos durante o periodo
seco, bem como determinar fatores importantes relacionados as alteracfes que a
presenca desta infeccdo pode causar na composicao fisico-quimica do leite, 24
vacas multiparas da raca Holandesa, foram divididas em G1 (animais que nao
receberam nenhum tratamento), G2 (animais que receberam terapia de secagem
com antimicrobiano a base de cefalonio anidro) e G3 (animais que receberam
selante de tetos a base de subnitrato de bismuto). Houve coleta de leite no dia da
secagem (M1), até 12 horas ap6s o parto (M2), sete dias pds-parto (M3), 15 dias
apos o parto (M4) e 21 dias ap6s o parto (M5) para avaliacdo de exame dos
constituintes do leite- proteinas, lactose, gordura, uréia e solidos totais; quantificacéo
automatica de células somaticas; contagem microscopica de células somaticas e
California Mastitis Test (CMT). Os resultados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e a comparacdo de médias foi feita pelo teste de Tukey (p<0,05).
O tratamento com antibidtico intramamario foi mais eficiente na reducdo da
contagem de células somaticas na lactacdo subsequente, enquanto o grupo tratado
com selante interno de tetos apresentou maior teor nos niveis de gordura no leite.

Palavras-chave: antimicrobiano intramamario, glandula mamaria, vacas leiteiras,
mastite, periodo de transi¢éo, selante
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CHAPTER 1 - ANALYSIS OF PHYSICAL AND CHEMICAL AND MILK SOMATIC
CELL COUNT IN DUTCH COWS RACE UNDER DIFFERENT TYPES OF
TREATMENT FOR MASTITIS FEATURES IN DRY PERIOD

ABSTRACT

In the dry period occur anatomical changes, physiological and metabolic for many of
the cow’s body systems, including the mammary gland. The greater susceptibility to
mammary infections in the beginning of the dry period and the beginning of the
subsequent lactation has led to the development of treatment protocols. To evaluate
the adoption of mastitis control measures, by using dry cow therapy and the use of
internal sealing of teats during the dry period, as well as to determine important
factors related to the changes that the presence of this infection can cause the
physical and chemical composition of milk, 24 multiparous Holstein cows, were
divided into G1 (animals that received no treatment) G2 (animals that received
antimicrobial therapy drying with anhydrous basis cefalonium) and G3 (animals
receiving sealant ceilings bismuth subnitrate base). There was milk collection on
drying day (M1) until 12 hours after calving (M2) seven days after calving (M3) 15
days after calving (M4) and 21 days after calving (M5) for examination evaluation of
the milk-protein constituents, lactose, fat, urea and total solids; automatic
guantification of somatic cells, microscopic counting of somatic cells and California
Mastitis Test (CMT). The results were submitted to analysis of variance (ANOVA) and
the mean comparison was made by Tukey test (p<0,05). The treatment with
intramammary antibiotic was more effective in reducing somatic cell counts in the
subsequent lactation, while the inner sealant treated group showed higher ceilings
content of fats in the milk.

Keywords: antimicrobial intrammary, mammary gland, dairy cows, mastitis,
transition period, sealant
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INTRODUCAO

O leite é um fluido composto por uma série de nutrientes sintetizados na
glandula mamaéaria, a partir de precursores derivados da alimentagcdo e do
metabolismo e constitui um alimento rico sob o ponto de vista nutritivo para o
homem (SOUZA et al., 1995; BRITO e DIAS, 1998; GONZALEZ et al., 2001).

E uma mistura complexa, nutritiva e estavel em gordura, proteinas e outros
elementos soélidos, que se encontram suspensos na agua. A presenca e os teores de
proteina, gordura, lactose, sais minerais e vitaminas determinam a sua qualidade,
que por sua vez, é influenciada pela alimentacdo, genética e a raca do animal
(BRITO e DIAS, 1998). Fatores ligados a cada animal, como o periodo de lactacao,
0 escore corporal ou situacdo de estresse também devem ser levados em
consideracao (SOUZA et al., 1995; BRITO e DIAS, 1998; MARQUES et al., 2005).
A composicdo do leite ainda pode variar quanto ao nivel de producdo, ordem de
parto, idade, temperatura ambiental, estacdo do ano, fatores fisioldgicos,
patolégicos, manejo da ordenha e sanidade (OLIVEIRA, 1986; GONZALES et al.,
2001).

A qualidade nutricional do leite esta estreitamente relacionada com as suas
caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e microbiologicas. As analises fisico-
guimicas visam avaliar o valor alimentar ou rendimento industrial e ainda detectar
possiveis fraudes (GONZALES et al., 2001; MARTINS et al., 2006; MUJICA et al.,
2006). A quantificacdo dos teores de gordura, proteina, lactose e sélidos
desengordurados permitem avaliar a qualidade nutricional e integridade dos
componentes do leite e seus derivados (SANTOS et al., 2001).

Parametros relacionados com a qualidade microbioldgica do leite séo
utilizados como critério minimo para aceitacdo da matéria-prima por parte da
industria (COSTA, 1991; CABRAL et al, 2012). A implantacdo de programas de
pagamento do leite de acordo com sua qualidade exige a verificacdo dos parametros
de normalidade destes constituintes lacteos, que podem estar alterados em vacas
com mastite. A mastite compreende uma inflamacéo na glandula mamaria, que pode
ter origem infecciosa, geralmente com o envolvimento de agentes bacterianos, que
provocam diminuicdo na qualidade do leite (COSTA, 1991). Esta enfermidade pode

se manifestar na forma clinica a qual é caracterizada por alteragdes visiveis no
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quarto mamario e/ou no leite (HARMON, 1994; FONSECA e SANTOS, 2000;
PEREIRA et al.,, 2001), e na forma subclinica onde sdo necessarios exames
especificos para a sua identificacdo, por ndo ocorrerem mudancas visiveis no
aspecto do leite ou Ubere (CULLOR et al., 1994; FONSECA e SANTOS, 2000;
SANTOS e FONSECA, 2007).

Na mastite subclinica ocorre o aumento do nimero de células sométicas no
leite pela maior passagem de leucocitos do sangue para a glandula mamaria, com
maior descamacao do epitélio lesado (FONSECA e SANTOS, 2000). Adicionalmente
durante a mastite ocorre aumento da permeabilidade vascular, que resulta no
acréscimo do influxo de componentes do sangue para dentro do leite que origina
alteracdes na composicdo do leite, principalmente no teor de lactose, gordura e
proteina, as lesGes nas células epiteliais secretoras da glandula mamaria levam a
diminuicdo na secrecéo de leite (WELLS et al., 1998; FONSECA e SANTOS, 2000;
SANTOS, 2003; AIRES, 2010).

Diversos sdo os fatores que afetam a contagem de células somaticas (CCS),
entre eles, o nivel de infeccdo da glandula mamaria, o método de amostragem
durante a ordenha, a época do ano, 0 estagio da lactacdo, idade da vaca e
processos irritativos devido as falhas no equipamento e no manejo de ordenha
(HARMON, 1994; RANGEL et al., 2009).

A CSS tem o propoésito de fazer a avaliacdo indireta da saude da glandula
mamaria, utilizando-se como referéncia, o0 aumento na concentracao das células de
defesa no leite, constituindo-se uma estimativa precisa do nivel de infeccéo do Ubere
(FONSECA e SANTOS, 2000; MACHADO et al.,, 2000; SANTOS e FONSECA,
2007). O aumento na CCS é a principal caracteristica utilizada para o diagndstico da
mastite subclinica. Dessa forma, existem varios testes que avaliam o teor de células
somaticas do leite, e entre esses testes destaca-se o Califérnia Mastitis Test (CMT).
O CMT é um dos testes mais populares e praticos para o diagnéstico da mastite
subclinica, seu principio baseia-se na estimativa da contagem de células somaticas
no leite. O resultado do teste é avaliado em funcdo do grau de gelatinizagdo ou
viscosidade da mistura de partes iguais de leite e reagente, sendo o teste realizado
em bandeja apropriada. Os resultados sdo expressos em escores 0S quais
apresentam correlacdo com a contagem de células somaticas (BRITO et al.,1997,
FONSECA e SANTOS, 2000; DIAS, 2007).
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O aumento da CCS esta diretamente ligada a perdas econémicas causadas
por mastite, mudancas nas propriedades fisicas, quimicas e organolépticas do leite,
propriedade de coagulacédo, valores de pH e higiene do produto (BARROS e
LEITAO, 1992; SANTOS, 2002; BUENO et al., 2005; SANTOS e FONSECA, 2007).

Devido & complexidade de fatores que afetam a composicao natural do leite,
foram desenvolvidos varios métodos para avaliar direta e indiretamente a quantidade
de células somaticas do leite. Dentre os métodos diretos, tem-se a contagem de
células somaticas automatica/ eletrbnica e microscopia direta, enquanto que a
metodologia indireta € realizada através do teste Califérnia Mastitis Test
(CARDOZO, 1996; GOMES et al., 2006).

A observacéo de maior susceptibilidade a infec¢des no inicio do periodo seco
e no comeco da lactacdo subsequente tem levado ao desenvolvimento de protocolos
de tratamento para esse periodo (BERRY e HILLERTON, 2002). O controle de
mastite neste periodo objetiva diminuir o nimero de tetos acometidos na lactacao
subsequente, eliminando infeccBes intramamarias existentes e impedindo novas
infeccbes durante o periodo em que a vaca permanecer seca (SANTOS, 2003;
CRISPIE et al., 2004; BATISTA, et al., 2009).

Com o objetivo de eliminar microrganismos presentes em quartos mamarios
no momento da interrup¢do da ordenha, prevenir novas infec¢cées no periodo seco e
diminuir a prevaléncia de infec¢cdes no retorno da lactacdo, se recomenda a terapia
da vaca seca, utilizando diversas formulacdes antibidticas de longo espectro e de
longo periodo de atividade (EBERHART, 1986; HASSAN et al., 1999; BERRY e
HILLERTON, 2002; BIRGEL, 2009).

Alguns autores indicam o uso de selantes externos de tetos na reducdo de
novas infeccdes intramamarias no periodo seco (LESLIE et al., 1999; TIMMS, 2000).
Quando aplicados, estes produtos atuam formando um envoltério de latex, acrilico
ou outro filme baseado em polimeros, que recobre o teto evitando a penetracao de
bactérias no canal do teto, mantendo-o fechado por todo o periodo seco
(DINGWELL et al., 2003; ERSKINE, 2003; O'ROURKE, 2005).

Diante do exposto, objetivou-se com o presente estudo avaliar a contagem de
células somaticas e os teores de gordura, proteina, lactose, solidos totais e uréia
presentes no leite bovino em vacas submetidas a diferentes tipos de tratamento para

mastite no momento da secagem.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 24 vacas multiparas da raca Holandesa preto e branca,
criadas em sistema semi-intensivo, submetidas a producéo de leite do tipo B, com
producdo média aproximada de 17Kg de leite/vaca/ordenha. Estas foram
submetidas a coletas de amostras de leite para a contagem microscopica e
automatica de células somaticas, California Mastitis Test (CMT) e andlise das

caracteristicas fisico-quimicas do leite.

A. Tratamento dos animais

Aproximadamente 60 dias antes do parto, as vacas foram divididas
aleatoriamente em trés grupos experimentais:
- G1 (grupo controle, n = 8 vacas / 32 quartos mamarios): 0os animais nao receberam
nenhum tipo de tratamento de secagem;
- G2 (grupo antimicrobiano intramamario, n = 8 vacas / 32 quartos mamarios): apos
a ultima ordenha antes da secagem, cada animal recebeu uma bisnaga de
antimicrobiano intramamario para vaca seca a base de 0,25g de cefalénio anidro em
cada quarto mamario;
- G3 (grupo selante, n = 8 vacas / 32 quartos mamarios): apés a ultima ordenha
antes da secagem, cada animal recebeu 2,6g de selante intramamario a base de
subnitrato de bismuto em cada quarto mamario.

Os animais e o leite foram avaliados em cinco momentos: no dia da secagem
(M1), até 12 horas ap0s o parto (M2), sete dias apéds o parto (M3), 15 dias ap6s o
parto (M4) e 21 dias ap6s o parto (M5).

B. Avaliacdo da glandula mamaria

As glandulas mamarias foram examinadas, conforme preconizado por Birgel
(2008), seguindo os tradicionais métodos da semiologia, onde foram observados
durante a inspecdo o formato da glandula mamaria e tetos, simetria, aumento ou
diminuicdo do volume do Ubere, nimero de tetos, lesbes cutaneas na glandula

mamaria e tetos. Durante a palpacao da glandula mamaria, realizada imediatamente
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apos a ordenha avaliou-se a temperatura, sensibilidade, consisténcia do Ubere e
tetos, bem como a palpacéo da cisterna da glandula (DIRKSEN et al., 1993).

C. Avaliacao do leite

C. 1. Teste da caneca de fundo escuro e California Mastitis Test (CMT)

Foram colhidos os primeiros jatos de leite antes da ordenha para o teste da
caneca de fundo escuro. Na sequéncia, realizou-se o CMT, uma amostra de 2mL
leite de cada quarto foi colocada em uma raquete contendo quatro cavidades, nas
quais foram adicionados 2mL de reagente especifico para o teste, constituido de
hidroxido de sodio (13,5g), purpura de bromocresol (0,4g), alquil-aril-sulfonato de
sédio (1,99) e agua como ¢.s.p. até 3,8L (BIRGEL, 2008). De acordo com a
quantidade de células sométicas do leite, formou-se um gel, de espessura variada.
Foram classificados como negativos as amostras de leite que ndo formaram gel, ou
seja, a quantidade de células somaticas foi baixa. De acordo com a espessura do
gel, os resultados foram dados em escores, que variaram de trago (leve formacao de
gel), a + (fracamente positivo), ++ (reacdo positiva) e +++ (reacdo fortemente
positiva) (SCHALM e NOORLANDER, 1957).

C.2. Contagem de células sométicas microscépica

A CCS microscopica foi realizada conforme o método descrito por Prescott e
Breed (1910) no M1, M2 e M3. Nos momentos restantes foram feitos modificacdes
na técnica de contagem microscopica de células somaticas como realizado por
Gomes et al. (2011). Para isso, 10ul de colostro foram diluidos na proporcéo de 1:1
em PBS em tubos tipo Falcon com capacidade de 5mL e, posteriormente, distribuido
em uma area de 1cm? em lamina de vidro para microscopia, previamente limpa e
desengordurada, estas foram confeccionadas em duplicatas. Para as amostras de
leite foram realizados os mesmos procedimentos com excec¢ao da diluicdo em PBS.
Apods 24 horas de secagem em temperatura ambiente, as laminas foram imersas em
metanol por 15 minutos para fixagdo e, a seguir, foram coradas pelo corante
Pandtipo (DELLA LIBERA et al., 2004). Para a avaliagdo do numero de células, os

esfregacos de leite corados foram examinados em microscopia de campo claro. A



24

leitura das laminas teve o objetivo de realizar a contagem total e diferencial em

células mononucleares e em células polimorfonucleares.

C.3. Determinacao dos constituintes do leite e CCS automatica

Uma amostra de 50 mL de leite por quarto mamaério foi coletada e acondicionada
em frascos contendo 2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol. As amostras foram mantidas
refrigeradas até o momento de transporte ao Laboratério de Analise de Qualidade de
Leite da Rede de Laboratérios de Controle de Qualidade de Leite (RBQL)
credenciado ao Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
localizado em Curitiba, para a quantificacdo automatica de células somaticas,
gordura, lactose, sélidos totais, proteinas e uréia. Cada amostra foi enviada até, no

maximo, 5 dias apés a coleta.

D. Analise estatistica

As varidveis continuas (composicao fisico-quimica do leite, CMT, CCS
microscoépica e automatica) foram apresentadas como média * erro padrdo da média
(média + EPM) e porcentagem (%) para freqiéncia de ocorréncia nas variaveis
binomiais. A comparacdo entre as variaveis de acordo com os tratamentos foi
realizada por meio de andlise de variancia (ANOVA), usando o programa SAS®
versdo 9.3 (SAS/STAT, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). As variaveis-resposta
continuas foram submetidas aos testes de normalidade de residuos e
homogeneidade de variancias. As variaveis que nao obedeceram aos pressupostos
foram transformadas em conformidade, de acordo as transformacfes sugeridas pelo
proprio programa. Os 24 animais foram distribuidos entre os trés tratamentos de
forma inteiramente casualisada. A comparagéo entre as médias dos grupos dentro
de cada tempo (trat/tempo) foi realizada por meio do teste de médias Tukey, por
meio do comando LSMeans (Least Square Means) do SAS. Para todos os testes
realizados foi utilizado o nivel de significancia de 5%. Os resultados obtidos no

exame fisico da glandula foram submetidos a analise descritiva.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O edema de Ubere no pos-parto é uma situacdo que pode ser observada em
vacas multiparas, este distarbio da glandula mamaria é caracterizado pelo acumulo
excessivo de fluido nos espacos teciduais intercelulares (MARCAL e VAN
WESTERING, 2002). O fato do G1 nado ter manifestado alteracbes no teste da
caneca de fundo escuro no pos-parto (Figura 1), embora este grupo tenha
apresentado aumento de volume generalizado da glandula maméria durante a
palpacdo no M2 e M4 (Tabela 1) pode ser justificado pelo aparecimento desta
alteracdo fisioldgica que em muitos casos ocorre proximo ao parto, podendo persistir
por duas a trés semanas poOs-parto, corroborando com as afirmacdes de Marcal
(2006).

W controle MWATB selante

20,00% -

15,00% -

10,00% -

ab a
b b b b
5,00% - 3,13% 3,13%
0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
0,00%
secagem pds-parto

fundo escuro

Figura 1- Frequéncia (%) de vacas positivas no teste da caneca de fundo escuro apresentados por vacas sem
tratamento (controle), tratados com antimicrobiano ou com selante no momento da secagem.

O aumento de volume generalizado e a maior sensibilidade observada no G2
durante o exame fisico da glandula mamaria corroboram as informacdes relatadas
por Bradley (2002), visto que este grupo apresentou resultado positivo no teste da
caneca de fundo escuro, sendo estas manifestacdes esperadas em casos de mastite
clinica. No entanto o G3 que apresentou resultados positivos no teste da caneca de
fundo escuro no pos-parto, ndo apresentou alteragcdes no exame fisico da glandula
mamaria neste periodo. Segundo Fonseca e Santos (2000), a forma clinica da

mastite € caracterizada por alteracbes visiveis no leite e/ou Ubere, embora em
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alguns casos as alteracbes na glandula maméria possam ou ndo aparecer
dependendo do grau de evolugéo da doenca.

Durante a palpacédo da glandula mamaria e dos tetos observou-se a presenca
de papilomas no G2 e tetos supranumerarios no G2 e G3, sendo estas condi¢cdes
frequentemente encontradas em rebanhos leiteiros (CORREA e CORREA, 1992).

Tabela 1 - Exame fisico da glandula mamaria de vacas leiteiras do grupo controle (G1), tratado com

antimicrobiano (G2) ou com selante (G3) intramamario em diferentes momentos durante o periodo de transigao:

Gl G2 G3
M3 M4 M5 M1 M3 M4 M5 M1 M2

M1 M4

Palpacéo cisterna
Lesdes cutaneas
Temperatura
Consisténcia
Formato
Simetria

Volume
Sensibilidade
Lesdes cutaneas
Temperatura
Sensibilidade
Volume

Numero

N P P R R NPRP R R RNERNEPR
N P P R R NPRP R R RERNERNEPR
N P P R RPN R NR R R BN PR
N P P R R NPRP R R RERNERNEPR
P P P P R NPRPNPRPRRERDNERERNEPR
P R R R RPN R R R RPRNRPRNR
P P P P R NPRP PR RERNRERNEPR
N P P R P NP R R RPRNRPRNR

Papilomas

NNHI—‘HI—‘NI—‘NHHI—‘HNH%
P P P P P R NPRP PR RERDNRERNPR
l—‘l—‘l—'l—‘l—'l—‘l\)Nl—'l—‘l—'Nl—'NH%
B N R R R RPN PR R R RPRNRPRNR
HNHHHI—\I\)I—\HI—\HNHNHE
P N R R R R NP R R RPRNRPRNR
HNHI—\HI—\I\)I—\HI—\HI\)HI\)F—‘E

Tetos supranumerarios 2 2 2 2 1 1 1 1

Sendo: M1- no dia da secagem; M2- até 12 horas ap6s o parto; M3- sete dias pds-parto; M4- 15 dias ap6s o parto; M5- 21 dias
apos o parto; palpagédo cisterna: 1- normal, 2- alterado; lesfes cutaneas: 1- presente, 2- ausente; temperatura: 1- normal, 2-
diminuida, 3- aumentada; consisténcia: 1- pastosa, 2- firme, 3- dura; Formato: 1- dentro dos padrdes de normalidade, 2- fora
dos padrbes de normalidade; simetria: 1- simétrico, 2- assimétrico; volume: 1- inalterado, 2- pouco alterado, 3- severamente
alterado; sensibilidade: 1- normal, 2- aumentada.; lesGes cutaneas: 1- presente, 2- ausente; temperatura: 1- normal, 2-
diminuida, 3- aumentada; sensibilidade: 1- normal, 2- aumentada; volume: 1- inalterado, 2- pouco alterado, 3- severamente
alterado; nimero: 1- quatro tetos, 2- menos que quatro tetos; papilomas: 1- presente, 2- ausente; tetos supranumerarios: 1-

presente, 2- ausente.

A média de CCS das amostras de leite coletadas nos momentos 2 e 4
(Apéndice A) foram significativamente elevadas no G1 em comparacdo com o G2.
Em uma pesquisa desenvovida por Woolford et al. (1998) foram encontrados
resultados semelhantes em relacdo ao grupo controle e o grupo que recebeu
antibiotico intramamario, sendo que tais autores utilizaram cloxacilina como
antibiético intramamario.

A glandula mamaria é altamente suscetivel a novas infecgbes durante a

transicdo entre lactacdo - involugdo da glandula - colostrogénese (BURTON e
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ERSKINE, 2003), pois na colostrogénese h& elevacéo da relacdo citrato:lactoferrina
e 0 citrato serve de substrato para o crescimento bacteriano. Ademais, a capacidade
fagocitaria esta deprimida devido a grande quantidade de gordura que inibe a agéao
dos leucdcitos (FAGUNDES, 2003; BRADLEY e GREEN, 2004).

Dingwell et al. (2003) afirmam que com a aproximagédo do parto, a secrecao
de colostro € iniciada e a pressdo intramamaria aumenta. Ocorre entdo dilatacdo do
canal do teto, perda do tampdo de queratina e extravasamento da secrecao,
justificando a maior susceptibilidade da glandula nesse periodo. Além disso, uma
série de fatores imunologicos estd alterada na vaca no periodo peri-parto. As
defesas celulares s&o importantes em combater agentes que por ventura
ultrapassem as defesas estruturais da glandula mamaria, e nesse periodo, as
funcdes de defesa dos neutrdéfilos, macréfagos e linfécitos se encontram modificadas
(SORDILLO e STREICHER, 2002). Os efeitos do estresse associados a gestacéo e
ao parto mediados via sintese de horménios estressores como 0s corticosterdides
podem explicar parte da inabilidade imunoldgica nesse periodo (WALLER, 2000).

As CCS obtidas no M2 foram maiores no G3 do que no G2 (Tabela 2), estes
resultados corroboram os relatos de Huxley et al. (2004), que verificaram que a CCS
no pos-parto imediato foi maior nas vacas que receberam o selante. Resultado
diferente foi observado por Sanford et al. (2004), que relataram CCS menor que 0s

quartos tratados com antibiético.

Tabela 2 — Contagem de células soméaticas (CCS) automatica e microscopica (média + erro padrdo) de amostras
de leite coletadas em diferentes momentos durante o periodo de transicdo em animais do grupo controle, do
grupo tratado com antimicrobiano e do grupo tratado com selante.

CSS AUTOM. CCS MICRO.
Tempo G1 G2 G3 G1 G2 G3
M1 5,69+0,16 a 5,70+0,14 a 5,41+0,17 a 5,88+0,16 a 5,49+0,15 a 5,59+0,13 a
M2 6,01+0,16 ac 4,82+0,10 b 5,59+0,15 ¢ 6,16+x0,13ac  4,64%0,12b 6,05+0,17 c
M3 5,48+0,15 ac 4,49+0,15 b 5,40+0,15c 4,77+0,19 a 3,95+0,10 b 4,62+0,15 cb
M4 5,41+0,16 ac 4,19+0,12 b 4,98+0,16 c 4,76+0,21 a 3,97+0,14 b 4,41+0,17 ab
M5 5,27+0,17 a 4,30+0,16 b 4,98+0,15 ab 4,64+0,21 a 3,92+0,16 a 4,39+0,15 a

M1: dia da secagem; M2: até 12 horas ap0s o parto; M3: sete dias pés-parto; M4: 15 dias ap6s o parto; M5: 21 dias ap6és o
parto; G1: grupo controle; G2: grupo tratado com antimicrobiano; G3: grupo tratado com selante
a: G1 é diferente G2; b: G1 é diferente G3; c: G2 é diferente G3, segundo Tukey ( p<0,05)

Huxley et al. (2002) também encontraram resultados semelhantes em seu

experimento que visava comparar o efeito profilatico do selante interno versus um
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antibiético intramamario de vaca seca de duracdo prolongada contendo cefalénio
administrados na secagem em dois grupos distintos. No parto, o grupo tratado com
selante interno teve significativamente menos quartos com novas infec¢des do que o
grupo tratado com o antibiético.

No momento 2 (dia do parto) quando comparado os tratamentos G1 e G2, as
variaveis que tiveram diferenca estatistica significativa foram a gordura (Tabela 3),
CCS automatica e microscopica, células mononucleares e polimorfonucleares
(Tabela 4) apresentando-se em valores maiores no G1. Na comparacao entre G2 e
G3 as variaveis que tiveram diferenca estatistica significativamente maiores foram a
gordura, CCS

polimorfonucleares e CMT no G3.

automatica e microscépica, células mononucleares e

Tabela 3 — Proteina, sdlidos, lactose, gordura e uréia (média + erro padrao) de amostras de leite coletadas em
diferentes momentos durante o periodo de transi¢cdo nos animais do grupo controle (G1) , do grupo tratado com
antimicrobiano (G2) e do grupo tratado com selante (G3).

M1 M2 M3 M4 M5

proteina

Gl 4,57+0,25 a 8,49+0,28 a 3,59+0,06 a 3,15+0,09 a 2,91+0,07 a

G2 3,21+0,09 b 6,22+0,30 a 3,76+0,07 a 2,98+0,08 a 3,04+0,04 ab

G3 3,89+0,15 ab 5,45+0,42 a 3,80+0,09 a 3,28+0,07 a 3,18+0,07 b
sélidos

Gl 13,09+0,51 a 16,93+0,96 a 10,16+0,20 a 9,38+0,18 a 9,29+0,15 a

G2 11,66+0,42 a 15,36+0,67 a 11,09+0,34 a 9,96+0,27ab 9,65+0,12 a

G3 12,98+0,26 a 14,47+0,63 a 10,76+0,24 a 10,37+0,18 b 9,58+0,16 a
lactose

Gl 3,68+0,13 a 2,92+0,19 a 4,02+0,09 a 4,03+0,08 a 4,22+0,07 a

G2 4,12+0,13 a 3,47+0,09 a 4,36x0,06 a 4,55+0,03 b 4,59+0,06 b

G3 4,01+0,16 a 3,74+0,17 a 4,30+0,06 a 4,60+0,03 bc 4,60+0,03 bc
gordura

Gl 3,91+0,26 a 3,86+0,39 a 1,71+0,13 a 1,46+0,13 a 1,37+0,09 a

G2 2,24+0,28 b 1,47+0,14 b 1,44+0,14 a 1,09+0,10 a 1,14+0,10 a

G3 4,05+0,23 ac 2,21+0,16 ac 1,71+0,18 a 1,59+0,11 a 0,98+0,11 a

ureia

Gl 14,23+0,98 ab 15,83+¥2,11 a 16,77+1,01 a 19,68+1,35 ab 18,99+1,26 a

G2 11,40+1,92 a 19,63+1,99 a 17,64+1,08 a 17,48+1,33 a 18,79+1,38 a

G3 17,85+0,44 b 22,47+1,56 a 26,11+1,70 b 24,33+1,18 b 21,80+0,96 a

M1: dia da secagem; M2: até 12 horas apds o parto; M3: sete dias pés-parto; M4: 15 dias ap6s o parto; M5: 21 dias ap6s o

parto; G1: grupo controle; G2: grupo tratado com antimicrobiano; G3: grupo tratado com selante
a: G1 é diferente G2; b: G1 é diferente G3; c: G2 é diferente G3, segundo Tukey ( p<0,05)
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Tabela 4 — Contagem diferencial em células mononucleares e polimorfonucleares (média * erro padrdo) de
amostras de leite coletadas em diferentes momentos durante o periodo de transicdo em animais do grupo

controle, do grupo tratado com antimicrobiano e do grupo tratado com selante.

Mono. Polimorfo.
Tempo Gl G2 G3 Gl G2 G3
M1 5,66+0,17 a 5,27+0,14 a 5,37+0,12 a 4,47+0,35 a 4,41+0,41 a 4,59+0,36 a
M2 5,83%0,10 ac 4,52+0,12 b 5,74+0,16 ¢ 5,64+0,24 ac  2,52+0,41 b 4,90+0,44 c
M3 4,58+0,17 a 3,91+0,10 a 4,4940,14 a 3,15+0,46 a 1,25+0,34 a 2,91+0,42 a
M4 4,60+0,18 a 3,88+0,12 b 4,27+0,15 a 3,18+0,47a  1,14%0,37 bc 1,87+0,45 ¢
M5 4,45+0,18 a 3,88+0,14 a 4,26+0,13 a 2,70+0,50 a 0,98+0,38 a 2,06+£0,43 a

M1: dia da secagem; M2: até 12 horas apds o parto; M3: sete dias pés-parto; M4: 15 dias ap6s o parto; M5: 21 dias apés o
parto; G1: grupo controle; G2: grupo tratado com antimicrobiano; G3: grupo tratado com selante

Mono: células mononucleares; Polimorfo: células polimorfonucleares

a: G1 é diferente G2; b: G1 é diferente G3; c: G2 é diferente G3, segundo Tukey ( p<0,05)

No momento 3 (7 dias apdés o parto) tiveram diferenca significativa as
variaveis CCS automatica e microscopica quando comparado G1 e G2, sendo que
no G1 os resultados apresentados foram significativamente maiores do que no G2.
Na comparacgéo entre G1 e G3 a uréia apresentou diferenca estatistica maior no G3,
no entanto, este resultado foi considerado irrelevante. Na comparacéo entre G2 e
G3 houve diferenca estatistica somente na CCS automatica a qual foi maior no G3.

No momento 4 (15 dias ap6s o parto) durante a comparagdo entre oS
tratamentos dos G1 e G2 a lactose apresentou-se estatisticamente maior no G2, ja
as variaveis CCS automatica e microscopica, células mononucleares e
polimorfonucleares e CMT (Tabela 5) apresentaram diferenca significativamente
maiores no G1, nas células mononucleares ocorreu uma pequena diferenca
estatistica. Quando comparado G1 e G3 os constituintes do leite sélidos e a lactose
tiveram diferenca estatistica significativa maiores no G3. Entre os tratamentos do G2
e G3 a uréia e a CCS automaética apresentaram maior diferenca significativa no G3.

No momento 5 (21 dias pés-parto) quando comparado o G1 e 0 G2 a lactose
teve resultado significativamente maior no G2, a CCS automatica foi
significativamente mais elevada no G1. Na comparacdo entre G1 e G3 os
constituintes proteina e a lactose tiveram diferenca significativa maior no G3.

Com relacdo a analise da composigao fisico-quimica do leite observou-se que
no momento 1 (dia da secagem) o G3 apresentou valor maior no teor de gordura
que G2 (Apéndice B). Segundo Santos (2003) existe variagdo quanto ao efeito da

mastite sobre a concentracgédo total de gordura do leite. Dessa forma, a concentragao
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total de gordura do leite é normalmente reduzida no leite com alta CCS quando
comparado com o leite normal, uma vez que a mastite interfere na habilidade da
glandula maméria de sintetizar a gordura. Ventura, et al. (2006) avaliando a
contagem de células somaticas e seus efeitos nos constituintes do leite, verificou
que quando ocorria aumento nos valores de CCS acarretava em acréscimo minimo
da porcentagem de gordura. Essa elevacdo pode ser justificada por infeccdo na
glandula mamaria, o que reduz a producao de leite.

No momento 4 (15 dias apds o parto) o G3 obteve indices de uréia maiores
que o G2. Gonzélez et al. (2001) afirmam que a composicdo do leite varia
consideravelmente durante a lactacdo, sendo que as maiores mudangas ocorrem
logo apds o inicio da lactacdo. Schaellibaum (2000) relata que além do aumento do
namero de células somaticas (CCS) no leite, a mastite provoca alteracfes nos trés
principais componentes lacteos, como lipidios, proteina e lactose, e que existe uma
relacéo direta entre a CCS e a concentracdo dos componentes do leite.

O desenvolvimento de pesquisas sobre alternativas para a profilaxia de novas
infeccbes intramamarias no periodo seco e as alteracdes que estas podem causar
na composicdo do leite sdo de grande relevancia. A adocdo de boas préaticas de
manejo no periodo seco é, por tanto justificada, visto a grande importancia das
infeccdes intramamarias que se desenvolvem ou persistem nesse periodo e o

grande impacto sobre o leite e a saude da glandula mamaria em geral.

Tabela 5 — Valores do CMT (California Mastitis Test) (média * erro padrdo) de amostras de leite coletadas em
diferentes momentos durante o periodo de transi¢cdo nos animais do grupo controle, do grupo tratado com

antimicrobiano e do grupo tratado com selante.

Tempo Gl G2 G3
M1 2,17+0,34a  2,29+0,24 a 2,82+0,22 a
M2 1,63+0,29 ab 0,41+0,15 ab 2,00+0,28 ¢

M3 1,13+0,24a 0,34%0,15a 0,82+0,17 a
M4 1,38+0,26 a  0,19+0,09 b 0,71+0,21 a
M5 1,13+0,28 a  0,25+0,12 a 0,59+0,16 a

M1: dia da secagem; M2: até 12 horas ap0s o parto; M3: sete dias pés-parto; M4: 15 dias apos o parto; M5: 21 dias apos o
parto; G1: grupo controle; G2: grupo tratado com antimicrobiano; G3: grupo tratado com selante
a: G1 é diferente G2; b: G1 é diferente G3; c: G2 é diferente G3, segundo Tukey ( p<0,05)
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CONCLUSOES

O tratamento com antibiotico intramamario mostrou ser o mais eficiente na
reducdo da contagem de células sométicas na lactacdo subsequente. O grupo
tratado com selante interno de tetos apresentou maior teor nos niveis de gordura no

leite que o grupo que recebeu o antibidtico intramamario.
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CAPITULO 2 - DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DA MASTITE BOVINA EM
VACAS DA RACA HOLANDESA SUBMETIDAS A DIFERENTES TRATAMENTOS
INTRAMAMARIOS DURANTE O PERIODO SECO

RESUMO

O periodo seco é considerado uma fase onde o animal encontra-se muito vulneravel
a mastite, esta etapa é considerada uma excelente oportunidade para o tratamento
de infec¢des intramamarias existentes e para a prevencao de novas infeccfes que
afetam negativamente a producéao leiteira da lactacdo subsequente. Para avaliar o
padrdo de infeccdo da glandula mamaria de vacas da ra¢ca Holandesa tratadas com
selante interno de tetos ou antimicrobiano intramamario durante o processo de
secagem, 24 vacas foram divididas aleatoriamente em trés grupos experimentais
com oito animais cada, conforme o produto administrado no momento da secagem:
G1- sem tratamento (controle); G2- antimicrobiano cefalénio anidro (terapia da vaca
seca); G3 - selante interno de tetos a base de subnitrato de bismuto. De cada vaca
foram coletadas amostras de colostro/ leite dos quatro tetos na Ultima ordenha antes
do inicio da secagem (M1), até 12 horas apés o parto (M2), sete dias apos o parto
(M3), 15 dias apds o parto (M4) e 21 dias apds o parto (M5). Cada amostra foi
submetida aos exames da caneca de fundo escuro, California Mastitis Test (CMT) e
cultura microbiologica. Para esta andlise utilizou-se um modelo estatistico formado
pelas variaveis classificatorias tratamentos (controle, selante ou antibiético
intramamario) e blocos de parto divididos em secagem ou pds-parto
(M1+M2+M3+M4+M5), com p<0,05. O percentual de mamas com isolamento
bacteriano no retorno a lactacdo foi maior no grupo que recebeu antibidtico
intramamario do que no grupo que recebeu selante durante o processo de secagem
da glandula maméaria. O grupo que recebeu antibiético apresentou melhores
resultados no CMT que o0s grupos controle e selante. Com relacdo ao teste da
caneca de fundo escuro ndo foram observadas diferencas significativas entre o
efeito dos tratamentos selante e antibiético intramamario no pos-parto.

PALAVRAS-CHAVE: leite, mastite, secagem, selante
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CHAPTER 2- MICROBIOLOGICAL DIAGNOSIS OF BOVINE MASTITIS IN DUTCH
BREED COWS UNDER DIFFERENT TREATMENTS INTRAMAMMARY DURING
THE DRY PERIOD

ABSTRACT

The dry period is considered a stage where the animal is very vulnerable to mastitis,
this step is considered an excellent opportunity to treat existing intramammary
infections and the prevention of new infections that negatively affect milk production
of the subsequent lactation. To evaluate the pattern of infection of the mammary
gland of Holstein cows treated with internal sealant ceilings or antimicrobial
intramammary during the drying process, 24 cows were randomly divided into three
experimental groups of eight animals each, as the product administered at the time of
drying: G1 — untreated (control): G2 - antimicrobial anhydrous cefalonium (dry cow
therapy): G3 - internal sealing bismuth subnitrate based ceilings. From each cow
colostrums/milk samples were collected the last of the four teats before the milking
drying (M1), until 12 hours after calving (M2), seven days after calving (M3), 15 days
after calving (M4) and 21 days after calving (M5). Each sample was subjected to the
tests of the dark background mug, California Mastitis Test (CMT) and microbiological
culture. For this analysis we used a statistical model formed by the variables
qualifying treatments (control, sealant or antibiotic intramammary) and delivery blocks
divided into drying or postpartum (M1 + M2 + M3 + M4 + M5), with p<0,05. The
percentage of breasts with bacterial isolation in return to lactation was higher in the
group receiving antibiotic intramammary than in the group receiving sealant during
the drying process of the mammary gland. The group receiving antibiotics showed
better results than the control groups CMT and sealant. Regarding the test of dark
background mug significant differences were observed between the effect of sealant
and antibiotic treatments intrammary postpartum.

Keywords: milk, mastitis, drying, sealant
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INTRODUCAO

A mastite € a doenca mais frequente nos animais destinados a producao
leiteira e traz impacto negativo para atividade (VAZ et al., 2001; RIBEIRO et al.,
2003; BRITO, 2008, HUIJPS et al., 2008). Ocorre diminuigcdo da producéo, menor
rendimento na producdo de derivados lacteos (MARQUES, 2003; SANTOS, 2003;
CASSOL et al., 2010), diminuicdo do tempo de prateleira do produto, custos com
medicamentos, honorarios profissionais, descarte do leite durante o tratamento e
periodo de caréncia, possibilidade de perda de tetos e muitas vezes da vaca devido
a septicemia, e ainda pelo descarte prematuro de animais (COSTA, 1998). Além
disso, deve-se considerar os aspectos de saude publica, pois muitos patdgenos
causadores de mastites oferecem riscos ao consumidor de leite e derivados
decorrente da ingestdo de enterotoxinas (FONSECA e SANTOS, 2000; SANTOS,
2002; COLDEBELLA et al., 2004).

A epidemiologia desta enfermidade estd vinculada a triade animal
(hospedeiro), agente etiolégico e meio ambiente (PRESTES et al., 2002). A
manifestacdo da enfermidade pode ser clinica ou subclinica. A mastite clinica é
caracterizada por alteracdes visiveis no quarto mamario e/ou no leite, como edema,
aumento de temperatura, endurecimento e dor na glandula mamaria, aparecimento
de flocos, grumos, anormalidade na coloracdo ou qualquer alteracdo nas
caracteristicas do leite (HARMON, 1994; FONSECA e SANTOS, 2000; PEREIRA et
al., 2001). Seu diagnodstico € realizado pela inspecdo e palpacdo com base nas
alteracdes inflamatérias do Ubere e por alteracdes macroscépicas do leite,
visualizados nos primeiros jatos da ordenha com auxilio da caneca de fundo preto
ou caneca telada (RIBEIRO et al.,, 2003). Na forma subclinica ndo se observam
alteracbes macroscoépicas e sim alteracdes na composicao do leite, portanto, ndo
apresenta sinais visiveis de inflamacé&o do Ubere (CULLOR et al., 1994; FONSECA e
SANTOS, 2000; SANTOS e FONSECA, 2007). Varios métodos tém sido
recomendados para diagnosticar a incidéncia desta enfermidade nos rebanhos
leiteiros, entre eles, pode-se citar o California Mastitis Test (CMT), este método
consiste na reacdo da mistura do leite a um detergente aniénico neutro, que leva a

formacdo de um composto viscoso, que corresponde a quantidade de células



40

presentes e que pode ser pontuado de acordo com a intensidade em escores pré-
estabelecidos (BRITO et al.,1997; FONSECA e SANTOS, 2000).

A presenca dos agentes infecciosos na glandula mamaria pode ocorrer de
forma fugaz e passageira determinando reacfes organicas minimas. Em outros
casos, pode se determinar, efetivamente, a difusdo da colonizagdo bacteriana nos
tecidos mamérios, sendo a presenca do microrganismo persistente e duradoura,
originando infeccdo e determinando reacdes organicas mais severas associadas a
alteracbes do parénquima glandular (SANTOS, 2003; BIRGEL et al., 2009). Os
limites entre infeccdo e doencga ndo sao perfeitamente delimitados, e podem sofrer
variacdo na dependéncia da metodologia e técnicas do pesquisador, como também
dos seus critérios mais ou menos rigidos na avaliacdo dos resultados obtidos
(SANTOS, 2003; COSTA, 2006; BIRGEL et al., 2009).

O periodo seco é necessario em bovinos leiteiros para otimizacdo da
producdo leiteira na lactacdo seguinte. No entanto, as novas infeccdes
intramamarias aumentam drasticamente apds a secagem, e permanecem elevadas
durante as primeiras trés semanas pos-secagem (O’ROURKE, 2005). Fatores
podem predispor as infec¢cdes intramamarias durante o periodo seco, como o0
estresse da secagem, o aumento da contagem bacteriana pela ndo desinfeccdo do
teto. A interrupcéo da retirada do leite ocasiona aumento da presséo intramamaria e
dilatacao do canal do teto pelo acimulo de leite, favorece a penetracdo de bactérias
(DINGWELL et al., 2003).

A observacéo da maior susceptibilidade a infec¢des no inicio do periodo seco
e no comeco da lactagcdo subsequente tem levado ao desenvolvimento de protocolos
de tratamento para este periodo (GREEN et al.,2002). O controle de mastite neste
periodo objetiva diminuir o nimero de mamas enfermas na lactacdo subsequente,
eliminando infec¢cBes intramamarias existentes e impedindo novas infec¢des durante
0 periodo em que a vaca permanece seca (BERRY e HILLERTON, 2002; SANTOS,
2003; CRISPIE et al., 2004).

A terapia da vaca seca é uma das medidas recomendadas para o controle
desta enfermidade neste periodo (NATZKE, 1982; SANTOS, 2003; BANSAL et al.,
2005; BRADLEY et al., 2009), um bom antimicrobiano para este periodo deve
possuir acao bactericida, ter alto peso molecular, ndo ser irritante, ter alto grau de
ligacdo as proteinas, ser estavel em relacdo a atividade antimicrobiana e estar

associado a veiculos de eliminagéo e absor¢éo lenta (COSTA, 2006).
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A preocupacdo quanto a selecdo de cepas bacterianas resistentes a
antimicrobianos em vacas néo infectadas, levou ao desenvolvimento de medidas
preventivas como o0 selante interno de tetos a base de subnitrato de bismuto
(HILLERTON e BERRY, 2005; BRADLEY et al., 2009). O uso do selante interno
administrado a secagem, forma uma barreira fisica na extremidade dos tetos
(SANTOS, 2003), em um mecanismo que mimetiza o processo fisiologico de
fechamento deste canal pelo selo de queratina (O’'ROURKE, 2005).

O produto cria entdo um tampéao, bloqueando o canal do teto e impedindo
assim a entrada de microrganismos na glandula maméria durante o periodo seco,
auxiliando no controle da mastite (DINGWELL et al., 2003; O'ROURKE, 2005). Este
produto é inerte e insolavel no leite e, portanto, ndo constitui um tratamento para
infeccbes intramamarias pré-existentes nem trata infeccbes novas, sua acao é
puramente mecanica (O’ROURKE, 2005). A retirada do produto pode ser facilmente
realizada durante as primeiras ordenhas apds o parto e ndo traz risco para saude do
bezerro (SANTOS, 2003).

O exame microbiolégico de amostras de leite coletadas assepticamente é
considerado o método padrdo para determinacdo da saude do Ubere e para o
diagndstico da mastite bovina, principalmente no que diz respeito a comparacéo de
resultados, quando se avaliam outros testes de diagnéstico de mastite
(RADOSTITIS et al., 2002).

A analise microbioldgica € um componente muito importante nos programas
de investigacdo de mastite nos rebanhos, pois indica as areas dentro do sistema de
producdo que requerem atencao imediata (BRITO, 2008). A cultura do leite de todos
0S guartos mamarios das vacas em lactacdo, embora de custo mais elevado,
permite definir com mais exatiddo os agentes infecciosos prevalentes, pois fornece o
padrao de infeccdo do rebanho, o que auxilia no controle e na erradicacdo de
determinados patdégenos (BRITO et al., 1999; RADOSTITIS et al., 2002).

Os resultados do exame microbiolégico sédo utilizados para a adocdo de
medidas especificas de controle direcionadas para o ambiente ou para a higiene da
ordenha, identificacdo de patdogenos emergentes, segregacao e descarte de animais
com infeccdo cronica, avaliagdo da eficacia de tratamentos e estabelecimento de
padroes de susceptibilidade a antimicrobianos (RADOSTITIS et al., 2002; BRITO,
2008). Desse modo, medidas especificas de controle, direcionadas para o ambiente

ou para a higiene da ordenha, podem ser indicadas, de acordo com o padrdo de
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infeccdo encontrado (BRITO, 2008; CASSOL, 2010). Técnicas adequadas de
secagem como aquisicdo de produtos de empresas idoneas, somado a um ambiente
limpo e confortavel a vaca seca, sao ferramentas indispensaveis no combate e
prevencao da mastite (SANTOS, 2003).

Assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia do selante interno de
tetos e do antimicrobiano intramaméario aplicado no momento da secagem contra a

mastite.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 24 vacas multiparas da raca Holandesa preto e branca,
criadas em sistema semi-intensivo, submetidas a producéo de leite do tipo B, com
producdo média aproximada de 17 Kg de leite/vaca/dia. Estas foram submetidas a
coletas de amostras de leite e colostro para o exame bacteriologico do leite, teste da

caneca de fundo escuro e CMT.

A. Grupos Experimentais

Aproximadamente 60 dias antes do parto, as vacas foram divididas
aleatoriamente em trés grupos experimentais:
- G1 (grupo controle, n = 8 vacas / 32 quartos mamarios): os animais nédo receberam
nenhum tipo de tratamento antes do inicio da secagem;
- G2 (grupo antimicrobiano intramamario, n = 8 vacas / 32 quartos mamarios): apos
a ultima ordenha antes da secagem, cada animal recebeu 0,259 de cefalénio anidro
em cada quarto mamario;
- G3 (grupo selante, n = 8 vacas / 32 quartos mamarios): apés a ultima ordenha
antes da secagem, cada animal recebeu 2,69 de selante intramamario a base de

subnitrato de bismuto em cada quarto mamario.
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B. Amostras e avaliacbes

Cada animal foi submetido a avaliacdo da glandula mamaria e do
colostro/leite no dia da secagem (M1), até doze horas apos o parto (M2), sete dias
apos o parto (M3), 15 dias apos o parto (M4) e 21 dias apos o parto (M5).

Para coleta do colostro/leite, foi realizada a assepsia da extremidade do teto,
com algodao embebido em alcool a 70% conforme as recomendacdes de Harmon et
al. (1990). Os primeiros jatos de leite, provenientes do acumulo das cisternas do
teto, no periodo entre ordenhas, foram desprezados. Para a coleta, realizou-se
ordenha em sentido horizontal utilizando-se tubos estéreis, isto €, mantendo-se o
frasco coletor paralelo ao solo, protegendo a parte da tampa sob a mao que a
segura, juntamente com o tubo (BIRGEL, 2008).

De cada quarto mamario foram colhidos 5mL de leite, totalizando 480
amostras. Cada amostra foi separada em trés aliquotas, acondicionadas em frascos

de 5ml e congeladas até a realizacdo do exame microbiologico.

B.1. Avaliacdo da glandula mamaria

As glandulas mamarias foram examinadas, conforme preconizado por Birgel
(2008), onde foram observados durante a inspecao o formato da glandula mamaria e
tetos, simetria, aumento ou diminuicdo do volume do Ubere, nimero de tetos, lesdes
cutdneas na glandula mamaria e tetos. A palpacdo da glandula mamaéria, foi
realizada imediatamente apds a ordenha avaliou-se a temperatura, sensibilidade,
consisténcia do Ubere e tetos, bem como a palpacdo da cisterna da glandula
(DIRKSEN et al., 1993).

B.2. Avaliacdo do colostro/leite
B.2.1. Teste da caneca de fundo escuro e California Mastitis Test

Foram colhidos os primeiros jatos de leite antes da ordenha para o teste da
caneca de fundo escuro. Para realizacdo do California Mastitis Test (CMT), utilizou-

se uma aliquota de 2mL leite de cada quarto mamario, que foi colocada em uma

raquete contendo quatro cavidades, nas quais foram adicionados 2mL de um



44

reagente especifico para o teste, constituido de hidroxido de sédio (13,5g), purpura
de bromocresol (0,49g), alquil-aril-sulfonato de sodio (1,9g) e agua como ¢.s.p. até
3,8L (BIRGEL, 2008). De acordo com a viscosidade do gel formado pela mistura do
leite com o reagente foram dados 0s seguintes escores: escore 1 (negativo), 2 (traco
que indica reacao suspeita), 3 (fracamente positivo, +), 4 (positivo, ++) ou 5
(fortemente positivo,+++) (SANTOS e FONSECA, 2007).

B.2.2. Isolamento bacteriano

Cada amostra de leite foi plagueada em &gar sangue de carneiro 5%
desfibrinado e incubadas a 37°C por 48 a 72 horas. As colbnias foram submetidas a
provas bioquimicas e a micromorfologia por meio do esfregaco em lamina, para a
coloracgéo foi utilizada a técnica de Gram. A identificacdo microbioldgica foi realizada
com base nas caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e tintoriais (OLIVER et al.,
2004).

C. Analise estatistica

Foram comparadas as frequéncias de ocorréncia de animais positivos para 0s
exames de Caneca de Fundo Escuro, CMT e Cultura Microbiolégica (para qualquer
microrganismos presente). Para esta analise utilizou-se um modelo estatistico
formado pelas variaveis classificatorias tratamentos (controle, selante ou antibiético
intramamario) e blocos de parto divididos em secagem ou pds-parto
(M1+M2+M3+M4+M5). Para todos os testes realizados foi utilizado o nivel de
significAncia de 5%. A avaliacdo dos resultados obtidos no exame fisico da glandula

foram apresentados de forma descritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A ocorréncia de mastite durante o periodo seco esta ligada a fatores como
nivel de producdo de leite no momento da secagem, condi¢cdo dos tetos, nivel de
contaminagao ambiental dos tetos e a utilizagdo medidas preventivas no controle da
mastite neste periodo (NATZKE, 1982; SANTOS, 2003; BRADLEY et al., 2009). O

periodo seco € uma necessidade fisiologica para a vaca leiteira e apresenta relacao
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direta com a saude da glandula mamaria, producéo de leite e prevencado de doencas
em geral (SANTOS, 2003).

Mehrzad et al. (2001) afirmaram que a imunossupressao observada durante o
periodo de transicdo € resultado das mudancas fisioldgicas, e € um dos principais
fatores relacionados com o aumento na incidéncia de mastites durante o pos-parto.
Conforme apresentado na Figura 1, na secagem ndo ocorreram animais positivos ao
teste da caneca de fundo escuro em nenhum dos trés grupos estudados (1-
Controle; 2- Antibiotico intramamario; 3- Selante). No pds-parto os animais de G2 e
G3 tiveram a mesma frequéncia (3,13%) de ocorréncia de animais positivos para
cada grupo. Desta forma, o presente estudo corrobora com os dados descritos por
Bhutto et al. (2011), que evidenciaram que 0s casos clinicos de mastite pds-parto
em vacas que receberam o selante foi semelhante ao observado nas vacas que
receberam a terapia da vaca seca. Ao comparar 0s resultados entre todos 0s grupos
estudados, percebe-se que G1 foi o Unico que ndo apresentou animais positivos ao

teste da caneca de fundo escuro no pds-parto.

W controle MWATB selante

20,00% -

15,00% -

10,00% -

ab a
b b b b
5,00% - 3,13% 3,13%
0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
0,00%
secagem pds-parto

fundo escuro

Figura 1 - Frequéncia (%) de vacas positivas no teste da caneca de fundo escuro apresentados por vacas sem
tratamento (controle), tratados com antimicrobiano ou com selante no momento da secagem.

Pesquisas demonstraram que a incidéncia de infecgBes intramamarias
subclinicas foram maiores no periodo da secagem do que durante a lactacéo
(NATZKE, 1981; DUFOUR e DOHOO, 2012), sendo estes resultados similares

agueles encontrados nesta pesquisa. A frequéncia de ocorréncia de animais
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positivos no CMT (Figura 2) e no exame microbiologico (Figura 3) foi maior na

secagem do que no pés-parto em todos os grupos estudados.

B controle WM ATB mselante
150,00% -~
ab a a
120,00% -
92,86%

90,00% - 85,71% b b
60,00% - 23,66% ¢ 4790%
30,00% -

0,00% -

secagem pds-parto
CMT

Figura 2 - Frequéncia (%) de ocorréncia de animais positivos para o teste California Mastitis Test (CMT)
apresentado por vacas dos grupos sem tratamento (controle), tratados com antimicrobiano ou com selante no
momento da secagem.

H controle EMATB mselante

80,00% -
60,00% -

a ab ab 3 ab
40,00% -

0,

28,13% 25,00% vosr B
(]
! 17,97%
20,00% - 13,33% ’
0,00% -
secagem pds-parto
bactéria

Figura 3 - Frequéncia (%) de ocorréncia de animais positivos para a cultura microbiolégica apresentados por
vacas nos grupos sem tratamento (controle), tratados com antimicrobiano ou com selante no momento da
secagem.

O Grupo 2 respondeu de forma mais eficiente que o Grupo 3 na comparacéo
entre a frequéncia de ocorréncia de animais positivos ao CMT no pos-parto
entretanto, no exame microbioldgico a frequéncia de animais positivos neste mesmo
periodo foi menor no G3 em comparacdo com G2. Tetos positivos ao CMT e sem

infeccdo podem ser uma consequéncia, em certos casos, do efeito bactericida dos



47

leucécitos, isto €, no momento da amostragem as bactérias ou outros patdégenos ja
haviam sido destruidos. Por outro lado, tetos com patégenos e negativos ao CMT
podem ser explicados por infec¢cdes apenas nas extremidades, colonizacdo do canal
galactoforo ou infecgfes latentes (VOLTOLINI et al., 2001).

O G1 apresentou menor frequéncia de animais positivos no isolamento
bacteriano ap6s o parto do que os animais do G2 e G3. O percentual de animais
positivos neste mesmo exame durante a lactacdo foi maior no G2 que em G3 em
comparacdo ao numero de animais positivos no momento da secagem,
corroborando Berry e Hillerton (2002) que citam resultados semelhantes. Segundo
Godden et al. (2003) este fato pode ser justificado devido a capacidade do selante
oferecer uma barreira a entrada de bactérias logo no inicio do periodo seco quando
o tampao de queratina dos tetos pode ainda nao ter se formado adequadamente,
permitindo que esta barreira permaneca até o final deste periodo, enquanto que a
concentracdo do antibidtico pode cair abaixo dos niveis terapéuticos até o final do
periodo seco. Além disso, durante todo periodo seco, o selante de tetos pode
promover uma barreira contra espécies de bactérias que podem ser insensiveis ao
antibiético que esta sendo utilizado.

Santos (2003) e O’Rourke (2005) relatam que com o uso do selante
isoladamente perde-se a oportunidade de eliminar infeccbes intramamarias preé-
existentes no momento da secagem, 0 que para a maioria dos rebanhos é o Unico
momento economicamente viavel para eliminar as infeccBes intramamarias
subclinicas. No entanto Hillerton e Berry (2005) destacam que a utilizacdo de meios
alternativos como o selante interno de tetos no controle da mastite no periodo seco,
tem grande importancia em relacdo a preocupacdo quanto a selecdo de cepas
bacterianas resistentes aos antimicrobianos em vacas néo infectadas.

Ainda, grande parte da predicdo dos testes diagnosticos é baseada no exame
bacteriolégico como padrdo ouro, no entanto a mastite nem sempre requer a
presenca bacteriana, ou se consegue sucesso no isolamento bacteriano (PYORALA,
2003; ZAFALON et al., 2005). Neste sentido, destaca-se a importancia de nao se
utilizar um teste para diagnéstico de mastite isoladamente devido a presenca de

resultados falso-positivos e falso-negativos (VOLTOLINI et al., 2001).
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CONCLUSOES

Diante do exposto, conclui-se que o uso do selante a base de subnitrato de
bismuto mostrou-se mais efetivo para o controle da mastite em comparagéo ao uso
de antimicrobiano a base de cefaldnio anidro, ambos administrado pela via

intramamaria.
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Apéndice A- Determinagdo dos efeitos referentes aos momentos de colheita, aos diferentes tratamentos e a

respectiva interacdo entre os dois efeitos (tratamento X tempo), na celularidade do leite:

Tratamento Tempo CCS Aut. Mono. Polimorfo. CCS Mic. CMT
1x2 M1 0,9996 0,8106 1,0000 0,7656 0,9997
1x3 0,9294 1,0000 1,0000 1,0000 0,8943
2x3 1,0000 0,9881 0,9999 0,9880 0,2233
1x2 M2 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0,0788
1x3 0,9539 1,0000 0,9928 1,0000 0,9332
2x3 0,0005 <0.0001 0,0023 <0.0001 0,0001
1x2 M3 <0.0001 0,0761 0,1200 0,0264 0,1705
1x3 0,9992 1,0000 1,0000 1,0000 0,9949
2x3 0,0247 0,1801 0,3344 0,1439 0,9434
1x2 M4 <0.0001 0,0434 0,0295 0,0387 0,0015
1x3 0,7912 0,9852 0,6356 0,9863 0,8497
2x3 0,0384 0,7294 0,9918 0,7495 0,4538
1x2 M5 0,0019 0,3077 0,2045 0,0682 0,1190
1x3 0,9417 1,0000 0,9999 1,0000 0,8607
2x3 0,2805 0,4969 0,7901 0,3443 0,9946

M1- no dia da secagem; M2- até 12 horas apds o parto; M3- sete dias p6s-parto; M4- 15 dias ap6s o parto; M5- 21 dias ap6s o parto
CCS aut.: contagem de células somaticas/sistema automatizado; mono: células mononucleares; polimorfo: células polimorfonucleares; CCS

mic.: contagem de células somaticas/microscopia; CMT: California mastitis test
1: grupo controle; 2: grupo tratado com antimicrobiano; 3: grupo tratado com selante

As éareas destacadas em amarelo apresentaram diferencga estatistica.



Apéndice B- Determinacao dos efeitos referentes aos momentos de colheita, aos diferentes tratamentos e
a respectiva interagdo entre os dois efeitos (tratamento X tempo), nos componentes fisico-
quimicos do leite:

Tratamento Tempo Proteina Sélidos Lactose Gordura Uréia
1x2 M1 0,0051 0,9327 0,0841 0,0026 0,8222
1x3 0,6064 1,0000 0,3697 1,0000 0,9234
2x3 0,4131 0,3712 0,9993 <0.0001 0,0253
1x2 M2 0,9327 1,0000 0,4806 <0.0001 1,0000
1x3 0,1139 1,0000 0,0360 0,1354 0,2404
2x3 0,9983 1,0000 0,9681 0,0144 0,5897
1x2 M3 0,9472 0,2016 0,1211 0,7849 0,9954
1x3 0,9504 0,9993 0,1455 0,9995 0,0416
2x3 1,0000 0,9312 1,0000 0,9999 0,5808
1x2 M4 0,8350 0,7221 <0.0001 0,7015 0,9905
1x3 0,9497 0,0013 <0.0001 0,9990 0,4082
2x3 0,0596 0,6387 1,0000 0,1286 0,0173
1x2 M5 0,8893 0,4005 0,0033 0,8409 1,0000
1x3 0,0017 0,2955 0,0002 0,2249 0,4544
2x3 0,2690 1,0000 1,0000 0,9996 0,5507

M1- no dia da secagem; M2- até 12 horas apds o parto; M3- sete dias pés-parto; M4- 15 dias ap6s o parto; M5- 21 dias ap6s o parto; G1:
grupo controle; G2: grupo tratado com antimicrobiano; G3: grupo tratado com selante



