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Resumo

A mastite bovina é a doenca mais preocupante e onerosa que afeta a pecuaria leiteira ao
redor do mundo, além de ser a principal causa do uso de antimicrobianos em fazendas
leiteiras. Estratégias para a prevencdo da mastite bovina, veem sendo estudadas ao longo
dos anos, a fim, de minimizar os impactos econémicos da doenga dentro do sistema
produtivo. Investimentos em estratégias preventivas, para a doenca continuam sendo a
melhor escolha. Dentre as estratégias de prevencao, a terapia da vaca seca é um dos pilares
chaves para a diminuicdo da incidéncia de casos de mastite no periodo seco e no pos-
parto, principalmente nas vacas com mastite subclinica na secagem. O objetivo do
presente estudo, compreende avaliar o efeito da associa¢do entre antibioticoterapia
intramamaria para vaca seca e antibioticoterapia sistémica sobre a taxa de cura celular e
bacterioldgica de vacas com quarto mamario com mastite subclinica na secagem. No
momento da secagem as vacas foram selecionadas obedecendo cinco critérios para
participar do estudo: (1) ter um quarto mamario com escorre maior ou igual a uma cruz
no California Mastitis Test, (2) ndo ter sinal clinico de enfermidades, (3) ter periodo seco
previsto de no minimo 40 dias e no maximo 80 dias, (4) ndo estar com mastite clinica no
momento da secagem e (5) ndo estar sob tratamento com antibi6ticos. As vacas de cada
rebanho foram blocadas de acordo com a ordem de parto e escorre no CMT, sendo
distribuidas aleatoriamente a um dos seguintes tratamentos: os animais do grupo controle
n= 31 (IMM) receberam na secagem somente terapia IMM, com antibidtico vaca seca a
base de cloridrato de ceftiofur 500 mg (Spectramast vaca seca, Pfizer saude animal) e
selante de tetos a base de subnitrato de bismuto 4 gramas (Teatseal, Zoetis). O grupo
tratado n= 31 (IMM + parenteral), recebeu além da terapia vaca seca, a aplicacdo em dose

unica, pela via intra-muscular de 4.4 mg/Kg de sulfato de gentamicina (Pangram, Virbac).

Vacas com mastite subclinica na secagem submetidas a associagdo entre antibiotico IMM
com sistémico tendem a apresentar menor ECS e reducdo de crescimento bacteriano no
pos-parto. Mais estudos séo necessarios para confirmar este efeito. A perda de condicao
corporal entre a secagem e as primeiras semanas pos-parto, assim como quadros de

hiperqueratose severa, provocam aumento do ECS no pds parto.

Palavras chaves: Antibioticos, Associacdo, Bovinos de leite, Sinergismo.



Abstract

Bovine mastitis is the most worrying and costly disease that affects dairy farming around
the world. In addition, to being the main cause of the use of antimicrobials in dairy farms.
Strategies for the prevention of bovine mastitis have been studied over the years to
minimize the economic impacts of the disease within the production system. Investments
in preventive strategies for the disease remain the best choice. Among the prevention
strategies, dry cow therapy is one of the key pillars for reducing the incidence of cases of
mastitis in the dry period and postpartum, especially in cows with subclinical mastitis at
dry-off. The objectives of the present study, is to evaluate the effect of the association
between intramammary antibiotic therapy for dry cows and systemic antibiotic therapy
on the cellular and bacteriological cure rate of cows with a mammary quarter with
subclinical mastitis at dry-off. At the time of drying, cows were selected according to five
criteria to participate in the study: (1) have a mammary quarter with scorre greater or
equal a one in the California Mastitis Test, (2) no clinical sign of disease, (3) dry period
of at least 40 days and maximum 80 days, (4) without clinical mastitis at the time of
drying and (5) not being treated with antibiotics. The cows in each herd were blocked
according to the order of parturition and scorre in the CMT, being randomly assigned to
one of the following treatments: animals in the control group n=31 (IMM) received only
intramammary therapy in drying, with dry cow antibiotic 500 mg ceftiofur hydrochloride
(Dry Cow Spectramast, Pfizer animal health) and 4 gram bismuth subnitrate teat sealant
(Teatseal, Zoetis). The treated group n=31 (IMM + parenteral) received, in addition to
dry cow therapy, a single dose of 4.4 mg/Kg of gentamicin sulfate (Pangram, Virbac) by
intramuscular. Cows with subclinical mastitis during drying submitted to an association
between intramammary antibiotic and systemic antibiotic during dry-off tend to have
lower ECS and higher bacterial cure rate in the postpartum period. More studies are
needed to confirm this effect. The loss of body condition between dry-off and the first
weeks postpartum and severe hyperkeratosis causes an increase in ECS in the postpartum

period.

Keywords: Antibiotics, Association, dairy cows, synergism.
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1 INTRODUCAO

A mastite bovina € a doenca mais preocupante e onerosa que afeta a pecuéria
leiteira ao redor do mundo (Halasa et al., 2007), além de ser a principal causa do uso de
antimicrobianos em fazendas leiteiras (Kromker, 2017). A indUstria americana estima que
cada caso de mastite custe ao redor de 444 dolares para as diferentes esferas do setor
lacteo. Isso gera um prejuizo anual de 2 bilhdes de ddlares para o setor de leite americano
(Rollin et al., 2015). No Brasil estima-se que 12 a 15% da producéo total de leite do pais,
seja perdida devido aos casos de mastite clinica e subclinica (Seegers, et al., 2003). 1sso
representa uma perda anual superior a 4 bilhdes de litros de leite, baseado em producao
total de 35 bilhdes de litros de producdo total em 2019 (Brasil, 2020). O real impacto
econémico da mastite bovina ainda é subestimado na maioria das propriedades rurais,
pois sdo contabilizados apenas o0s custos diretos a doenga, como tratamentos
medicamentosos e descarte do leite os quais, representam somente 20 — 30% dos custos
totais. Os custos indiretos da mastite bovina ocasionados pelas lesdes no tecido mamario,
as quais, diminuem a producdo leiteira ndo séo facilmente identificados pelos produtores
e técnicos, entretanto, sdo 0s que causam as maiores perdas econdmicas, pois estdo
relacionadas com reducdo da producdo e perda da bonificacdo pela qualidade do leite
(Huijps et.,al, 2008). Segundo Bar et.,al, (2008), o custo médio de um caso de mastite
clinica para o produtor rural, se encontra na faixa de 179 dolares, onde os principais
componentes desse custo médio sdo as perdas produtivas, custos com tratamento, descarte

de leite e mortalidade, respectivamente.

Os investimentos em estratégias preventivas para a mastite bovina continuam
sendo a melhor escolha. Dentre as estratégias de prevencao, a terapia de vaca seca (TVS)
é uma importante medida, principalmente nas vacas com mastite subclinica na secagem.
Além de apresentar melhores resultados de cura clinica em relagdo ao tratamento durante
a lactacdo, a TVS dispensa o descarte de leite e minimiza os riscos de residuos de
antibioticos no leite (Spinosa et al., 2017). Varios protocolos para tratamento de vaca seca
usando antibidticos intramamarios (IMM) de longa acéo e selante de tetos, estdo sendo

empregados, com resultados promissores como os demostrados por Martins et al. (2018).

Por outro lado, a proporcéo de quartos infectados com mastite clinica e subclinica
durante o periodo seco e inicio da lactacdo se encontra proximo dos 20% (Cook et al.,

2005 e Pantoja et al., 2009) representando uma grande fatia dos prejuizos causados pela



mastite bovina. Grande parte da alta taxa de vacas apresentando mastite clinica e
subclinica durante o periodo seco e inicio da lactagdo deve-se ao uso de TVS ineficientes

ou mal-empregadas.

Comumente se observa a campo o uso indiscriminado de antibioticos de vaca seca
de longa acdo associados a injetaveis, sendo que muitas vezes 0s antimicrobianos
utilizados apresentam efeitos antagdnicos entre eles. Esta falta de informacao no campo,
deve-se a deficiéncia de pesquisas, mostrando de forma clara, qual TVS deve ser
empregada em casos de vacas com mastite subclinica na secagem e se a pratica de associar

antibioticos injetaveis com IMM de longa acéo, apresentam algum beneficio nestes casos.

Dessa forma, para avaliar protocolos de secagem com a associacao de antibioticos,
vacas com mastite subclinica na secagem devem ser utilizadas, as quais apresentam
maiores riscos de desenvolver infec¢des intra-mamarias (IIMM) durante e/ou apds o
periodo seco. Este estudo tem o intuito de contribuir com avangos para o controle da
doenca mais incidente nos rebanhos leiteiros, visando, obter melhorarias na qualidade,

produtividade e preco do leite pago aos produtores.

O presente estudo, tem por objetivo avaliar o efeito da associacdo entre
antibioticoterapia intramamaria para vaca seca e antibioticoterapia sisttmica sobre a taxa
de cura celular e bacterioldgica de vacas com quarto mamario com mastite subclinica na

secagem.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Evidéncias historicas sugerem que 0 homem comecou a ordenhar bovinos a 3100
A.C e desde la sdo relatados casos de mastite (Nemet-Nejat, 1998). A mastite bovina
compreende a doenga mais antiga e estudada na bovinocultura leiteira mundial, devido a
sua etiologia multifatorial, impacto econdmico e risco a salude publica. A mastite bovina
pode ter causas fisicas, quimicas, fisioldgicas e principalmente microbioldgicas (Picoli et
al., 2014). A doenca pode se apresentar de duas formas nos rebanhos leiteiros: clinica,
onde a doenca é visivel ou subclinica, com sinais clinicos imperceptiveis. A forma
subclinica da mastite apresenta maior prevaléncia nos rebanhos leiteiros em comparacéao

asua forma clinica (Costa et al., 2001). Devido a sua evolugdo sem sinais clinicos, muitas



vezes passa despercebida pelos proprietarios, levando a sérios impactos econémicos e
sanitarios (Coser et al., 2012).

Vérias pesquisas foram feitas para quantificar os prejuizos causados pela mastite
subclinica. No entanto, ndo é facil estimar com acuracia os reais impactos econémicos,
pois na maioria das vezes sdo contabilizados apenas 0s custos diretos da doengca com o
custo terapéutico e de descarte do leite, sendo o principal impacto € a diminui¢do na
producdo leiteira, como sequela naqueles quartos mamaérios afetados pela inflamagéo
(Hogeveen et al., 2011). Vacas com mastite subclinica séo reservatdrios da doenca e com
isso, contaminam outros animais do rebanho e diminuem a qualidade do leite, sem a
percepcdo do produtor, ocasionando sérias perdas econémicas dentro do sistema
produtivo. Estudos demostram que a contagem de células somaticas (CCS) compreende
um marcador econémico dentro de propriedades leiteiras, sendo que quanto menor a CCS,
maior o lucro da atividade. Segundo Gongalves et al., (2019), propriedades leiteiras com
contagem de células somaticas de tanque (CCST) acima de 200.000 células/ml
apresentam piores indices econdémicos, quando comparado com propriedades com CCST
abaixo de 200.000 células/ml. Devido aos impactos econdmicos causados pela mastite
subclinica, solidos programas de controle e prevencdo sdo buscados, visando a maior
rentabilidade do sistema produtivo. Neste contexto, a secagem e o periodo seco
compreendem um periodo de desafios e oportunidades. Desafios, pois o periodo seco
inicial e final, representam um momento critico para o desenvolvimento de novas
infeccdes intra-mamarias (IIMM) (Cook et al., 2005). Por outro lado, na secagem, temos
a oportunidade de realizar a TVS, lancando mdo de antibi6ticos de longa acdo e
associacles antimicrobianas, prevenindo novos casos de mastite e curando casos pré-
existentes (Netzke, 1981e Bradley e Green, 2004).

2.1 FATORES DE RISCO PARA MASTITE NA SECAGEM, PERIODO SECO E
POS-PARTO

A secagem e o periodo seco final representam o momento mais critico para o
desenvolvimento de casos clinicos de mastite (Robert et al., 2006 e Smith et al., 1985).
No inicio do periodo seco as vacas sao seis vezes, mais pré-dispostas a desenvolver
infeccbes IIMM, quando comparado a lactacdo (Smith et al., 1985). Essa maior
incidéncia de novos casos de mastite, no periodo seco inicial e final, é atribuida as

mudancas anatémicas e fisioldgicas que ocorrem na glandula mamaria e no organismo da



vaca leiteira no periodo de transicdo (Church et al., 2008). Além das alteracdes na
glandula mamaria provocadas pela interrupgdo das ordenhas, a qual provoca desconforto
nos animais, devido ao aumento da pressdo intra-mamaéria, alteracBes hormonais,
metabolicas e imunoldgicas sdo observadas em vacas no periodo de transicao
(Bruckmaier e Gross, 2017). Estas alteracdes fisiologicas, deixam 0s animais,
predispostos a doencas infecciosas, dentre elas a mastite, sendo observada maior
frequéncia de mastite clinica causada por coliformes no inicio da lactagdo. Isso, esta
associado a menor capacidade de resposta imune da vaca na transicao, pois estima-se que
75% dos casos de doencas, que acometam as vacas leiteiras, ocorram no periodo de

transicdo e dentre elas, destaca-se a mastite (Santos et al., 2019).

Estudos norte-americanos tém estimado uma proporc¢édo de quartos infectados no
periodo seco na faixa de 8 — 25% para mastite clinica (Cook et al., 2005) e 13 — 35 %
para mastite subclinica (Pantoja et al., 2009). Esta alta propor¢do de quartos mamarios
infectados durante o periodo seco, esté ligado a varios fatores, que vao desde 0 manejo

na secagem até o ambiente na maternidade.

O manejo de secagem de vacas leiteiras pode ser realizado de duas formas:
secagem abrupta e secagem intermitente. A secagem abrupta, compreende a interrupgéo
imediata da ordenha. Logo ap6s a ordenha completa da glandula mamaria, é realizado a
TVS e /ou aplicacdo de selante de tetos (NMC, 2006). Por outro lado, na secagem gradual
é diminuido a frequéncia de ordenha, para uma ordenha diaria, durante uma semana,
sendo posteriormente realizado a TVS e /ou selante de tetos (Newman et al., 2010). Gott,
et al., (2016), compararam o efeito dos dois métodos de secagem sobre a frequéncia de
mastite no periodo seco e no pds-parto, ndo encontrando diferenca na taxa de IIMM entre
0s métodos. No entanto, Rajala-Schultz et al., (2018), observaram maior desconforto de
vacas de alta producdo secas pelo método abrupto. O aumento de pressdo mamaria,
causado na secagem abrupta, provoca maior estresse no animal, acarretando mudancas
em seu comportamento, especialmente aumentando a frequéncia de mugidos e
diminuindo o tempo de descanso, porém sem afetar a ocorréncia de novos casos de

mastite clinica.

Segundo estudos de Pantoja et al. (2009), os principais fatores predisponentes para
desencadear casos de mastite clinica e subclinica no periodo seco e inicio da lactacdo séo
0 isolamento bacteriano positivo e CCS acima de 200.000 células/ml no momento da

secagem. A CCS é comumente utilizada como um indicador de salde da glandula



mamaria, sendo que ela reflete a resposta imunoldgica do 6rgao e com isso, a presenca de
IIMM. Essa ferramenta de monitoramento do status imune da glandula mamaria, indica
a presenca de inflamagdo, quando uma amostra proveniente dos quatro quartos mamarios
apresentar CCS acima de 200.000 células/ml, com sensibilidade e especifidade de
aproximadamente 70% (Schepers et al., 1997). De acordo, com Pantoja et al., (2009),
vacas que apresentam CCS acima de 200.000 células/ml de leite no momento da secagem,
possuem maior risco de desenvolver mastite clinica nos primeiros 120 dias de lactagao.
Estudos sugerem, que entre 23 a 38% dos casos de mastite que ocorrem nos primeiros
100 dias de lactacao tem ligacédo direta com patogenos que foram isolados na secagem ou
no periodo seco (Bradley e Green, 2000). Rebanhos leiteiros com alta incidéncia de casos
clinicos de mastite durante a lactagcdo ou com CCS acima de 200.000 células/ml, sdo mais
susceptiveis a desenvolver mastite no periodo seco e nos primeiros meses da lactacdo
subsequente (Green et al., 2007). Segundo Pantoja et al., (2009), vacas com historico de
mastite clinica nos Gltimos 60 dias de lactacdo e com alta CCS na secagem, apresentam

maior risco de desenvolver quadros de mastite no periodo seco.

Entretanto, os efeitos dos casos de mastite ocorridos na lactacdo anterior, ndo
impactam somente no periodo seco. Estudos demostram, que casos clinicos e subclinicos
de mastite ocorridos na lactacdo anterior, elevam a CCS e o nimero de casos clinicos de
mastite nos primeiros 60 dias da lactacdo subsequente. Aqueles quartos mamarios que
foram acometidos por pelo menos um caso de mastite na lactacdo anterior, apresentam
4.2 vezes maior risco de desenvolver mastite clinica, em comparacdo com aqueles quartos
mamarios que ndo foram acometidos, por casos clinicos de mastite. Quartos mamarios
com CCS maior de 200.000 células/ml no momento da secagem e no pés-parto, sao 20
vezes mais susceptiveis a se infectar com um patégeno de alto impacto, em relacdo a
vacas com CCS abaixo de 200.000 células/ml, nestes dois momentos (Pantoja et al.,
2009). A presenca de infecgdes subclinicas no momento da secagem é um fator que
contribui para a ocorréncia de mastite clinica no periodo seco, bem como, nos primeiros
meses da lactacdo subsequente. Alguns estudos tém investigado o efeito de IIMM no
periodo seco, sobre o risco de mastite clinica na lactacdo subsequente, especialmente nos
primeiros 3 meses. Green et al., (2002) demostram, que 38% dos casos clinicos de mastite
que ocorrem na lactagcdo subsequente ao periodo seco, tem origem de patégenos que
foram isolados de amostras de leite coletadas na secagem ou no periodo seco. Outros

estudos, demostram que aproximadamente 45% dos casos clinicos de mastite que se



desenvolvem até os 100 dias de lactacdo, tem origem de enterobacterias, as quais foram

isoladas, durante o periodo seco (Bradley e Green, 2000).

Outro fator que impacta de forma significativa no desenvolvimento de novas
IIMM, compreende a contaminacdo dos quartos mamarios com patdgenos ambientais. A
mastite bovina, como a maioria das doencas infecciosas, depende de trés pilares chaves
para a sua ocorréncia: exposicao a patogenos, mecanismos de defesa da glandula mamaria
e fatores ambientais. Os fatores relacionados ao ambiente, onde os animais ficam no
periodo seco e peri-parto, tem grande impacto sobre a ocorréncia de novos casos de
mastite de origem ambiental, pois as vacas permanecem grande parte do seu tempo
deitadas apds a secagem (Gomez et al., 2010 e Neave et al., 1969). Estima-se, que ao
redor de 10-17% dos novos casos de mastite no periodo seco, tem etiologia de patdgenos
de origem ambiental (Pantoja et al., 2009). Essa, alta incidéncia de mastite clinica no
periodo seco, por patdgenos ambientais, tem ligacdo direta com o ambiente e manejo que
0s animais sdo expostos apds a secagem e no peri-parto (Jones, 2009). Animais nestes
periodos devem ser colocados em ambientes com baixa exposicdo e crescimento
microbiano. O reservatdrio dos microrganismos ambientais € o ambiente onde as vacas
estdo alojadas. Fatores como: estacdo do ano, superlotacdo, acimulo de sujidades, falta
de reposigé@o das camas e baixa frequéncia de limpeza dos corredores, estdo associados
ao alto grau de contaminacdo da pele dos tetos (Green et al., 2007). A reducdo da
contaminacdo dos tetos, compreende um dos principios basicos para controle da mastite,
pois ha relacdo direta entre prevaléncia de mastite com pobre escorre de higiene de Ubere
e pernas (Santos et al., 2019). A exposi¢do e quebra de defesas inatas, as quais, predispde
0s animais a infec¢des oportunistas, pode se iniciar no procedimento de secagem. Estudos
demostram, que o tamanho da c&nula para colocagédo do antibiético IMM, predispde 0s
animais a quadros de mastite. A inser¢do de canulas maiores de 4 mm no canal do teto,
provoca dilatacdo excessiva do lumen da cisterna do teto e consequentemente aumenta a
exposicao a patdgenos ambientais (Boddie e Nickerson, 1986 e Leelahapongsathon et al.,
2016). A insercdo parcial das canulas, resultam em menores danos na camada protetiva
de queratina e com isso, reduz o grau de distencdo do canal do teto, diminuindo o risco

de leséo e de introduzir um patogeno para dentro do lumen mamério (McDougall, 2003).

A duracdo do periodo seco compreende outro fator que predispde 0s animais a
novos casos de mastite. Observou-se que periodos secos muito longos (143 — 250 dias)

possuem um impacto significativo na CCS, quando comparado a periodos secos



convencionais (53 — 76 dias) (Pinedo et al.,2011). Por outro lado, Green et al., (2007),
ndo observaram diferenca na incidéncia de mastite subclinica entre periodos secos longos
e curtos, sugerindo que fatores de manejo e de salude da glandula mamaria tem maior
impacto sobre a CCS. Animais com periodo seco prolongado (acima de 90 dias),
geralmente tiveram problema reprodutivo na lactacéo anterior, elevando seu DEL (dias
em lactacéo) e com isso, foram secas devido a sua baixa produtividade. Esses animais, na
maioria das vezes, chegam ao parto com elevado escorre de condigdo corporal (ECC),
acima de 3.25. Vacas que chegam ao parto com elevado ECC, possuem uma maior perda
de peso, em relacdo aos animais com ECC menor de 3.25, devido a sua menor ingestdo
de matéria seca no pos-parto (Ingvartsen et al.,2013), com consequente perda acentuada
de peso, podendo levar a hipercetonemia. O aumento dos corpos cetdnicos na corrente
sanguinea, tem sido correlacionado em varios estudos, com depressdo da reposta
imunolodgica. Vacas com lipomobilizacdo excessiva, possuem um balangco energético
negativo acentuado, com baixos niveis de glicose na corrente sanguinea. Essa
hipoglicemia associada a hipercetonemia, leva os animais a quadros de imunossupressao.
A imunidade dos animais é prejudicada nestes casos, pois os neutrofilos, os quais, séo a
primeira linha de defesa do sistema imune, utilizam preferencialmente glicose e
glutamina como substratos energéticos (Aleri et al., 2016). Devido aos baixos niveis
destes metabolitos no sangue, as vacas com cetose, seja ela clinica ou subclinica, fica

propensas a doencas infecciosas (Suriyasathaporn et al., 2000).

Durante o periodo de transi¢do, que compreende as trés semanas antes do parto,
até as trés primeiras semanas de lactacao, as vacas leiteiras passam por inimeros desafios
metabolicos, que interferem de forma negativa na sua imunidade, lhes deixando
predispostas a doengas infecciosas. Aumento do cortisol plasmético, baixa nos niveis
séricos de calcio e glicose, aumento dos AGL (acidos graxos livres), aumento do estresse
oxidativo e diminuicdo da IGF-I (fator de crescimento semelhante a insulina do tipo 1),
sdo as principais mudancas, que comprometem o sistema imunoldgico das vacas leiteiras
no periodo de transicdo. O aumento do cortisol, ocasiona uma diminuicdo das moléculas
de adeséo nos tecidos, impedindo a diapedese dos polimorfonucleares (PMN), para 0s
tecidos alvos. A baixa da glicose e do calcio, levam a uma diminuicdo da ativacdo dos
PMN e do burst oxidativo. O aumento dos AGL e da liberagéo de radicais livres, ocasiona

lesBes nas membranas celulares, levando essas células a apoptose. Por sua vez, a baixa na



liberacdo da IGF-I, leva ao desaclopamento do eixo somatotrépico e diminuicdo da

proliferacéo e diferenciagéo celular (Chebel, et al., 2018).

A producdo de leite na secagem, compreende outro fator, que pode deixar as vacas
mais predispostas a desenvolver novas IIMM, principalmente no periodo seco inicial.
Segundo Rajada Schuzt et al., (2005) as vacas com alta produgéo de leite na secagem séo
animais predispostos a desenvolver quadros de mastite ambientais. Isso acontece devido
a maior pressdo IMM exercido pelo acimulo de leite e também esta relacionada a um
retardo na formacdo do tampéo de queratina. Isso, favorece a entrada de microrganismos
para o limen mamario e consequentemente desencadeia quadros clinicos de mastite. No
entanto, essa maior susceptibilidade acontece em vacas com producdo acima de 12.5
kg/dia na secagem. A cada 5 kg a mais produzidos por estes animais no momento da
secagem, aumenta o risco de IIMM em 77%. Por outro lado, vacas com producdo muito
baixa na secagem e com DEL elevado também possuem riscos maiores de desenvolver
quadros clinicos de mastite (Natzke et al., 1975). Segundo Pinedo et al., (2012) vacas
com baixa producdo na secagem possuem aumento da incidéncia de casos clinicos e
subclinicos de mastite. Isso, estd ligado a uma baixa nas defesas inatas na glandula

mamarias destes animais.

Lesdes que acometem as extremidades dos tetos, sdo fatores, que deixam os
animais pré-dispostos a desenvolver novos quadros de mastite, seja na lactacdo ou no
periodo seco. Varias lesdes podem acometer as extremidades dos tetos, tais, como eversao
da ponta, rachaduras, prolapso entre outras. No entanto, a hiperqueratose € a principal
alteracdo que ocorre no canal do teto (Sousa, 2008). Hiperqueratose significa
“crescimento exagerado de queratina” (Mein et al., 2001), ou seja, & um espessamento da
pele que forma o canal do teto e circunda o exterior do orificio do teto (Neijenhuis et al.,
2000). E uma resposta fisioldgica frente as forcas aplicadas a pele do teto durante a
ordenha, tanto pelo fechamento da teteira de um equipamento de ordenha, ou por uma
forca desnecessaria feita pelo ordenhador (Neijenhuis e Koning; et al., 2001). Animais
que apresentam escorre de ponta de tetos acima de dois, possuem lesdo na estrutura
interna do teto, a qual é composta por musculatura lisa que envolve o canal e o esfincter
do teto, sendo essa responsavel por manté-lo fechado, impedindo assim a perda de leite e
servindo como a primeira linha de defesa da vaca contra as IMM. Quando, se tem a
presenca de hiperqueratose a primeira barreira inata do animal, contra casos de mastite,

esta lesionada, predispondo os animais a novas IIMM (Birten e Alagam, 2015). Pantoja



et al., (2020), em revisdo realizada demonstrou que a hiperqueratose severa, predispde 0s
animais a quadro de mastite clinica e subclinica, tanto por agentes ambientais como
contagiosos. A integridade da extremidade dos tetos é fundamental para diminuir o risco
de mastite em vacas leiteiras, ja que estudos demostram, correlagdo positiva entre altos
escorres de pontas de tetos e CCS (Mulei, 1999, Gleeson et al., 2004; Cardozo et al.,
2015).

2.2. TERAPIA DA VACA SECA

Estratégias para a prevencdo da mastite bovina, veem sendo estudadas ao longo
dos anos, a fim, de minimizar o impacto econémico da doenca dentro do sistema
produtivo, pois 0s investimentos em estratégias preventivas para a mastite bovina
continuam sendo a melhor escolha. Estudos demostram, que o tratamento de casos
clinicos de mastite é 15 X mais oneroso, em comparagdo a investimentos em medidas

preventivas (Hagnestam-Nielsen C. et al., 2009).

Dentre as estratégias de prevencdo da mastite, a TVS é um dos pilares chaves para
a diminuicdo da ocorréncia da doenca nas propriedades, principalmente nas vacas com
mastite subclinica na secagem. A TVS faz parte do programa dos 5 pontos para o controle
da mastite bovina desenvolvido no Reino Unido (Neave et al., 1969) e posteriormente
expandido para o programa de 10 pontos dos Estados Unidos da América (EUA) (NMC,
2015). A préatica da TVS se iniciou em 1930 na universidade de Cornell nos EUA,
administrando acriflavina no momento secagem de vacas leiteiras (Johnson, 1941). No
entanto, o inicio do manejo de secagem de vacas leiteiras € atribuido aos trabalhos de
Person em 1950, o qual buscou um método para a prevencao da alta incidéncia de casos
clinicos de mastite, que estavam ocorrendo no periodo seco, na estagdo do verdo, tendo
como etiologia o Corynebacterium pyogenes.

Como alternativa, se usou uma solucéo aquosa de penicilina sodica, pela via IMM.
No entanto, ndo se obteve sucesso com a terapia, pois a droga persistiu, por apenas alguns
dias na glandula mamaria. Mas tarde, foram realizados estudos, com a infusdo IMM de
penicilina oleosa. Nestes ensaios, se reduziu em 47% a incidéncia de mastite no periodo
seco. Isso ocorreu devido a adi¢do de aluminio monoestearato, o qual confere uma maior

persisténcia do medicamento na glandula mamaria.



A TVS consiste na infusdo IMM de antibi6tico de longa acdo em todos os quartos
mamarios no momento da secagem, com a associagdo ou nao de antibidticos parenterais.
Mais recentemente, se incluiu nos procedimentos de secagem o uso do selante interno de
tetos. O objetivo da TVS compreende a prevencao de novas infec¢des e cura de infecgdes
existentes (Oliver et al., 2004). Com o intuito de prevenir a invasdo de patdgenos para o
sistema mamario, recentemente incluiu-se nos protocolos para tratamento de vaca seca o
selante interno de tetos (SIT). O SIT tem na sua composicao subnitrato de bismuto, cuja
funcdo principal é a vedacgéo da cisterna do teto, impedindo o acesso de microrganismos
até a cisterna da glandula, principalmente, em momentos de maiores desafios para a
glandula mamaria. Alguns estudos evidenciaram um atraso na formagéo do tampéo de
queratina ao longo do periodo seco, sendo este um fator determinante para a ocorréncia
de novas IIMM, principalmente em vacas de alta producdo na secagem (Golder et al.,
2016). O uso dos SIT, quando associado com a antibioticoterapia IMM de longa acéo,
tem se mostrado mais efetivo na prevencao de novos casos de mastite clinica em todo o
periodo seco e no pds-parto imediato (Martins et.,al, 2017). Em uma meta-analise sobre
a eficiéncia do SIT associado ou ndo ao antibiotico de vaca seca, concluiu-se que 0 Uso
do SIT reduz o risco de infeccbes em 25% imediatamente apds o parto se comparado ao
uso apenas do antibi6tico no periodo em que é realizado a secagem (Rabiee e Lean, 2013).
Esse efeito benéfico exercido pelo SIT, tem relacdo com a permanéncia destes selantes
no pods-parto, segundo estudos relatados por alguns autores, os selantes, permaneceram
em cerca de 83% das vezes ap0Os a primeira ordenha (Kabera et al., 2018). Portanto,
mesmo apds o parto, temos contribuices dos SIT para reducdo da inciéncia de mastite.
Além da prevencéo de novas infec¢bes mastiticas, o uso do SIT, combinado com o
antibidtico de vaca seca, resulta em melhoria da saide do Ubere e qualidade do leite, pois
observou-se diminui¢cdo da CCS logo ap6s o parto, quando comparado, com a TVS
antimicrobiana somente (Molina et al., 2017 e Machado e Bicalho, 2018).

O controle da mastite bovina baseia-se em dois principios basicos: medidas de
prevencao para novos casos e eliminagdo dos casos existentes. As principais ferramentas
para eliminar os casos existentes de mastite, compreendem o descarte ou segregagédo de
animais infectados, cura espontanea e principalmente tratamentos com antimicrobianos
na lactagdo e no periodo seco (Hillerton et al., 2018). Nos casos da mastite subclinica a
recomendacéo internacionalmente aceita é efetuar o tratamento seja pela via sistémica
e/ou IMM no momento da secagem, devido aos custos e riscos que o tratamento durante

a lactagdo apresenta. Custos com diagndstico, medicamentos, descarte de leite, proporcéo



do medicamento que sera diluido e eliminado com o leite na ordenha subsequente e a
menor taxa de cura bacterioldgica, quando comparado a TVS, fazem com que o
tratamento da mastite subclinica na lactacdo seja considerado na atualidade

antiecondmico (Barkema et al., 2006).

Na TVS emprega-se antimicrobianos formulados a base de 6leo mineral com
monoestearato de aluminio a 3% e sais insoluveis. 1sso, confere aos antibiéticos liberacao
lenta e consequentemente, um maior periodo de atuacdo na glandula mamaria com doses
mais elevadas em comparacao ao tratamento durante a lactacdo. Melhores resultados em
termos de cura bacterioldgica e celular sdo obtidos com a TVS. Além de ser uma
estratégia indispensavel para a prevencao de novos casos de mastite durante o periodo
seco. Estudos demostram que a taxa de cura média para mastite subclinica com o uso da
TVS gira ao redor de 80 — 90% (Cameron et al., 2016). Além disso, animais que passaram
pelo periodo seco, sem receber antibioticoterapia na secagem, ficaram quatro vezes, mais
predisponentes a desenvolver novas infec¢@es durante este periodo (Martins et al., 2017).
Além do maior periodo de persisténcia no tecido mamario, 0s antimicrobianos
empregados na TVS apresentam as seguintes caracteristicas: acao bactericida, alto peso
molecular, ndo irritante ao tecido mamario, alto grau de ligacéo as proteinas e estabilidade
em relacdo a atividade antimicrobiana. A ado¢do da antibioticoterapia para mastite deve
visar a eficacia terapéutica e beneficios econémicos, tanto do ponto de vista do aumento
da producéo, como na reducdo de quartos mamarios infectados. Um programa efetivo de
controle da mastite bovina deve ter como base, principalmente, as medidas de prevencgao.
E importante utilizar a TVS, com o objetivo de auxiliar as defesas especificas e

inespecificas do animal na eliminacdo do microrganismo invasor (Spinosa et al., 2017).

A mastite interfere diretamente na producao leiteira tanto em quantidade quanto
em qualidade, determinando modificacdes na composicao do leite. Estas alteracdes estdo
relacionadas ao grau de lesdo e extensdo do processo inflamatério, que é dependente da
patogenicidade do agente etioldgico. Em casos de infec¢Bes invasivas, persistentes e /ou
multiplas no tecido mamario, onde o tratamento durante a lactagdo néo foi efetivo a TVS
com antimicrobianos IMM e SIT, pode ser ineficiente, recomendando o uso de

combinac@es sinérgicas com antibidticos sistémicos (Ruegg, 2018).

2.3 TERAPIA COMBINADA PARA TRATAMENTO DE MASTITE SUBCLINICA
NA SECAGEM



A terapia combinada é utilizada para tratamento de varias doencas infecciosas em
rebanhos leiteiros. Existem poucos estudos que embasam esta pratica para o tratamento
da mastite bovina, apesar de ser uma prética bastante utilizada em fazendas leiteiras. Os
objetivos da politerapia antimicrobiana, se baseiam em aumentar a rapidez e o0 espectro
de acdo das drogas, buscando como efeito desejado o sinergismo (Goodman et al.,1996).

As associaches entre antimicrobianos podem promover trés respostas:
antagonismo, sinergismo e efeito aditivo. O antagonismo € observado quando o efeito da
combinacdo de antimicrobianos é significativamente inferior aos efeitos independentes
de cada um deles. Os efeitos sinérgicos, sdo observados quando o efeito da associacdo é
significativamente maior, do que, aquele de cada um isoladamente. J& o efeito aditivo ou
indiferente, ocorre quando os efeitos da combinagdo de uma associacdo de
antimicrobianos é igual a soma de suas atividades independentes (Spinosa et al., 2017).

O uso dos antibidticos para tratamento da mastite, tem como objetivo, auxiliar o
sistema imune, na eliminacdo de patdégenos causadores da mastite. Para tratamento da
mastite seja ela clinica ou subclinica, o antimicrobiano escolhido deve atingir o quarto
mamario afetado e manter concentracdo inibitéria minima (CIM) no tecido por um
periodo minimo (Smith, 2010). Os antibioticos utilizados para tratamento da mastite,
podem ser usados pela via sistémica e/ou IMM. Pela via IMM, a droga consegue atingir
altas concentracfes no leite logo apds a infusdo. Por outro lado, os antimicrobianos
administrados pela via IMM, ndo conseguem atingir regiGes mais profundas do Ubere
tendo, baixa eficiéncia nos casos de infec¢des invasivas e/ou maltiplas no tecido mamario
(Pyorala, 2009).

Entretanto, os antimicrobianos utilizados pela via sistémica, necessitam ter alta
capacidade de difusdo do sangue para a glandula mamaria, além de atuar sobre debris
inflamatorios e atingir CIM. A necessidade de lancar maos de combinagdes sinergicas
entre antibioticos para a TVS parte da premissa de estudos norte-americanos, que
estimaram uma proporcao de quartos infectados no periodo seco na faixa de 8 — 25% para
mastite clinica (Cook et al., 2005) e 13 — 35 % para mastite subclinica (Pantoja et al.,
2009). Estes dados demostram, que a TVS, esta falhando em algum dos seus objetivos,
na prevencao de novos casos de mastite ou na cura de infeccOes existentes. A partir destes
dados, varios estudos tém avaliado diferentes medicamentos para se usar na TVS. No
entanto, poucos estudos avaliaram a eficacia da associacao sinérgica de antibioticos no

momento da secagem para vacas com mastite subclinica.



O ceftiofur € uma cefalosporina de terceira geracao pertencente a classe dos beta-
lactdmicos, desempenhando fungdo bactericida contra bactérias gram positivas e
negativas (Roberson, 2012). Compreende um dos antimicrobianos mais utilizados para o
tratamento e prevencdo de mastite clinica e subclinica em varios paises (Oliveira e Ruegg,
2014; Ruegg et al., 2015; Santos et al., 2019). Os antibioticos betalactdmicos agem
inibindo a sintese da parede celular bacteriana, por meio da inibicdo da sintese das
transpeptidases que estdo envolvidas na ligacdo cruzada do peptidoglicano, porém nao
sdo capazes de atuar na parede celular formada (Tavares, 2002). Além disso,
caracterizam-se por ser pouco irritantes ao tecido mamario e possuir boa distribuicao pela
glandula maméria inflamada (Spinosa et al., 2017). A condicdo essencial para acao
bactericida destes antibidticos é que 0os microrganismos estejam se multiplicando (fase de
crescimento logaritmico), quando entdo, hd necessidade da sintese da parede celular
(Meyer et al.,1996). Geralmente os betalactamicos séo associados aos aminoglicosideos
para o tratamento de doencas infecciosas. A associa¢do concomitante entre inibidores da
sintese da parede celular bacteriana com a gentamicina, leva a aumento da penetracao
deste através da membrana celular bacteriana incompleta (Trabulsi e Soares, 2002).

A gentamicina compreende um antimicrobiano pertencente a classe dos
aminoglicosideos, os quais sdo antibidticos bactericidas por interferir na sintese proteica
bacteriana ligando-se a subunidade 30 S do ribossomo. Uma vez no interior da célula, os
aminoglicosideos ligam-se irreversivelmente a subunidade 30 S do ribossomo,
deformando e alterando o funcionamento dessa organela, que passa a unir os aminoacidos
que irdo formar as proteinas de maneira errada. Com isso, formam-se proteinas anormais
que, ao participarem de estruturas essenciais da célula, fardo com que essas estruturas
sejam defeituosas e sofram alteracGes lesivas a sobrevivéncia do germe. Com a formacéo
de proteinas erradas, altera-se o funcionamento da membrana celular e provoca a saida
de sodio, potassio, aminoacidos e outros constituintes essenciais da célula, resultando na
morte do microrganismo (Riviere e Spoo, 2003). Atualmente, € comum empregar 0s
aminoglicosideos em dose Unica. Apesar da meia vida curta destes antibioticos, eles
possuem efeito pos-antibiodtico (supressdo do crescimento bacteriano que se segue apés a
remocdo do antimicrobiano). Esse uso evita a resisténcia bacteriana e também a
nefrotoxicidade, uma vez que as células renais ficam expostas ao aminoglicosidio por um
periodo total de tempo menor, devido ao aumento do intervalo entre as doses (Tavares,
2002).



Os aminoglicosideos em geral, ndo tem boa atuacdo em Ph acido, como em
inflamacdes purulentas. Por tal motivo, que cada vez menos se usa aminoglicosideos para
tratamento de mastite bovina pela via IMM, buscando usar estes pela via sistémica. Pela
via IMM, emprega-se antibioticos com boa distribui¢cdo em ph acido, como o ceftiofur
(Spinosa et al., 2017). A penetracdo dos aminoglicosideos na célula bacteriana ¢ facilitada
pela acdo de inibidores da sintese da parede celular, como os antibidticos beta-lactamicos
e os glicopeptideos. Isto explica o sinergismo de agdo entre essas drogas, observado em
seu uso combinado, além de desempenhar suas funcdes bactericidas por vias diferentes.
A combinacdo de aminoglicosideos com antibidticos beta-lactamicos resulta em efeito
sinérgico contra 0s germes sensiveis ou parcialmente sensiveis. Esse sinergismo é
conhecido de longa data entre a penicilina G e a estreptomicina sendo observado com os

diferentes aminoglicosideos e as novas penicilinas (Chambers, 2001).

3 HIPOTESES
A associacdo sinérgica entre antibiotico intramamario para vaca seca e sistémico

aumenta a taxa de cura celular e bacterioldgica de vacas com quarto mamario com mastite

subclinica na secagem.

4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito da associacao entre antibioticoterapia intramamaria para vaca seca
e antibioticoterapia sistémica sobre a taxa de cura celular e bacteriol6gica de vacas com

guarto mamario com mastite subclinica na secagem.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar o efeito da associagdo entre antibioticoterapia intramamaria para vaca seca

e antibioticoterapia sisttmica sobre a CCS no p6s-parto;

Avaliar o perfil microbiolégico do leite, antes da secagem e no pds-parto em

funcdo da estratégia de TVS;
Avaliar a relacéo entre os graus de hiperqueratose com a CCS;

Avaliar a relacdo entre perda de escorre de condigdo corporal com a CCS.



5 METODOLOGIA

O experimento foi realizado em quatro fazendas comerciais, sendo duas
localizadas na regido norte do Rio grande do Sul, nas coordenadas -28.647864, -
52.427181 e -28.50308, -52.44299 e as outras na regido Oeste de Santa Catarina nas
coordenadas -27.116803,-53.794527 e -27.0122770,-51,3883840. Foram utilizadas 42
vacas das racas Holandés, Jersey e mesticas Holandés x Jersey com peso vivo médio de
580 50 kg, dias em lactacdo médio no momento da secagem de 358+ 84 e producdo de

leite na secagem de 21.5+ 9 kg.

Uma das fazendas adota sistema de producdo semiconfinado. As outras trés
fazendas adotam sistema de confinamento, sendo uma com sistema free-stall, uma com

compost barn e outra com ambos o0s sistemas.

As vacas sdo ordenhadas trés vezes ao dia, nas trés fazendas que os animais sao
confinados e duas vezes ao dia na propriedade que os animais sdo mantidos em

semiconfinamento.

As fazendas adotam rotina de ordenha similar, composta por descarte dos
primeiros jatos, pré-dipping e secagem dos tetos com papel toalha, sendo usado um papel
por teto. Todos os ordenhadores usam luva de latex durante a ordenha. Apoés o
desacoplamento do conjunto de ordenha, os tetos sdo imersos huma solucdo desinfetante

po6s-dipping que cobre todo o teto.

Em duas fazendas que possuem as vacas confinadas e na fazenda a semiconfinada,
apos a secagem, as vacas foram movidas para um piquete com sombra, onde recebem
uma dieta especifica para vaca seca. Trinta dias antes da data prevista para o parto as
vacas sao movidas para dentro dos alojamentos e receberam dieta acidogénica. Em uma
das fazendas com vacas confinadas as vacas permanecem durante todo seu periodo seco
alojadas. No pds-parto, as vacas foram movidas diretamente para o lote de alta producéo
das fazendas, exceto em uma das propriedades que possui um lote de vacas recém-paridas,

no qual permanecem nas primeiras 3 semanas de lactag&o.

No momento da secagem as vacas foram selecionadas obedecendo cinco critérios
para participar do estudo: (1) ter pelo menos um quarto mamario com escorre maior ou
igual a uma cruz no California Mastitis Test (CMT) (Constable et al., 2017), (2) néo ter

sinal clinico de enfermidades, (3) ter periodo seco previsto de no minimo 40 dias e no



méaximo 80 dias, (4) ndo estar com mastite clinica no momento da secagem e (5) ndo estar

sob tratamento com antibiéticos.

A partir do resultado obtido no CMT, do quarto mamario que apresentou escorre
mais alto, a partir de uma cruz, coletou-se amostras para anélise de CCS e isolamento
bacteriano. As vacas de cada rebanho foram blocadas de acordo com a ordem de parto e
escorre no CMT, sendo distribuidas aleatoriamente a um dos seguintes tratamentos: 0s
animais do grupo controle n= 31 (IMM) receberam na secagem somente terapia IMM,
com antibidtico vaca seca a base de cloridrato de ceftiofur 500 mg (Spectramast vaca
seca, Pfizer saude animal) e selante de tetos a base de subnitrato de bismuto 4 gramas
(Teatseal, Zoetis). O grupo tratado n= 31 (IMM + parenteral), recebeu além da terapia
vaca seca, a aplicacdo em dose Unica, pela via intra-muscular de 4.4 mg/Kg de sulfato de

gentamicina (Pangram, Virbac). O método de secagem usado foi a secagem abrupta.

Na secagem e nos dias 7 + 2, 15 + 2 e 25 £ 2 pos-parto foi realizado a coleta de
leite para a analise de CCS e isolamento bacteriano. Os procedimentos para coleta de leite
para CCS e isolamento bacteriano, obedeceram a seguinte ordem na secagem e no pos-
parto: (1) descarte dos trés primeiros jatos; (2) imersao dos tetos em solucéo desinfetante
(pré-dipping), (3) secagem dos tetos com papel toalha, (4) desinfec¢cdo da ponta dos tetos
com gaze embebida em alcool 70%; (5) coleta de leite para analise microbiologica e CCS,
(6) ordenha, (7) administracdo dos protocolos de vaca seca e (8) pds-dipping. Para a
analise de CCS foram coletadas amostras de leite do quarto mamario com reacdo mais
forte a partir de uma cruz no CMT. Obedecendo a ordem descrita acima, imediatamente
antes da ordenha da manha, foi coletada uma amostra de 20 ml de leite, conforme descrito
por Riekerink et al., 2007. As amostras para analise de CCS foram acondicionadas em
frascos contendo o conservante bactericida bronopol (2-bromo-2-nitropropane-1,3-diol),
colocadas em caixa térmica a temperatura de 4 °C e enviadas a um Laboratério
pertencente & Rede Brasileira de Qualidade do Leite (Servigo de analises de Rebanhos
Leiteiros da Universidade de Passo Fundo - SARLE — UPF). No laboratério a CCS foi
determinada por citometria de fluxo com o aparelho Somacount 300™ (Bentley
Instruments Inc. Chasca, MN, USA).

Para o isolamento bacteriano uma amostra de 15 ml de leite do quarto mamario
selecionado foi coletada em frascos plasticos estéreis, antes da ordenha da manha. As
amostras foram identificadas e acondicionadas em caixa térmica com gelo, mantidas

numa temperatura de 4 — 5 °C, posteriormente congeladas a -20 °C e enviadas ao



laboratério para a analise microbiologica (Oliver et al. 2004). Os procedimentos
microbioldgicos utilizados para o diagnostico de mastite seguem o Labotatory Handbook
on Bovine Mastitis (Adkins, 2017) publicado pelo Conselho Nacional de Mastite dos
EUA (National Mastitis Council). No laboratério as amostras foram descongeladas em
temperatura ambiente ou em banho-maria a <37C°. Posteriormente 0,01 ml de leite sera
inoculado na placa de Agar sangue. Ap6s a inoculagdo das amostras as placas foram
incubadas a 37C°. O diagndstico microbiano foi realizado 48 horas apds a incubacdo. As
amostras que apresentaram crescimento de trés ou mais tipos de coldnias, foram

consideradas contaminadas e descartadas.

Paralelamente as coletas de leite realizou-se a avaliacdo das condic¢des da
extremidade dos tetos em todas as vacas que foram incluidas no estudo. Foi avaliada a
severidade da hiperqueratose, por meio de escorre visual, utilizando-se escalade 1 a 4 (1-
extremidade sem formacéo de anel; 2- extremidade com pequena formacao de anel; 3-
extremidade com formacao de anel rugoso; 4- extremidade com bastante anel rugoso), de

acordo com metodologia descrita por Mein et al., (2001).

O escorre de condicdo corporal (ECC) também foi avaliado. Quando as vacas
eram colocadas na sala da espera, foi realizada a avaliacdo do ECC. Usou-se a escala de
1 -5, sendo 1 vacas extremamente magras e 5 vacas extremamente gordas. A escala foi

guebrada em 0.25 pontos, durante a avaliacdo (Edmondson et al., 1989).

Para avaliar as condicdes de higiene das vacas se usou o escorre de higiene de
Ubere (EHU). Visualmente se avaliou a limpeza do Ubere e pernas das vacas alocadas no
estudo. A pontuacdo usada variou de 1 — 4, sendo 1= auséncia de esterco; 2= pequenos
respingos de esterco 10% da area); 3= 10 — 30% das areas com placas de esterco; 4= >

30% das areas cobertas com esterco (Schreiner e Ruegg, 2003).

O escorre de claudicacdo (EC) também foi avaliado. Apos a ordenha, realizou-se
a avaliacdo visual da locomocéo dos animais, sendo que o EC, variou de 1 — 5. Escorre
1: vaca normal - movimentacdo normal; escorre 2: claudicagéo leve- postura arqueada ao
andar, porem a marcha permanece normal; escorre 3: claudicagdo moderada - postura
arqueada tanto em estacdo quanto andando, marcha irregular com um ou mais membros
afetados; escorre 4: claudicacao - postura arqueada e marcha com um passo de cada vez,
favorecendo um ou mais membros; escorre 5: claudicacdo severa - incapacidade ou

relutdncia extrema para suportar o peso de um ou mais membros (Sprecher et al., 1997).



As vacas que receberam terapia antimicrobiana para alguma doenca durante o
periodo seco ou no pds-parto, foram excluidas do estudo. Para avaliar a ocorréncia de
mastite clinica no periodo seco, observou-se diariamente a glandula mamaria, a fim de
detectar sinais de inflamagdo. Durante a lactacdo, a deteccdo de mastite clinica foi
realizada mediante o teste da caneca de fundo preto, para detectar alteracdes visuais no

leite. Para o diagnostico de mastite subclinica realizou-se o CMT e a CCS.

Andlises estatisticas

Para fins de analises, os dados de CCS foram transformados para escorre de
células somaticas (ECS) pela equacdo[Log2 (CCS/100.000)] + 3] (Shook e Schutz, 1994).
Os dados das analises microbioldgicas das amostras de leite foram agrupados quanto ao
crescimento de patdgenos como negativas (auséncia de crescimento) e positivas

(crescimento de algum agente.

A associacdo entre os tratamentos e o crescimento de patdgenos no leite foi
analisada pelo teste do Qui-quadrado (y?), utilizando-se o procedimento FREQ do pacote
estatistico SAS (versdo 9.3, SAS Institute Inc., Cary, NC).

Os dados de CCS foram submetidos a analise de variancia como medidas repetidas
no tempo, utilizando-se o procedimento MIXED do pacote estatistico SAS, sendo 0s
dados previamente testados para a normalidade de residuos pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. Para a avaliacdo do escorre de células somaticas em funcdo dos tratamentos
modelo estatistico incluiu os efeitos do tratamento (i= IMM ou IMM + parenteral), da
semana pés-parto (j= 1, 2 ou 3), da interacdo entre tratamento e semana e das covariaveis
producdo de leite no dia da secagem e ECS a secagem.

Para a avaliacdo do efeito da perda de condigéo corporal entre a secagem e o final
do periodo experimental sobre 0 ECS pos-parto o modelo estatistico incluiu os efeitos do
tratamento (i= IMM ou IMM + parenteral), da semana pos-parto (j= 1, 2 ou 3), da perda
de condicdo corporal como covariavel e da interacdo entre o tratamento e a mudanca de
condigé&o corporal.

Em todas as analises foi utilizado o nivel de 5% de significancia, considerando-se

como tendéncia o nivel de significancia entre 5 e 10%.



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em ambos os grupos experimentais ocorreu a exclusdo de animais devido a
ocorréncia de doencas clinicas. Dos 31 animais submetidos ao tratamento IMM, 24
chegaram ao final do trabalho (77.41%), havendo 7 exclusdes (2 metrite, 1 tristeza
parasitaria bovina, 1 aborto, 1 luxacdo de patela, 1 cetose clinica e 1 mastite). No grupo
tratado dos 31 animais colocados no estudo, 18 chegaram ao final do experimento
(58.08%), tendo 13 exclusdes (3 metrite, 3 tristeza parasitaria bovina, 1 mastite, 2
deslocamento de abomaso a esquerda, 3 abortos e 1 pneumonia). Pode-se observar uma
alta incidéncia de doencas da secagem até os primeiros 21 dias ap6s o parto, com 22.59%
e 41.95% dos animais acometidos por pelo menos uma doenca no periodo experimental,
tendo que deixar o estudo, para os tratamentos IMM e IMM + parenteral,
respectivamente. O periodo de transicéo, é caracterizado pela alta incidéncia de doencas
metabdlicas e infecciosas (Ingvartsen et al., 2003). Os resultados de doencas clinicas
observadas no presente estudo, sdo muito semelhantes aos observados por Santos et al.,
2010, onde avaliou-se 5719 vacas em sete rebanhos diferentes nos EUA. Foi observado
que 44% das vacas que participaram do estudo, foram acometidas por pelo menos uma
doenca, durante o periodo de transicdo. Em estudo conduzido em vacas a pasto no Brasil,
Daros et al., (2017), observaram uma incidéncia de doencas clinicas de aproximadamente
32%, nos rebanhos avaliados. Os dados da incidéncia de doencas clinicas no periodo de
transicdo dos estudos americanos e brasileiros, ficam muito préximos dos resultados,
encontrados no presente trabalho. Esta alta incidéncia de enfermidades ao redor do parto,
¢ atribuido as alteracdes fisioldgicas que acometem as vacas durante esse periodo.
Depressdo na ingestdo de matéria seca (Hammon et al., 2006), reducdo na concentracao
de IGF-I (Sander et at., 2011), aumento dos AGL (Ster et al., 2012) e baixa nos niveis
séricos de célcio (Martinez et al., 2012) s&o as principais alteragdes no metabolismo dos
animais, que afetam maleficamente a imunidade das vacas leiteiras durante o periodo de

transicéo.

Estes efeitos deletérios das alteracbes metabdlicas no periparto sdo corroborados
pelo fato de que, quando foi incluido no modelo o efeito da mudanca de condi¢éo corporal
entre a secagem das vacas e a terceira semana pds-parto, esta variavel afetou (p=0.0449)
a CCS nas primeiras semanas pos-parto (ECS = 0.0449 -1.8037 * mudanca de ECC), de

modo que a maior perda de ECC esta relacionada com aumento de ECS. N&o houve



interacdo entre os efeitos da perda de ECC e dos tratamentos, indicando que este efeito
independe do tratamento ao qual as vacas foram submetidas. Alguns trabalhos
correlacionam a alta perda de peso no periodo de transicdo, com a maior ocorréncia de
doencas infecciosas. Isso foi visto por Chebel et al., (2018), que observaram uma maior
ocorréncia de doencas uterinas, naquelas vacas que tiveram uma maior perda de ECC.
Além disso, Leelahapongsathon et al., (2016), demostraram que as vacas com uma maior
perda de ECC no pos-parto tiveram maiores taxas de IMM. Segundo Valde et al., (2007)
rebanhos em que as vacas possuem uma alta perda de peso apds o parto, possuem uma
maior incidéncia de casos de mastite durante a lacta¢do. Essa maior incidéncia de doencas
infecciosas, destacando-se a mastite, em vacas que perdem excessiva condi¢éo corporal
no pds-parto, estd associada a reducdo da atividade da mieloperoxidase (Hammon et al.,
2006) e diminuicdo da atividade neutrofilica (Hammon et al., 2006). Por isso, vacas com
perda excessiva de peso, sendo esse em sua grande parte tecido adiposo, possuem
comprometimento da destrui¢do de microorganismos e isso, leva a aumento da incidéncia

de doenca infecciosas (Crookenden et al., 2017).

No momento da secagem, o escorre de células somaticas, a ordem de parto, a
producdo de leite, a taxa de crescimento microbiano, EPT, ECS, EC, ECC e 0 EHU, ndo

se diferiu entre os tratamentos (P > 0,05).

Nas trés coletas pos-parto houve tendéncia (p= 0.0676) de menor ECS nas vacas
submetidas a IMM + parenteral em relacdo as com IMM, com valores médios + erro
padrdo da média (EPM) de 4,32+0,28 para o tratamento IMM e 3,52+0,32 para 0
tratamento IMM + parenteral. Ndo houve interacdo entre tratamento e semana
(P=0,8881). Na Figura 1 estes valores médios de ECS e seus respectivos EPM estdo

representados graficamente ao longo das semanas pos-parto.

Estes resultados demostram que o grupo IMM + parenteral, teve uma baixa mais
acentuada no ECS no pds-parto. Ismail et., al (2018) avaliaram duas associagdes
antimicrobianas com antibioticos injetaveis e IMM, ou somente IMM, observando menor
CCS durante os primeiros 100 DEL nos grupos com politerapia. Bolourchi et al., (1995),
compararam o efeito de associar tilosina parenteral com beta-lactdmicos e
aminoglicosideos pela via IMM. Demostrou-se que a associacao foi mais efetiva na taxa
de cura de agentes contagiosos, em relacao ao tratamento IMM somente, como foi visto
no atual estudo. Conteras et al., (2013), em um estudo de campo, alocou as vacas no

momento da secagem em quatro grupos experimentais: macrolideos sistémicos



associados a beta-lactamicos IMM com selante de tetos, somente beta-lactamicos IMM
com selante de tetos, macrolideos sistémicos com selantes de tetos e por fim, macrolideos
sistémicos sem selantes de tetos. Foi observado uma maior taxa de cura para agentes
Gram + naqueles animais que receberam na secagem o antibiotico IMM com selante de
tetos e parenteral, contribuindo para um ECS menor nas coletas de pos-parto para esse
grupo. Soback et al., 1990, também obteve menor incidéncia de patdgenos isolados no
pés-parto, naquelas vacas que receberam antibidticos sistémicos. Estes dados,
corroboram com os resultados obtidos no presente estudo, onde foi visto, uma maior taxa
de cura para agentes contagiosos, no grupo IMM + Parenteral, contribuindo para um
declinio no ECS, nas coletas do p6s-parto. Além disso, outro dado que colaborou com os
obtidos no presente trabalho, foi a diminui¢do do ECS, nas coletas de p6s-parto, em todos
0s grupos, independente da TVS empregada. Resultados semelhantes foram obtidos por
Pantoja et al., (2009), onde realizou-se a TVS em ambos 0S grupos experimentais e
comparou a CCS no pds-parto inicial e no primeiro controle leiteiro. A média de CCS nas
duas coletas no pds-parto, foi menor em relacdo, a coleta na secagem. Por outro lado,
Erskine et al., (1994) associou hidrocloridrato de oxitetraciclina sistemicamente com
cefapirina benzatina pela via IMM. Nao foi observado, boa eficacia do tratamento, contra
agentes contagiosos. Em contrapartida Musal e lzgur, (2006), compararam o efeito de
uma associacdo sinérgica entre beta-lactamicos IMM e quinolonas via sistémica. Foi
observado, aumento significativo na taxa de cura para agentes contagiosos para 0 grupo
tratado com antibioticos pela via sisttmica e IMM. Portanto, a eficicia da politerapia
depende da associacéo utilizada. A TVS combinada, pode ficar comprometida em alguns
casos, devido a combinagdes antimicrobianas antagonicas, pela pobre difuséo das drogas
na glandula mamaria inflamada, baixa difusdo do antimicrobiano do sangue para o tecido
inflamado e incapacidade de manter uma CIM no local da infec¢éo (Ziv et al., 1980). Em
varios estudos a combinacéo de antibioticos sisttmicos com IMM, tiveram efeito no ECS,
taxa de cura bacteriana e prevencéo de novas infecgdes. No atual, trabalho foi evidenciado
uma menor ECS e reducdo de crescimento microbiano nas vacas que receberam a terapia

combinada no momento da secagem.



Figura 1. Valores médios * erro padrdao da média (EPM) da ECS para os tratamentos nos
momentos de coleta de amostra. Os valores médios no momento da secagem

correspondem a covariavel.
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Na tabela 1, pode ser observado, a porcentagem de animais positivos e negativos
para crescimento de algum tipo de bactéria, de acordo com o tratamento. A porcentagem
de amostras positivas e negativas ndo se diferiu entre 0s grupos experimentais, na
secagem, primeira semana e terceira semana de pds-parto. No momento da secagem o

grupo controle teve 50% de cultura negativa e o grupo tratado 61.15%.

Tabela 1. Porcentagem de animais positivos para crescimento de bacteriano, nos
diferentes periodos do estudo.

Momento % Positivos Valor de P ()
IMM IMM + parenteral

Secagem 50,0 38,9 0,4740

Semana 1 25,0 5,6 0,0943

Semana 2 33,3 5,6 0,0299

Semana 3 33,3 16,7 0,2241




A alta frequéncia de resultados negativos observados no presente estudo,
colaboram com os dados observados por Tomazi et al., (2018), onde 44% das amostras
observadas, apresentou auséncia de crescimento bacteriano. Essa alta incidéncia de
amostras com auséncia de crescimento microbiano é observada também em estudos com
mastite clinica. El Sayed et al., (2017), obteve crescimento variando entre 60 — 70% das
amostras coletadas de vacas com mastite clinica. A maior porcentagem de vacas com
crescimento negativo no presente estudo, pode ser atribuido ao fato, que foi coletado leite
de vacas com mastite subclinica. Além disso, estes animais podem apresentar alta reacdo
no CMT e consequentemente alta CCS, porém com auséncia de IIMM. A presenca de
uma elevada CCS no momento da secagem, com isolamento bacteriano negativo, pode
ter relagcdo com a presenca de células epiteliais da glandula mamaria, j& que a maioria das
vacas tinha DEL acima de 300 dias (Murphy et al., 2016). Em infec¢Ges contagiosas de
origem crénica, pode haver resultados negativos, em razfes da persisténcia da infeccdo
cronica, que reduz a contagem de bactérias vidveis na amostra, levando a resultados falso-
negativos. J& em infeccOes de origem ambiental, o sistema imune é capaz de eliminar 75
a 85% dos agentes causadores de mastite (Ruegg, 2018). A porcentagem de amostras
positivas na segunda semana, foi significativamente menor para o grupo tratado em
relagdo ao grupo controle, como pode ser observado na tabela 1. Na segunda semana apds
0 parto as vacas do grupo IMM + parenteral, apresentaram uma maior porcentagem de
cura bacteriolégica, em relacdo aos animais do grupo controle. Isso demostra um
beneficio, do uso da associa¢do antimicrobiana em termos de cura microbioldgica de
mastite subclinica, quando comparado ao grupo IMM. O beneficio de usar terapia
associativa parece ter melhores resultados em casos de IIMM invasivas, multiplas e
crbnicas onde o tratamento no quarto mamario somente, pode ndo ser suficiente, pois a
droga ndo consegue atingir regides profundas do Ubere (Pyorald, 2009). Nestes casos,
recomenda-se a politerapia. Outros estudos demostram um aumento na taxa de cura para
a TVS combinada ao redor de 25%, quando comparado a TVS IMM somente (Owen et
al., 1997). Além disso, outros trabalhos que compararam a eficacia da terapia IMM com
o tratamento combinado, observou beneficio na taxa de cura de mastite causada por
agentes contagiosos (Steeneveld et al., 2011). Segundo Ismail et., al (2018), o uso de
associacOes sinérgicas entre antibidticos reduz os casos de mastite aguda e cronica nos
primeiros 100 dias de lactagdo, além de diminuir a taxa de descarte involuntario durante

0 periodo seco e primeiros 100 dias em lactacao.



Na tabela 2, pode-se observar os agentes isolados por grupo experimental desde a
secagem, até a ultima coleta no poés-parto. Pode-se observar que a porcentagem de
iIsolamento positivo foi similar entre os tratamentos no momento da secagem. No entanto,
observa-se uma menor identificacdo de agentes nas duas primeiras semanas pds-parto
para o grupo IMM + parenteral.



Tabela 2. NUmero de vacas por agente isolado no momento da secagem e nas trés coletas apds o parto.

Secagem Semana 1 Semana 2 Semana 3

Agente Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado Controle Tratado
Negativo 12 11 18 17 16 17 16 15
Staphylococcus aureus 1 2 1 0 0 0 0 0
Escherichia coli 0 1 0 0 0 1 1 0
SCN 8 3 4 1 7 0 6 3
Corynebacterium bovis 1 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus uberis 2 1 1 0 1 0 1 0




Né&o foi observado efeito do EHU e do EC sobre o0 ECS (P > 0,05).

O EPT afetou 0 ECS (p= 0.036), ndo havendo interacdo entre semana e EPT.
Quanto maior o grau de hiperqueratose, maior foi 0 ECS. Foi observado, que as vacas
com EPT 4 apresentaram ECS maior em relacdo a vacas com EPT 1 ou 2, independente
das semanas (Tabela 3). Os resultados obtidos no presente estudo, corroboram com 0s
achados de Mulei (1999) e Cardozo et al ., (2015), que observaram correlacdo positiva
entre altos EPT e prevaléncia de mastite subclinica. O presente estudo, encontrou uma
relacdo mais acentuada entre EPT 4 com aumento de ECS. Isso colabora com os
resultados observados por Asadpour et al. (2015), os quais ndo observaram aumento da
predisposicdo a IIMM em vacas com EPT 2 e 3. Pantoja et al., (2020) observaram em sua
revisao bibliogréfica, resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo. As
vacas com hiperqueratose severa possuem uma predisposicdo maior a desenvolver [IMM
tanto por patégenos ambientais, quanto contagiosos. Parece, que vacas com EPT
intermédios ndo possuem relacdo importante com CCS elevada e incidéncia de mastite

clinica.

Tabela 3 - Média dos quadrados-minimos + erro-padrdo da média do Escorre de Células

Sométicas (ECS) em funcéo do Escorre de ponta de tetos (EPT)*

EPT ECS
1 3,6792+ 0,3188 b
2 3,6875+ 0,3304 b
3 4,3885+ 0,7241 ab
4 6,2723+ 0,6506 a

*médias seguidas de letras diferentes diferem pelo Teste de Tukey (P < 0,05)

7 CONCLUSAO

Vacas com mastite subclinica na secagem submetidas a associacdo entre
antibiotico IMM com sistémico tendem a apresentar menor ECS e reducéo de crescimento
bacteriano no p6s-parto. Mais estudos sdo necessarios para confirmar este efeito. A perda
de condicdo corporal entre a secagem e as primeiras semanas p0s-parto, assim como

quadros de hiperqueratose severa, provocam aumento do ECS no pés parto.
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