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RESUMO

EFEITO DO USO DE UM SELANTE INTERNO DE TETOS NA PROFILAXIA DE
NOVAS INFECCOES INTRAMAMARIAS DURANTE O PERIODO SECO E NO
POS-PARTO

Este é o primeiro estudo desenvolvido no Brasil para demonstrar a eficacia de um
selante interno de tetos na protegcdo de quartos mamarios contra infecgoes
intramamarias (lIM). O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de um selante interno
de tetos a base de subnitrato de bismuto na profilaxia de novas |IM adquiridas
durante o periodo seco, a taxa de cura neste periodo e o numero de |IM durante as
trés primeiras semanas apos o parto. Foram observados os efeitos deste selante
interno de tetos quando usado isoladamente ou quando em associacdo com um
antibidtico intramamario para vacas secas a base de gentamicina e compararam-se
estes efeitos com os do mesmo antibidtico utilizado isoladamente. A selecao dos
animais foi baseada no “California Mastitis Test” (CMT) e andlise microbiol6gica de
amostras de leite de cada quarto mamario. Foram analisados dois grupos: G1,
quartos livres de IIM (n=215) e G2, com infecgdo intramamaria (n=105). Foram
coletadas amostras de leite de 320 quartos mamarios (80 vacas, seis granjas
leiteiras) em quatro ocasides: sete dias antes da secagem, a secagem, oito e 21 dias
pds-parto. Todas as amostras foram analisadas por CMT e cultura microbiolégica.
No momento da secagem, exatamente apods a Ultima ordenha, um quarto foi
infundido com o selante interno de tetos (T1, n= 80 quartos), um quarto foi infundido
com o antibidtico para vaca seca a base de gentamicina e o selante interno de tetos
(T2, n= 80 quartos), e dois quartos ipsilaterais foram infundidos somente com o
antibiético (T3, n= 160). A analise estatistica (Teste Exato de Fischer, P>0,05)
indicou que nao houve diferenga entre a ocorréncia de mastite clinica no pos-parto
entre T1 (1,25%, 1 quarto), T2 (0%) ou T3 (1,8%, 3 quartos). Ndo houve ocorréncia
de mastite clinica durante o periodo seco e no poés-parto imediato. A andlise dos
dados do grupo G1 indicou ndo haver diferenca estatistica na incidéncia de novas
[IM entre os trés tratamentos aos oito dias pos-parto (T1=1,8%, 1 quarto; T2=0%;
T3=1,85%, 2 quartos); bem como aos 21 dias pés-parto (T1=5,35%, 3 quartos;
T2=1,96%, 1 quarto; T3=9,25%, 10 quartos). No grupo G2, também nao houve
diferenca estatistica na incidéncia de IIM entre os tratamentos aos oito dias pos-
parto (T1=8,3%, 2 quartos; T2=3,4%, 1 quarto; T3=7,7%, 4 quartos); e nem aos 21
dias po6s-parto (T1=16,6%, 4 quartos; T2=10,3%, 3 quartos; T3=19,2%, 10 quartos).
A taxa de cura do G2 no periodo seco nao foi significantemente diferente entre T1
(87,5%), T2 (93,1%) e T3 (90,4%). Estes dados indicam que ndo houve diferenca
significativa entre 0 uso de um antibiético para vaca seca e o selante interno de tetos
na incidéncia de infecgdes intramamarias, nas condi¢ges deste estudo. Também néo
houve beneficio aparente na aplicagao simultdnea do selante e do antibidtico.

PALAVRAS-CHAVE: terapia em vaca seca, selante interno de tetos, infeccao
intramamaria, mastite



ABSTRACT

PROPHYLAXIS OF NEW INTRAMAMMARY INFECTIONS DURING THE DRY AND
EARLY LACTATION PERIODS BY THE USE OF AN INTERNAL TEAT SEALANT

This is the first controlled study to demonstrate the efficacy of an internal bismuth
subnitrate teat sealant in protecting quarters against IMI, under Brazilian field
conditions. The objectives of this study were to determine the efficacy of an internal
dry period teat sealant containing bismuth subnitrate, when used alone or in
association with a dry cow antibiotic ~ (gentamicin), and in comparison with the
infusion with the dry cow antibiotic alone. It was assessed the number of new
intramammary infections (IMI) acquired during the dry period, the dry period cure rate
and the number of IMI during the three first weeks after calving. Selection of animals
was based on the California Mastitis Test (CMT) and bacteriological culture data.
Two groups were analyzed: G1, free of IMI (n=215 quarters) and G2, not free of IMI
(n=105 quarters). Milk samples were taken from 320 quarters (80 cows, six herds) on
four occasions: seven days before dry off, at dry off, seven days after calving and 21
days after calving. All the samples were analyzed by the CMT and bacteriological
culture. Immediately after the last milking, one quarter was infused with a teat
sealant (T1, n= 80 quarters), one quarter was infused with teat sealant plus a dry cow
therapy antibiotic (gentamicin) (T2, n=80), and two contralateral quarters were
infused with gentamicin only (T3, n=160). Data analysis (Fischer's Exact Test)
indicated that there was no statistical difference in the occurrence of post-calving
clinical mastitis among T1 (0,43%, 1 quarter), T2 (0%) or T3 (1,3%, 3 quarters).
There was no occurrence of clinical mastitis during the dry period. Analysis of the
data in the group free of IMI at drying off showed no statistical differences in the
incidence of new IMI in the three groups at 8 days after calving (T1=1,8%, 1 quarter;
T2=0%; T3=1,85%, 2 quarters); and neither 21 days after calving (T1=5,35%, 3
quarters; T2=1,96%, 1 quarter; T3=9,25%, 10 quarters). In the group with IMI at dry
off, there were no statistical differences in the incidence of IMI between the quarters
at 7 days after calving (T1=8,3%, 2 quarters; T2=3,4%, 1 quarter; T3=7,7%, 4
quarters); neither 21 days after calving (T1=16,6%, 4 quarters; T2=10,3%, 3
quarters; T3=19,2%, 10 quarters). The dry period cure rate in the G2 group was not
significantly different among T1 (87,5%), T2 (93,1%) and T3 (90,4%). These findings
demonstrate that there were no significant differences between the use of a dry cow
antibiotic or a teat sealant at dry-off on IMI, under the conditions of this study.
Furthermore, there was no apparent benefit with the simultaneous application of the
teat sealant and a dry cow antibiotic.

KEY WORDS: dry cow therapy, internal teat sealant, intramammary infection,
mastitis
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1. INTRODUCAO

A importancia do periodo seco nos programas de manejo da saude do
Ubere ja foi bem documentada, assim como a epidemiologia das infec¢des
intramamarias que ocorrem neste periodo (BRADLEY, GREEN e HUXLEY, 2002;
DINGWELL et al., 2002; DINGWELL, KELTON e LESLIE, 2003; ERSKINE, 20083;
GREEN et al., 2002; HILLERTON e BERRY, 2005; LESLIE e DINGWELL, 2003;
NICKERSON et al., 1990; SMITH, TODHUNTER e SCHOENBERGER, 1985b;
SORDILLO, SHAFERWEAVER e DEROSA, 1997; SORDILLO e STREICHER,

2002; TIMMS, 2004).

A transmissao de agentes patogénicos para a glandula mamaria € muito
comum no inicio e no final do periodo seco. Esta transmissdo ocorre
principalmente durante as trés primeiras semanas deste periodo, e nos dez dias
anteriores ao parto. Foi demonstrado que o canal do teto permanece aberto apos
a secagem por um periodo maior do que se acreditava (WILLIAMSON,
WOOLFORD e DAY, 1995; LIM e LESLIE, 2002). Assim, seis semanas apos a
secagem, 24% das vacas ainda tém canais do teto abertos, facilitando a entrada
de bactérias. O tratamento atualmente mais preconizado para tentar contornar
este problema é o uso de antibidticos (GREEN et al., 2002; BERRY e

HILLERTON, 2002a; HASSAN et al., 1999; LESLIE, 2004; SMITH, TODHUNTER

11
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e SCHOENBERGER, 1985). Entretanto, o tratamento com antibi6ticos é eficaz
no primeiro destes periodos, mas nao alcanca os dez dias anteriores ao parto
(DINGWELL, KELTON e LESLIE, 2003). Além disso, o uso de antibiéticos em
animais sem infeccado anterior pode estimular desnecessariamente a resisténcia

bacteriana (HILLERTON e BERRY, 2005).

O selante interno de tetos (SIT) é aplicado em vacas leiteiras no momento da
secagem, para selagem do canal do teto, em um mecanismo que mimetiza o
mecanismo fisioldgico de fechamento deste canal. O produto cria entdo um tampao,
bloqueando o canal do teto e impedindo assim a entrada de microrganismos na
glandula maméria durante o periodo seco, auxiliando o controle da mastite
(O’ROURKE, 2005). Nao se constitui em um tratamento de infec¢des pré-existentes,
nem trata infecgdes novas. Sua agdo € puramente mecanica, ndo tendo efeito

terapéutico (O’ROURKE, 2005).

O SIT demonstrou fornecer uma alternativa segura para o uso de antibiéticos
na terapia da vaca seca. Quando usado isoladamente, o SIT tem demonstrado ser
tdo efetivo quanto um antibiético de longa acdo em controlar o nivel de novas
infecgdes durante o periodo seco. (BERRY e HILLERTON, 2002a e 2002b; HUXLEY

et al., 2002).

Busca-se assim um tratamento alternativo ao uso de antibidticos,
preconizando a profilaxia da mastite de uma maneira mais natural, evitando o uso

desnecessario de antibidticos e o conseqliente desenvolvimento de resisténcia.

Considerando a profilaxia de infec¢gées intramamarias durante o periodo seco

e no pés-parto, destacam-se os objetivos deste estudo:

- Testar a eficacia de um selante interno de tetos;
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- Comparar a eficacia de um selante interno de tetos quando utilizado

isoladamente ou quando utilizado em associagcdo com um antibiético;

- Comparar a eficacia do selante usado isoladamente ou em associagéao a

um antibiotico, com a eficacia do antibiético quando utilizado isoladamente.

Dessa forma, este é o primeiro estudo desenvolvido no Brasil com o

objetivo de investigar os efeitos de um selante interno de tetos.

Hipéteses:

O selante interno de tetos é tao eficaz na prevencado de novas infeccoes

intramamarias durante o periodo seco e no pés-parto quanto um antibiético.

O selante interno de tetos € tao eficaz na prevencédo de novas infecgbes
intramamarias durante o periodo seco e no pés-parto quando utilizado isoladamente

como quando utilizado em associagdo com um antibiético.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MASTITE

A mastite continua sendo um dos maiores problemas encontrados pela
industria leiteira, sendo a doenga mais importante do rebanho leiteiro sob o ponto de
vista econémico (BRADLEY, 2002; CRAVEN, 1987), a despeito de todos os avangos

tecnolégicos no setor (BOOTH, 1997; FETROW et al., 2000).

A mastite é o processo inflamatério da glandula mamaria que afeta, qualitativa
e quantitativamente, a producdo de leite. Observa-se um menor teor de lactose,
caseina, gordura, calcio e fésforo e um aumento nas imunoglobulinas, cloretos e
lipases, sendo a ultima responsavel pela rancificacao do leite. Com estas alteragoes,
o leite pode tornar-se improprio para o consumo e para a producao de derivados

(COSTA, 1998).

A mastite subclinica é considerada o tipo de mastite mais importante sob o
ponto de vista econdmico devido aos efeitos a longo prazo dos processos cronicos
(OTT, 1999). Ela afeta de 10 a 15% do rebanho, produzindo aumento na Contagem
de Células Somadticas (CCS), reduzindo a producado leiteira e, principalmente,
reduzindo o valor nutritivo e monetério do leite (BARBANO, 2004). A prevaléncia
deste tipo de infeccdo representa um significante risco para os animais nao

infectados (HILLERTON e BERRY, 2005).
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Em um levantamento realizado nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais, o
indice de mastite clinica foi de 17,45% e de 46% para a mastite subclinica. De todos
0s animais examinados, 72% apresentaram pelo menos um quarto afetado (COSTA

et al., 1995).

Mais de 137 microrganismos (entre espécies, subespécies e sorovariedades)
ja foram identificados como agentes causais da mastite bovina, incluindo virus,
bactérias, micoplasmas, leveduras e algas (WATTS, 1988). Embora 20 a 30% das
mastites sejam de etiologia desconhecida (WELLENBERG, VAN DER POEL e VAN
ORSCHOT, 2002), acredita-se que geralmente estas sejam de origem bacteriana,

tanto contagiosa quanto ambiental.

As formas contagiosas sao causadas por organismos como Staphylococcus
aureus, Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus. agalactiae, as quais sao
adaptadas a sobrevivéncia no Ubere, causando principalmente infeccoées subclinicas
(FOX et al., 1995; BRADLEY e GREEN, 2001). As formas ambientais sdo causadas
por Streptococcus uberis ou enterobactérias como Escherichia coli, as quais nao
sdo bem adaptadas a sobreviver no Ubere e entdo se multiplicam rapidamente,
evocando uma resposta inflamatéria rapida que as elimina (SMITH, TODHUNTER e
SCHOENBERGER, 1985a e 1985b; BRADLEY, 2002). Estas podem infectar a
glandula mamaria através do solo, equipamentos de ordenha, instalagbes, entre

outros (SANDOHOLM, KAARTNEN e PYORALA, 1990).

A introducéao do “Plano dos Cinco Pontos” desenvolvido inicialmente no Reino
Unido (SMITH et al., 1967), possibilitou algum sucesso no controle da mastite clinica
e subclinica (BERRY, 2002; BERRY e HILLERTON, 2002a e 2002b). Este plano
sugeria que o controle da doenga poderia ser alcangado adotando-se cinco

estratégias: 1.Rotina de manutengdo das ordenhadeiras; 2.Desinfeccao dos tetos
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apos a ordenha; 3.Rapida identificacdo e tratamento dos casos clinicos; 4.Rotina da
secagem de todas as vacas com uso de antibidticos; 5.Exclusdao das vacas
cronicamente infectadas. A partir de entdo, obteve-se sucesso na reducdo da
incidéncia da doengca e da prevaléncia da infeccdo da glandula mamaria,
principalmente nos paises mais desenvolvidos (HILLERTON e BERRY, 2005). A
partir do estabelecimento deste manejo, iniciou-se uma mudanga na etiologia das
infecgdes intramamarias, com redugdo das mastites contagiosas através do uso da
antibioticoterapia terapéutica e profilatica. Um dos principais passos para este
progresso foi 0 uso do tratamento profilatico com antibiéticos intramamarios no final

de cada lactacao (HILLERTON e BERRY, 2005).

Alguns dados sugerem que a freqiéncia de mastite por patégenos ambientais
ou por patdogenos menores como alguns estafilococos coagulase-negativos e
Corynebacterium  bovis esta aumentando rapidamente. Infecgcbes com
Streptococcus, Klebsiella, e Enterobacter ocorrem mais freqientemente no inicio do
periodo seco, enquanto que infecgbes por E. coli tendem a ocorrer imediatamente
antes ou apos o parto (SMITH, TODHUNTER e SCHOENBERGER, 1985a e 1985b;

SCHUKKEN et al., 1989; MYLLYS et al., 1998).

2.2 MECANISMOS DE DEFESA DA GLANDULA MAMARIA

A defesa da glandula mamaria bovina € mediada por uma variedade de
mecanismos especificos e ndo-especificos que atuam sozinhos ou em conjunto para
proteger o Ubere de infeccbes. Com poucas excegdes, 0S microrganismos
geralmente penetram na glandula mamaria através do canal do teto; as
propriedades inerentes a este, que atuam no sentido de impedir a entrada destes

microrganismos, constituem a vanguarda de defesa do Ubere. Os microrganismos
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que conseguem ultrapassar a barreira do teto sao confrontados por sistemas
humorais e celulares de defesa. A falha dos sistemas de defesa pré-existentes da
glandula mamaria normal em eliminar a infeccdo nos seus estagios iniciais é
caracterizada por uma resposta inflamatéria com consequente influxo de proteinas
séricas e células inflamatorias. Na fase aguda, as células polimorfonucleares migram
dos capilares para o sistema de ductos lacteos. Se a infeccdo nao € debelada pela
atividade fagocitica destas células, inicia-se o processo cronico de infecgcéao

(CRAVEN e WILLIAMS, 1985).

As Ultimas trés décadas consolidaram a informacdo de que a glandula
mamaria estd mais suscetivel a infecgdes durante os 10 primeiros dias e as duas
tltimas semanas do periodo seco, e que a maioria das mastites clinicas no pos-
parto resultam disto (BURTON et al., 2001; ERSKINE, 2003; NICKERSON et al.,
1990; SORDILLO et al.,, 1997; TIMMS, 2004). Alguns fatores que afetam esta
susceptibilidade é a producao leiteira no momento da secagem, rapidez da involugéao
do Ubere, condicdo e nivel de contaminagdo dos tetos (DINGWELL et al., 2003a;
LAEVENS et al.,, 1997; OLIVER e SORDILLO, 1988; SHELDRAKE, HOARE e
MCGREGOR, 1983; WILLIANSON, WOOLFORD e DAY, 1995). Alguns autores
descrevem ainda que as maiores razdes para este aumento da susceptibilidade do
periodo pré-parto incluem: a) o leite vai se acumulando em elevadas quantidades,
levando a distensdo do teto e do ubere, encurtando o teto e favorecendo a
penetracdo de microrganismos. b) o leite € rico em sélidos, e sua retengdo na
glandula e sua temperatura fazem-no um grande incubador, e c) embora as células
somaticas (imunidade local) estejam em niveis altos, estdo ocupadas na fagocitose
dos componentes do préprio leite € ndo estado eficientes na agdo contra as bactérias

(ERSKINE et al., 2004; NICKERSON et al., 1990; SORDILLO et al., 1997).
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Constatou-se que novas infeccées durante o periodo seco ocorrem em uma taxa 10
vezes maior que novas infeccdes durante a lactacdo. Entretanto, a mastite clinica é
rara durante este periodo (CRISPIE et al., 2004); ha entdo um alto risco de casos

subclinicos que poderao se tornar clinicos apés o parto (GREEN et al., 2002).

Estudos demonstraram que a glandula mamaria € altamente suscetivel a
novas infecgdes durante as transicdes da lactacao para a involucéao e desta, para a
colostrogénese (BURTON e ERSKINE, 2003; DUTT, EBERHART e WILSON, 1986;
NICKERSON, 1989; OLIVER e SORDILLO, 1988). Esta afirmacdo pode ser
explicada pela relagdo citrato: lactoferrina que esta elevada durante a
colostrogénese, havendo uma maior quantidade de citrato que serve de substrato
para o crescimento bacteriano; além disso, a capacidade fagocitaria est4 deprimida
devido a grande quantidade de gordura que inibe a acédo dos leucdcitos

(FAGUNDES, 2003; BRADLEY e GREEN, 2004).

Em nivel de quartos individuais, os principais fatores afetando a
susceptibilidade da glandula mamaria a infeccbes sao as populacdes bacterianas
presentes na extremidade do teto (OLIVER e SORDILLO, 1988) e a integridade
desta extremidade quanto a lesbes e hiperqueratose, assim como tempo de
formacédo do tampao de queratina. Nas vacas secas, um tampao de queratina se
forma naturalmente no canal do teto apds a secagem, e este é o processo fisioldgico
através do qual o canal do teto permanece fechado durante o periodo seco e
parece ser o maior mecanismo de defesa da glandula mamaria contra infec¢des
neste periodo (WILLIAMSON, WOOLFORD e DAY, 1995; ERSKINE, 20083;

DINGWELL et al.; 2003b).

A taxa de formagdo do tampado de queratina nos tetos ndo tem sido

extensivamente estudada. Em estudos histologicos usando fragmentos de tetos, a
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formacdo dos tampdes de queratina foi observada em torno do 16° dia apds a
secagem. Um destes estudos, realizado na Nova Zelandia, documentou a taxa de
formacdo natural, e a influéncia do fechamento do canal em novas infeccoes

intramamarias(lIM) (WILLIAMSON, WOOLFORD e DAY, 1995).

Ha descricbes de que a taxa de oclusao do canal do teto apos a secagem
varia grandemente de vaca para vaca, com 50% dos tetos permanecendo “abertos”
10 dias apo6s a secagem (WILLIAMSON, WOOLFORD e DAY, 1995). No final de
seis semanas, 23,4% dos tetos ainda estao abertos (LIM e LESLIE, 2002), o que
pode levar a um aumento de novas infecgdes, com 97% das mastites clinicas no
periodo seco ocorrendo nos quartos abertos (WILLIAMSON, WOOLFORD e DAY,

1995).

Outros estudos sob a involugdo do canal do teto (COMALLI et al., 1984)
indicaram que o canal se fechou por uma massa soélida de queratina ao redor de 30
dias ou mais, embora isto tenha ocorrido ja aos 16 dias em alguns animais. Neste
mesmo estudo, coldnias bacterianas foram observadas aderidas a massa de
queratina em alguns tetos, confirmando a funcao de protecao do tampao. Alguns
autores afirmam que o tampao de queratina ndo consiste exclusivamente em uma
barreira fisica, mas que a presengca de acidos graxos esterificados e nao
esterificados na queratina é fator inibitério para o crescimento de bactérias (HOGAN,

PANKEY e DUTHIE, 1987; HOGAN et al., 1988).

2.3 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Ao pensar na selecdo de tratamentos ou medidas preventivas para as

infecgdes intramamarias no periodo seco, deve-se partir da formagdo do quadro
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epidemiolégico da propriedade, reunindo a maior quantidade possivel de dados
disponiveis, compondo assim um quadro de evidéncias que possa auxiliar na
selecdo do produto a ser utilizado (THURMOND, 1993). A contagem de células
somaticas (CCS) do tanque de expansao da propriedade pode fornecer informacdes
quanto a ocorréncia de mastite subclinica, enquanto os sintomas caracteristicos de
mastite clinica sdo indicadores da sua ocorréncia. E importante conhecer os
patégenos envolvidos em mastites subclinicas na propriedade (RUEGG, 2003).
Amostragens de casos clinicos no inicio da lacta¢cdo dardo um indicador da causa de
novas |IM durante o periodo seco, e amostragens de casos de recidivas no final da
lactacdo sao Uteis para indicar quais patdgenos podem estar envolvidos nas

infecgdes subclinicas na secagem (THURMOND, 1993).

O “California Mastitis Test” (CMT) € um dos testes mais correntemente
utilizados para triagem dos animais com mastite subclinica. E um procedimento
pratico, de facil execucao e o resultado é rapido, além de apresentar um baixo custo

(DINGWELL et al., 2003b; MARSHALL, EDMONDSON e STEVENS, 1993).

Ainda que a terapia da vaca seca seletiva possa ser utilizada, e sejam
selecionadas somente as vacas que apresentem |IM no momento da secagem
(SCHUKKEN, VANVLIET e VANDEGEER, 1993; RINDISING, RODEWALD e
SMITH, 1978), deve-se considerar o risco de novas infecgbes durante o periodo
seco (PYORALA, 2002). Com este objetivo, o selante de tetos (ST) fornece uma

medida auxiliar atrativa tanto para a terapia da vaca seca padréo ou seletiva.

2.4 TERAPIA DA VACA SECA
As infeccdes do periodo seco podem persistir da ultima lactacao ou podem

ser consequéncia de infeccbes adquiridas durante o proprio periodo seco. Além
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disso, novas infeccdes durante o periodo seco ocorrem em uma taxa 10 vezes maior
que novas infeccbes durante a lactacao (CRAVEN e WILLIAMS, 1985), e embora a
mastite clinica seja rara durante o periodo seco, hd um alto risco de casos
subclinicos tornarem-se clinicos apos o parto (GREEN et al., 2002).

A terapia da vaca seca € preconizada por varios autores, como Parkinson,
Vermunt e Merral (2000), que verificaram uma eficiéncia de 100% na prevengao das
infeccbes durante o periodo seco ao utilizarem trés tipos de antibiéticos
administrados em 493 vacas.

Muitas investigacoes tém demonstrado que a incidéncia de novas infecgdes
intramamarias (IIM) aumenta quando vacas secas nao infectadas deixam de ser
tratadas. Isto demonstra que o tratamento com antibiéticos é necessario durante o
periodo seco, exceto que novas alternativas sejam desenvolvidas (BERRY, 2002;

BERRY e HILLERTON, 2002a; RUEGG, 2005).

Com o uso de antibidticos na terapia da vaca seca, o objetivo é alcangar altas
concentragcbes de antibidtico no Ubere, resultando em uma rapida eliminagdo de
patdégenos existentes, seguido por um periodo prolongado de liberagdo do antibidtico
para prevenir novas IIM (GREEN et al., 2002). As formula¢des para vacas secas,
usando doses mais elevadas de antibiéticos em meios mais oleosos ou em veiculos
de depodsito, sdo projetados para a producdao de intervalos prolongados de

concentracdes antibidticas efetivas (SMITH e HOGAN, 1993).

A funcao primaria da terapia da vaca seca era o tratamento de |[IM existentes,
entretanto mais recentemente passou a ser a prevencgao de novas IIM (HASSAN et
al., 1999; BERRY e HILLERTON, 2002a e 2002b; LESLIE, 2004), assim como
cresceu a preocupacdo quanto ao desenvolvimento de estratégias mais voltadas

para a prevencao das IIM adquiridas no pré-parto, periodo em que esta terapia nao
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tem se mostrado eficaz. Como os antibi6ticos atualmente disponiveis para uso em
vacas secas nao persistem completamente por todo o periodo seco (DINGWELL,
KELTON e LESLIE, 2003), a terapia com antibidticos a secagem nao é efetiva na
prevengado de novas IIM que ocorrem préximo ao parto; e tratamentos multiplos de
antibiéticos para vacas nao-lactantes durante o periodo seco ndo aumentam a

efetividade do tratamento (NICKERSON, 1998).

O manejo estratégico de secagem precisa considerar os riscos de infeccao
durante todo o periodo desde a ultima ordenha de uma lactagdo a primeira da
proxima lactagdo (SMITH, TODHUNTER e SCHOENBERGER, 1985a e 1985b;
SCHUKKEN et al., 1989; MYLLYS et al., 1998). O efeito da antibioticoterapia pode
ser notado somente no inicio do periodo seco (SMITH, TODHUNTER e
SCHOENBERGER, 1985a). Baseado neste conhecimento ha a necessidade do
desenvolvimento de manejos estratégicos para garantir protecdo para o Ubere

durante o periodo pré-parto.

2.5 IMPLICAGOES DO USO DA ANTIBIOTICOTERAPIA

Embora altamente efetiva, apesar de nao alcancar o final do periodo seco
com a concentracdo inibitoria minima (BRADLEY e GREEN, 2004), a
antibioticoterapia da vaca seca tem ainda algumas desvantagens, como a presenca
de residuos no leite na ocasido do parto das vacas tratadas (CRAVEN, 1987;
COELHO, 2003; FAGUNDES, 2003). Adicionalmente, ha muita inquietacao sobre o
uso excessivo e indiscriminado de antibidticos, e como isto pode contribuir para o
aumento alarmante da resisténcia aos antibiéticos que muitos organismos tém
desenvolvido (CRISPIE et al., 2004; HILLERTON e BERRY, 2005), embora muitos

autores discordem deste fato (ERSKINE et al., 2004; MACKIE et al., 1988;
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MAKOVEC e RUEGG, 2003).

Residuos de antibidticos tém uma influéncia sobre as propriedades
tecnolégicas do leite usado para a fabricagdo de derivados lacteos, além de serem
téxica ou imunologicamente significantes para o consumidor (SCHAELLIBAUM,
2000). A era do aumento da consciéncia do consumidor, e também da alimentacao
segura, instiga a busca na reducdo do uso de antibidticos na cadeia alimentar,

particularmente o uso profilatico.

Limitar o tratamento as vacas infectadas ou aos quartos infectados (terapia
seletiva da vaca seca), € um dos métodos através dos quais o0 uso de antibiéticos
tem sido reduzido (BROWNING et al., 1990). Alguns pesquisadores afirmam que a
taxa de cura obtida com o uso de antibiéticos na terapia da vaca seca é alta
(BRADLEY e GREEN, 2004), e que este continua sendo a melhor alternativa até que

outras surjam.

Além da eliminagao dos fatores predisponentes que causam mastite, o uso de
antibiéticos para a prevengao e tratamento de infec¢des intramamarias € a maior
ferramenta para o controle da doenca (SCHAELLIBAUM, 2000). O vasto e nem
sempre controlado e justificado uso de antibioticos para tratamento intramamario ou
parenteral aumenta os riscos de ocorréncia de residuos no leite (SCHAELLIBAUM,
2000). Estes fatos levam a conclusao da necessidade de uma reavaliagdo dos
tratamentos utilizados e da essencialidade do desenvolvimento de novas alternativas

para a profilaxia de novas infecgcbes intramamarias no periodo seco.

2.6 SELANTES EXTERNOS DE TETOS

Alguns autores indicam o uso de selantes externos de tetos na redugao de
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novas infeccées intramamarias no periodo seco (TIMMS, 1997 e 2000; LESLIE et
al.,, 1999; LIM et al., 2000). Quando aplicados, estes produtos atuam formando um
envoltério de latex, acrilico ou outro filme baseado em polimeros, que recobre o teto
evitando a penetracdo de bactérias no canal do teto. Timms (1997) descreve que
um produto persistiu por mais de 3 dias em 98% dos tetos e que a reaplicacao
periddica implicaria na reducao de 68% de novas infecgdes intramamarias ao parto.
Acuna et al. (2005c) descreve um estudo com uso de selante externo com sucesso

na prevencgao de novas IIM no periodo seco e pos-parto em novilhas.

Entretanto, os selantes externos de tetos ja demonstraram nao ser efetivos
como um tratamento a longo periodo (LESLIE et al., 1999; HEMLING et al., 2000).
Um estudo conduzido por Corbellini et al. (2002) comparou a incidéncia de novas |IM
em vacas tratadas com um selante externo e um grupo controle. Os autores
concluiram que o selante externo foi eficiente na prevencao de mastites ambientais,
mas nao das contagiosas. Além disso, os autores citam que a persisténcia do
produto nos dias 4 e 5 apds a colocacao foi de 50%, havendo a necessidade da
reaplicagéo, o que poderia inviabilizar o manejo (CORBELLINI et al., 2002). Estes
dados concordam com as afirmagdes de outros autores, de que o produto tem uma
durabilidade limitada e requer reaplicagdes (ACUNA, 2005a; HEMLING, 2000;

TIMMS, 1997).

Um dos maiores aspectos considerados nos selantes externos € a sua
capacidade de aderéncia. Foram observados varios tempos de aderéncia, e a partir
de 24 horas da aplicagdo, 42% dos quartos apresentaram evidéncias de
descamacdo do selante (FARNSWORTH, WYMAN e HAWKINSON, 1980;
MATTHEWS et al., 1988). Estudos dos fatores de risco afetando a aderéncia foram

descritos recentemente (CREASEY et al.,, 2002; LIM et al.,, 2000). Estudos
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preliminares demonstraram que alteragdes anatébmicas e lesbes no teto podem
afetar a aderéncia dos selantes externos (LESLIE et al., 1999). Mas é justamente no
trabalho extra gerado pela necessidade de freqUentes reaplicacdes que os selantes
externos tém seu uso limitado. Estudos realizados na Nova Zelandia e na Australia
recomendam seu uso e justificam a necessidade de reaplicagdo como um beneficio
para um maior acompanhamento e controle das vacas secas, embora isto ndo seja
pratico ou econémico a nivel de campo (HASSAN et al., 1999; WOOLFORD et al.,
1998)

Pesquisas sobre produtos de latex demonstraram que o numero de novas [IM
no parto, em quartos que foram imersos em um produto germicida contendo latex,
foi semelhante ao dos controles onde ndo se fazia a imerséo, sugerindo néo haver
qualquer beneficio na imerséo dos tetos antes do parto; fato também constatado na
imersao dos tetos em produtos de latex durante os primeiros e os ultimos sete dias

do periodo seco (PHILPOT e NICKERSON, 2002).

Acuna et al. (2005a, 2005c) descreve algumas desvantagens no seu uso,
como os erros de aplicacao por falhas do pessoal encarregado da tarefa, assim
como leve ressecamento dos tetos nos periodos quentes e secos. Afirma
persistirem as vantagens na reducao do risco de mastites causadas por patégenos
ambientais (Streptococcus uberis e coliformes) no final do periodo seco e inicio da
lactagéo, desde que haja a reaplicagédo a cada trés dias.

Ao comparar os selantes externos aos internos, alguns autores afirmam que
ambos os tipos de selantes parecem prover substancial beneficio quando
adequadamente usados, e sdo uma boa alternativa no controle da mastite em vacas
secas. Os selantes diferem na forma fisica, método de aplicacao, custo e fatores de

risco associados com o uso inadequado (BATHINA, JANOWICZ e HEMLING, 2004)
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2.7 SELANTES INTERNOS DE TETOS

Os selantes internos formulados com subnitrato de bismuto foram
primeiramente testados na Irlanda, em 1976 (MEANEY, 1976 e 1977), com objetivo
de reduzir as IIM no periodo seco. Mais recentemente, produtos semelhantes vém
sido testados em todo o mundo (ACUNA et al., 2005b; BERRY e HILLERTON,
2002a e 2002b ; COOK et al., 2004; DINGWELL et al., 2003a; HUXLEY et al., 2002;
GODDEN et al., 2003; SANFORD et al., 2004; O’'ROURKE, 2005; WOOLFORD et

al., 1998)

O selante interno de tetos (SIT) consiste em um sal inorgénico pesado
(subnitrato de bismuto) em uma base de parafina (DINGWELL, KELTON e LESLIE,
2003). Os selantes internos sdo compostos inertes, e o bismuto ja € 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 tampao de queratina.
Quando infundidos assepticamente logo ap6s a Uultima 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).

Varios estudos recentes comprovam que o selante interno de tetos € eficaz na
prevencdo de novas IIM durante o periodo seco e de mastite clinica durante a
lactacdo seguinte (WOOLFORD et al., 1998; HUXLEY et al., 2002; HUXLEY,

GREEN e BRADLEY, 2004; SANFORD et al., 2004b e 2004c; COOK et al., 2004).

Em alguns estudos, o selante de tetos demonstrou obter sucesso em prevenir
novas infecgées durante o periodo seco tanto em desafios experimentais quanto em
exposicoes naturais em vacas com baixa contagem de células somaticas (MEANEY,

1977; WOOLFORD et al., 1998; HUXLEY et al., 2002), ou com elevada CCS
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(BERRY e HILLERTON, 2002b).

Outros pesquisadores comprovaram que o efeito do uso de um selante
interno de tetos associado com um antibidtico de rotina na terapia da vaca seca,
teve um melhor efeito na reducdo de novas infeccdes intramamarias no periodo
seco quando comparado ao uso exclusivo de antibiético (GODDEN et al., 2003;

ACUNA et al., 2005c).

O selante de tetos (SIT) persiste na cisterna do canal do teto em quantidades
variaveis até o final do periodo seco (pelo menos 100 dias) (WOOLFORD et al.,
1998). O material do SIT é visivel em todos os quartos tratados, apds o parto, com
flocos persistindo por até trés semanas em alguns quartos (BERRY e HILLERTON,
2002b), e é removido pela sucgdo dos bezerros ou na ordenha manual. Embora
alguns bezerros possam ter dificuldades em sugar os tetos tratados, o produto passa
pelo aparelho digestério dos mesmos sem problemas. Pequenos flocos do material
nao chegam a alcancar o tanque de leite se houver filtro (WILLIAMSON, 2001). Apés
passar pelo filtro, o nivel de bismuto no tanque tem sido descrito em 10 partes por
milhdo no primeiro dia da lactacao, declinando para menos de uma parte por milhao
no 52 dia (WOOLFORD et al.,, 1998). O material residual ndo causa nenhum
problema as ordenhadeiras. Para minimizar o material residual no leite, os autores
recomendam ordenhar todos os quartos das vacas recém-paridas para retirar o
selante (usando luvas) e reter o colostro pelas habituais 96 horas (8 ordenhas).

Na Nova Zelandia, uma versao do selante foi testada para avaliar sua
habilidade em prevenir o desenvolvimento de novas |IM durante o periodo seco e de
mastite clinica durante a lactagdo seguinte (WOOLFORD et al., 1998). Quatro
semanas antes da secagem, as vacas foram avaliadas com base na contagem de

células somaticas (CCS) e bacteriologia. Foram selecionadas para o experimento
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somente as vacas com uma CCS <200,000 células/ml e com pelo menos trés
quartos livres de infeccao, resultando num total de 528 vacas. Foi estabelecido um
delineamento estatistico em que a taxa de novas |IM foi comparada entre os quartos
adjacentes de cada vaca. Isto assegurou que os tratamentos fossem avaliados em
cada vaca selecionada para o estudo. Os quartos foram tratados na secagem com
um dos seguintes tratamentos: 505 quartos com o selante de tetos (SIT); 505
quartos com o SIT e antibidtico (cloxacilina 600mg), 528 quartos com antibiotico
(Cefalénio 250mg), e 528 quartos como controle ndo tratado. Em comparagédo ao
grupo controle, os trés grupos testados apresentaram uma consideravel reducao em
novas |IM durante o periodo seco e no pés-parto. Os pesquisadores constataram
neste estudo que a infusdo de um antibiético juntamente ao selante nao representou
uma reducdo maior nas novas IIM; os quartos tratados com antibidtico tiveram
aproximadamente o mesmo nivel de infecgdo no periodo seco e no pds-parto em
comparacao aos outros dois tratamentos. A incidéncia de novas mastites clinicas
nos primeiros dois meses de lactagcdo foi similar nos trés grupos tratados. E
importante destacar que o selante permaneceu no teto por mais de 100 dias no
periodo seco e foi particularmente efetivo em reduzir a incidéncia de infeccao
causada por Streptococcus uberis, o agente causador de mastite predominante na
Nova Zelandia (WOOLFORD et al., 1998). Assim, os autores concluiram que o
selante de tetos era tdo efetivo quanto um antibiotico de longa agdo em prevenir a
mastite tanto durante o periodo seco como durante os primeiros 60 dias da lactagao.

Em um estudo similar, realizado no Reino Unido, Huxley et al. (2002),
compararam um antibidtico para vacas secas contendo cefalosporina com um
selante de tetos. As vacas escolhidas para este estudo ndo apresentavam nenhum

sinal de doenga clinica, tinham todos os quartos funcionais, estavam livres de
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qualquer tratamento com antibiéticos e antiinflamatoérios por pelo menos 30 dias,
apresentavam um nivel de CCS de 200 células/ml e apresentavam histérico de
serem livres de mastite clinica na lactacao precedente. Usando este critério, 605
vacas foram selecionadas para o estudo: destas, 252 foram infundidas com o SIT e
253 com uma preparacao de antibidtico de longa-acao (Cefalénio 250mg). Os
resultados demonstraram que os quartos tratados com o SIT adquiriram
significantemente menos IIM causadas por E. coli, por todas as enterobactérias e
por patdbgenos maiores, combinados por durante todo o periodo seco. Apesar do
namero significantemente maior de novas [IM adquiridas pelas vacas tratadas com o
antibiético, ndo houve aumento significante no desenvolvimento de mastite clinica
nestes quartos nos 100 primeiros dias de lactacdo. Os autores concluiram que, sob
as condicbes do Reino Unido, o selante interno de tetos provou ser tdo efetivo
quanto um antibiético, realcando novamente o potencial desta nova terapia como
uma alternativa efetiva para o tratamento com antibiéticos.

Em outro estudo, a eficacia do SIT em prevenir infeccdo em um desafio
artificial com Streptococcus dysgalactiae foi avaliado por Meaney et al. (dados nao
publicados; apud CRISPIE et al., 2004). Neste estudo, 62 quartos livres de infeccao
em 17 vacas leiteiras foram selecionados na secagem. Apds a ultima ordenha da
lactacdo, 31 quartos foram infundidos com um ST e os restantes 31 foram usados
como controles ndo tratados. Trés dias apdés a infusdo, todos os tetos foram
inoculados com 1.200 ufc (unidades formadoras de col6nias) de Streptococcus
dysgalactiae dentro do canal do teto em uma profundidade de 17mm. As vacas
foram entdo observadas nos préximos sete dias para sinais clinicos de mastite.
Durante este periodo, 20 casos de mastite clinica se desenvolveram nos quartos

nao tratados e oito nos quartos infundidos com o selante. Adicionalmente, as novas



30

infeccbes apareceram mais rapidamente nos quartos nao tratados do que naqueles
infundidos com o selante. Estes dados indicam que o SIT prové protegao significante
contra um desafio artificial com Streptococcus dysgalactiae, apoiando os estudos
com desafio natural (WOOLFORD et al., 1998; HUXLEY et al., 2002).

Cook et al. (2004), conduziram um experimento utilizando um selante interno
de tetos, analisando seu efeito quando utilizado em associacdo a um antibidtico
intramamario, em comparagdo ao uso exclusivo do mesmo antibiético, em um total
de 608 vacas. O resultado obtido com o uso do selante foi positivo, pois o indice de
reducao de novas |IM foi de 59% e 62% em duas propriedades. As taxas de mastite
clinica foram menores no grupo em que o SIT foi utilizado, em comparacao ao grupo
antibiético. Os autores observaram ainda que a CCS nao diferiu entre os dois
grupos na secagem, entretanto, houve 25% de reducdo da CCS no grupo com o
selante interno.

Um experimento conduzido na Argentina por Acufa et al. (2005b), dividido em
trés estudos, obteve resultados semelhantes aos anteriormente citados. Em um
primeiro estudo, trés grupos de vacas holandesas foram avaliados, um com
aplicacao de um selante interno a base de subnitrato de bismuto associado a um
antibiético para vaca seca (GTR, n=6), o grupo controle recebeu somente o
antibiético (GC, n=10) e o grupo testemunha n&o recebeu nenhum tratamento (GTE,
n=9). A reducédo de novas |IM para patdégenos maiores (Streptococcus uberis e
bactérias coliformes) foi de 16,7% para GTR versus GC, e de 24,7% para GTR
versus GTE. Em um segundo estudo, foram utilizadas 56 vacas saudaveis, sem
histérico de mastite, com um numero de lactagées menor que 3 e resultado de
cultura microbioldgica negativa. O 1 grupo (GTR, n=112 quartos) foi tratado com um

selante interno de tetos associado a um antibidtico intramamario para vaca seca,
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enquanto o 2° grupo (GC, n=112 quartos) recebeu somente o antibiético. Os
resultados de GTR vs. GC foi para Staphylococcus aureus 11.54% vs. 29.46% , para
bactérias coliformes 16.07 % vs. 33.03 %, e para Staphylococcus coagulase
negativa 6.7 % vs. 18.75 %. No terceiro estudo, estes autores avaliaram a incidéncia
de mastite clinica aos 4, 7, 30 e 100 dias de lactac¢ao; os resultados foram: 7.41 %
vs. 8.44 %; 11.11 % vs. 13.64 %; 14.81 % vs. 19.81 %; 23.07 % vs. 30.52 %, para o
GTR (n=54) vs. 0 GC (n = 616), respectivamente. Estes estudos demonstram que o
uso de selante interno em associagdo a um antibiético intramamario para vacas
secas reduz as novas |IM durante o periodo seco e a incidéncia de mastite clinica na

lactagé@o seguinte.

Nos estudos descritos acima, o SIT demonstrou obter sucesso em prevenir
novas infecgées durante o periodo seco tanto em desafios experimentais quanto em
exposi¢coes naturais (MEANEY, 1977; WOOLFORD et al.,, 1998; HUXLEY et al.,
2002). Entretanto, todas as vacas destes experimentos tinham baixa contagem de
células somaticas (CCS). Isto levanta uma pergunta: o selante de tetos seria
igualmente efetivo em prevenir a mastite no periodo seco de vacas realmente
infectadas no momento da secagem?

Alguns pesquisadores procuraram responder esta questdo. Berry e
Hillerton (2002b) incluiram em seu estudo duas propriedades leiteiras padrao, duas
propriedades comerciais completamente organicas e trés propriedades em
conversao ao status organico. Os quartos de Ubere nao infectados das vacas de
todas as sete propriedades foram designados ao acaso para o SIT ou para controle
(ndo tratados). Quartos infectados de vacas em quatro das sete propriedades
também foram designados para o SIT ou controle. Amostras foram coletadas das

398 vacas em uma semana antes da secagem, na secagem, no parto, e
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aproximadamente uma semana apos o parto (BERRY e HILLERTON, 2002b). Como
resultado do processo de casualizagdo, ndao houve diferengas significativas na
distribuicdo para a ocorréncia de infec¢do entre os dois grupos de tratamento no
momento da secagem. Houve, entretanto, uma diferenca significativa na ocorréncia
de infeccédo ao parto entre os dois grupos, onde as vacas tratadas com o SIT foram
0.27 vezes menos provaveis de desenvolver uma nova infecgdo ao parto que o
grupo controle. Houve também uma diferenca estatistica significativa na incidéncia
de mastite clinica durante o periodo seco. Os sintomas clinicos foram detectados em
10 quartos do grupo nao tratado e nao houve casos clinicos no grupo com SIT
(p=0.001). Novamente, ao parto, os quartos nao tratados tinham significantemente
mais novas IIM que o grupo tratado, embora a incidéncia do organismo
predominante causador de novas infecgoes, Streptococcus uberis, nao diferiu entre
os grupos. Nos quartos que estavam infectados ao parto, surgiram mais casos de
mastite clinica no grupo nao tratado; mas nao houve diferenca entre os grupos para
os quartos que desenvolveram mastite no periodo. A eficacia do SIT foi
demonstrada contra uma variedade de desafios ambientais, tanto em instalacdes de
inverno quanto em pastagens de verao (BERRY e HILLERTON, 2002b).

Em um experimento realizado com 883 vacas, no Canada, Sanford et al.
(2004b), compararam o efeito do uso de um selante interno de tetos associado ou
ndo com o uso de um antibiético de rotina na terapia da vaca seca. As vacas com
cultura negativa na secagem receberam o selante em dois quartos e o antibiético
nos quartos ipsilaterais, integrando o grupo I. As vacas com cultura positiva na
secagem receberam o SIT associado ao antibidtico em dois quartos e o antibiético
nos quartos ipsilaterais, integrando o grupo Il. Resultados preliminares

demonstraram que os quartos que receberam o selante apresentaram um indice
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menor de novas |IM no periodo seco € no pés-parto, em ambos 0s grupos, assim
como um menor indice de mastite clinica.

Godden et al. (2003), na América do Norte, estudaram a efetividade do uso de
um selante interno de tetos com um antibidtico para prevenir novas |[IM durante o
periodo seco. Para serem selecionadas para este estudo, as vacas deviam ter
quatro quartos funcionais livres de mastite clinica no dia da secagem, e nao
deveriam ter recebido tratamento com antiinflamatorio, ou antibidtico intramamario
ou parenteral, por pelo menos 30 dias antes da secagem. Um total de 437 vacas foi
selecionado. Apds a ordenha final, todos os quatro quartos de cada vaca foram
tratados com um antibiético (cloxacilina) comercial de longa acao para vaca seca.
Um SIT foi destinado a dois quartos de cada vaca, e os dois quartos contralaterais
serviram de controle. Os selantes foram removidos na primeira ordenha da nova
lactacdo e foram coletadas amostras de todos os quartos para CCS e cultura
(GODDEN et al., 2003). Foram colhidas amostras na secagem, entre o primeiro e
terceiro dias de lactagdo (DDL), e entre o sexto e oitavo DDL. A proporgcdo de
quartos com presenca de IIM entre a secagem e a lactagao foi 29.1% para o grupo
controle (somente antibibtico) versus 22.8% para o grupo tratado (SIT e antibiético) —
uma diferenga estatistica significativa (P>0.05). Similarmente, entre o sexto e oitavo
DDL a proporcdo de quartos com |IM apresentaram uma diferenga significa de
25.9% para o grupo controle versus 20.6% para o grupo tratado. Os quartos tratados
com o SIT demonstraram uma prevaléncia menor de IIM causada por patdégenos
maiores € menores, incluindo estreptococos ambientais, para os primeiros seis dias
de lactagdo. O tratamento com o SIT foi também associado a uma significante
reducdo do risco de desenvolvimento de novas IIM tanto por patégenos maiores

quanto por estreptococos ambientais (GODDEN et al., 2003). Finalmente, a
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propor¢cao de quartos com mastite clinica entre a secagem e os 60 dias da nova
lactacao foi menor para os quartos tratados (5.9%) que os controles (8.0%). Houve
uma reducao de aproximadamente 30% de novas IIM em todos os periodos
analisados, nos quartos que receberam o selante. A conclusdo € que a adigcédo de
antibidtico ao selante de tetos pode aumentar sua eficacia e seguranca (GODDEN et
al., 2003).

Huxley, Green e Bradley (2004), conduziram um experimento que visava
comparar o efeito do selante interno de tetos na CCS da lactagdo seguinte. Foram
utilizadas 401 vacas, 198 vacas receberam o selante de tetos e 203 vacas
receberam o antibidtico (250mg de cefal6nio). As vacas eram selecionadas para o
estudo por ndo apresentarem mastite clinica, CCS igual ou menor que 200.000
céls/ml e na analise microbiolégica eram tolerados patégenos menores. O resultado
encontrado foi que o CCS no pds-parto imediato foi maior nas vacas que receberam
o selante (39,600 céls/ml vs. 30,400 céls/ml, P < 0.05), embora duas outras
amostragens no decorrer da lactacdo nao apresentassem diferenca estatistica
significativa na CCS (32.300 vs 30.200, e 32.600 vs 30.000). Os autores explicam
ainda que o grupo de animais que recebeu o selante era composto por vacas mais
velhas (HUXLEY, GREEN e BRADLEY, 2004). Estes dados discordam dos
resultados obtidos em um estudo similar realizado por Sanford et al. (2004c), no qual
as vacas selecionadas apresentaram cultura microbiologica negativa a secagem, e
durante os sete dias pos-parto os quartos que receberam o selante apresentaram
CCS menor que os quartos tratados com antibidtico.

Foi realizado um estudo com 255 quartos mamarios de novilhas, investigando
a prevaléncia de I[IM no pré-parto, o efeito de um selante interno de tetos na

prevaléncia de IIM no pés-parto e a incidéncia de mastite nas duas primeiras
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semanas apdés o parto. Os autores concluiram que a |IM no pré-parto esta
positivamente associada com a prevaléncia de [IM no poés-parto e a incidéncia de
mastite clinica em novilhas. A infusdo de um SIT no pré-parto reduz a prevaléncia
de IIM subclinica no pés-parto (PARKER et al., 2004).

Os selantes de teto baseados em bismuto sdo biologicamente inertes, e a
introdugdo de um selante de tetos sem propriedades antibacterianas na glandula
mamaria ndo € livre de riscos. Indubitavelmente, patégenos podem ser introduzidos
no quarto durante a infusdo (ACUNA, 2005b), ou o préprio selante pode estar
contaminado, conduzindo a uma infec¢do. Milnes e Platter (2003) descrevem um
caso de mastite gangrenosa seguida de ébito em uma vaca que recebeu a infusdo
de um selante de tetos armazenado em um balde contendo agua contaminada com
Pseudomonas aeruginosa. Deve-se, portanto, sempre lembrar da importancia de
seqguir as instrugdes de uso do fabricante, assim como da necessidade de medidas
higiénicas adequadas.

E bastante claro que a aplicacdo de selantes internos de tetos tem se
mostrado efetiva na reducao de novas |IIM no periodo seco, assim como na reducao
da ocorréncia de mastite clinica na lactacao subsequente. E € notoério que o assunto
tem despertado interesse em todas as regides do mundo. Na Europa, ja hd um
produto comercialmente aprovado para uso como alternativa a antibioticoterapia na
secagem de vacas nao infectadas (baixa SCC). Na América do Norte, um produto
comercial ja estd disponivel ha algum tempo, e é indicado para associacdo a
antibioticoterapia. Ao passar do tempo, conforme forem desenvolvidos métodos mais
praticos, rapidos e seguros de diagnédstico de |IM, é de se esperar que o produto

seja cada vez mais utilizado (LESLIE, 2004; LESLIE e DINGWELL, 20083).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ESTUDO PRELIMINAR

No periodo de setembro a novembro de 2004, foi realizado um estudo
preliminar. Foram utilizadas duas vacas da raga Holandesa, oriundas do tambo do
Centro de Ciéncias Agroveterinarias - CAV (Universidade do Estado de Santa
Catarina - UDESC). No momento da secagem, ap0s a realizagdo do CMT e cultura
microbiolégica, ambas receberam a infusdo do selante interno de tetos em dois
quartos ipsilaterais de glandula mamaria. No periodo pré-parto, aos 56 dias depois
da secagem, 0s Uberes destas vacas foram radiografados para a observagao da
presenca do produto. Aos oito dias pos-parto, procedeu-se ao CMT e a coleta de

amostras de leite para cultura microbiologica.

3.2 LOCAL - PROPRIEDADES

O presente experimento foi realizado de janeiro a outubro de 2005, na Regiéo
Oeste do Estado de Santa Catarina, em seis propriedades rurais particulares, que
possuem plantéis criados em sistema semi-intensivo, enquadradas no nivel de

producao empresarial ou familiar.

Todas as propriedades utilizam sistema de ordenha mecanica com duas
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ordenhas diarias. A rotina de higienizacao pré-ordenha é idéntica, com limpeza dos
tetos com agua, secagem com papel toalha individual para cada teto, teste da
caneca de fundo escuro diariamente e CMT semanalmente, pré-dipping com solucéo

de hipoclorito de sédio (1%) e pds-dipping com soluc¢ao iodada (1%).

E padrdo também a utilizacdo de antibiéticos em todas as vacas no momento

da secagem.

3.3 ANIMAIS

Foram utilizadas 80 vacas da raca Holandesa, independente da idade, do

nuamero de lactacdes e do “status” produtivo, no periodo final de lactacao.

Todas as vacas incluidas no experimento estavam em boas condi¢coes de
saude, com Ubere e tetos integros, participando da rotina de ordenha das
propriedades. Nao eram utilizadas no experimento vacas que apresentassem

mastite clinica em pelo menos um dos quartos mamarios.
Os animais sofreram o método de secagem abrupta.

Era premissa que as vacas ndo houvessem recebido qualquer tratamento
medicamentoso nos 30 dias anteriores ao inicio do experimento, assim como

durante o periodo de realizagdo do mesmo (salvo tratamento para mastite clinica).

3.4 EXAME DA GLANDULA MAMARIA E DO LEITE

O Ubere das vacas foi avaliado por inspecéo e palpacao, observando-se o
parénquima, tetos e estruturas internas (ductus papilares, sinus papilares e sinus

latifer).
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Apb6s o exame fisico da glandula mamaria, a secrecao lactea de cada teto foi
submetida ao “teste da caneca de fundo preto” (FONSECA e SANTOS, 2000),
observando-se a cor e a consisténcia da secrecdo € a presenca de massas ou
grumos, a fim de detectar a ocorréncia de mastite clinica. Os animais com mastite

clinica eram prontamente descartados, ndo sendo incluidos no experimento.

A segquir, foi realizado o CMT, cujo resultado obtido era anotado. Segundo
Schalm e Norlander (1957), o CMT - “California Mastitis Test” - € um teste capaz de
detectar a ocorréncia de mastite pelo aumento de células somaticas, principalmente
polimorfonucleares por mililitro de leite, e apresenta excelente correlagdo com a
Contagem de Células Somaticas. De cada glandula mamaria colhe-se uma amostra
de 2,0ml de leite, adicionado na mesma proporcdo de um detergente anidnico
(alquil-lauril sulfato de s6dio) capaz de emulsificar os lipidios das membranas dos
leucocitos presentes no leite, com consequente liberacdo de material nucléico,
sendo que o DNA liberado produz uma viscosidade que caracteriza esta reagao.
Foram dados escores de acordo com a auséncia de reagao (0), presenga de tragos
ou 1+, 2+ ou 3+ no referido teste, que correspondiam a intensidade do processo

inflamatorio (RADOSTIS et al., 1994; THIERS et al., 1999).

3.5 PROCEDIMENTOS DE COLHEITA

As amostras de leite foram coletadas seguindo o mesmo padrdo, apés a

higienizacao do Ubere, seguindo a rotina da propriedade.

A extremidade e o orificio externo do teto eram higienizados com gaze
embebida em alcool 70%, com especial atencdo ao 6stio do ductus papilares.

Coletou-se uma amostra de leite de cada quarto mamario, diretamente em frascos
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estéreis, identificados e mantidos com gelo em caixas isotérmicas, posteriormente

congeladas e encaminhadas ao laboratério para o processamento.

A sequéncia de amostragem seguiu o padrdo do manejo de secagem das
vacas da propriedade, assim como a data dos partos, sendo que a primeira coleta foi
realizada uma semana antes da secagem, a segunda coleta no momento da
secagem, a terceira coleta em 8 (oito) dias pds-parto e a quarta coleta em 21 (vinte e

um) dias pés-parto.

As vacas que apresentassem resultado negativo na analise microbiolégica a
coleta (no momento da secagem) eram utilizadas no experimento, entrando no

grupo de animais livres de infecgao (Gl).

As vacas que apresentassem resultado positivo na analise microbiologica a
coleta (no momento da secagem) eram utilizadas no experimento, entrando no

grupo de animais com presenga de infecgao (Gll).

3.6 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS
3.6.1 Avaliacao microbioldgica

A determinagdo do “status” de infeccdo do quarto de glandula mamaéaria foi
feita baseando-se no guia do NMC (NATIONAL MASTITIS COUNCIL, 1999), através
de analises microbioldgicas por semeadura em placas de agar sangue, Sabouraud e

McConckey, incubadas a 37°C por 24-48 horas.

Se trés ou mais espécies bacterianas fossem observadas em uma amostra, a

amostra era considerada contaminada.

As bactérias foram coradas pela técnica de Gram, e conforme o caso,
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submetidas as provas de catalase. Tal procedimento foi realizado no Laboratério de

Doencas Infecciosas do Centro de Ciéncias Agroveterinarias, UDESC.

Adotou-se como padréo a divisdo dos agentes em Staphylococcus spp.,

Streptococcus spp., Corynebacterium spp. e leveduras.

Os quartos foram divididos em duas categorias de acordo com seu “status” de

infecgdo: negativos ou positivos a patégenos.

3.6.2 Teste de sensibilidade — antibiograma

Dos microrganismos isolados foi realizado o estudo de sensibilidade a

gentamicina.

O método utilizado foi o de difusdo em agar Mueller-Hinton. Coletou-se uma
coldnia bacteriana, que foi diluida em TSB (“Tripticase Soy Broth”), nesta solucao foi
umedecido um swab estérii e semeado no agar. O disco com 10 mcg de
Gentamicina foi fixado. Ap6s incubagao por 24hs, mediu-se em milimetros o halo de
inibicao, obtendo-se assim a medida padrao de susceptibilidade ou resisténcia. Para

a gentamicina, caracteriza-se como um halo de sensibilidade = 15mm.

3.7 TRATAMENTOS

Apds a ordenha mecénica, os animais eram ordenhados manualmente até o
completo esgotamento da glandula, realizava-se a assepsia com gaze embebida em
alcool 70%, higienizando criteriosamente o éstio do ductus papilares. Seguia-se

entdo a infusdo intramamaria dos tratamentos:

- Tratamento |: selante interno de tetos (constituido de parafina e subnitrato



de bismuto, em um total de 4q) (Fig. 1 e 2).

4

Figura 2 — Aspecto apéds a infusao intramamaria do selante interno de tetos

41
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- Tratamento Il: selante interno de tetos, precedido da aplicacdo de um
antibiético formulado para aplicacdo em vacas secas, a base de gentamicina

(Mastifin Vaca Seca, Ourofino) .

- Tratamento llI: antibiético formulado para aplicagdo em vacas secas, a base

de Gentamicina (Mastifin Vaca Seca, Ourofino).

Cada quarto de ubere foi considerado individualmente. O Tratamento | € o
Tratamento |l foram aplicados em quartos ipsilaterais, e a distribuicdo dos
tratamentos entre quarto anterior e posterior foi ao acaso. Os dois quartos restantes

receberam ambos, o Tratamento Ill.

Os tratamentos eram aplicados no momento da secagem, apés a ultima

ordenha.

Apos a aplicacao dos tratamentos, os tetos recebiam o pés-dipping (solucao
iodada a 1%), e as vacas eram encaminhadas para areas destinadas

exclusivamente as vacas secas, de onde saiam somente no pré-parto imediato.

3.8 CARACTERIZACAO DOS PRODUTOS UTILIZADOS NOS

TRATAMENTOS

3.8.1 Produto A: Selante de tetos — produto ainda n&o disponivel no
mercado, em desenvolvimento no Laboratério de Imunologia € Doencas Infecto-
Contagiosas do CAV/UDESC em Lages, SC, em parceria com o laboratério IRFA

(RS) e testado neste experimento. Descricdo do produto: selante interno de tetos,

constituido de uma pasta inerte para uso intramamario em vacas secas, sem
propriedades antibacterianas. Formulagdo: subnitrato de bismuto (65g), parafina e

conservantes. Indicacdo: Profilaxia de novas infec¢des intramamarias no periodo
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seco, usado no momento da secagem promovendo uma ac¢éo de oclusao do canal
do teto (mimetizando a acdo do tampéao fisiologico que se forma neste local),

impedindo a penetracdo de microrganismos. Modo de aplicacdo: no momento da

secagem, apds higiene dos tetos e desinfecgdo com alcool 70%, aplica-se o
conteudo da seringa, sem massagem posterior. Apresentacdo: seringas plasticas de
aplicagéo intramamaria, com céanula curta, contendo 4 gramas de produto. Modo de

conservacdo: temperatura ambiente, local seco.

3.8.2 Produto B: Antibiotico: Nome comercial: Mastifin Vaca Seca (Ouro

Fino) - Formulacdo: Gentamicina: Equivalente a 400mg de gentamicina base.

Seguiram-se as recomendacgoes do fabricante para a aplicagao.

3.9 Analise estatistica
Os dados foram submetidos ao Teste Exato de Fischer (PIMENTEL —
GOMES, 2001), utilizando o SAS Versao 8.0 (Statistical Analisis System). Verificou-

se a relagao existente entre os tratamentos e as variaveis analisadas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ESTUDO PRELIMINAR
Os resultados do CMT e cultura microbiolégica foram negativos na secagem e

aos oito dias pds-parto.

A cisternografia, no pré-parto, observou-se a presenca do produto, com
caracteristica bastante radiopaca, localizado na porcao distal da cisterna do teto,

funcionando como um verdadeiro tampao (Fig. 3 e 4).

Figura 3 - Selante interno de tetos localizado na base da cisterna do teto,

56 dias ap6s a secagem (imagem radiografica).
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Figura 4 - Selante interno de tetos localizado na base da cisterna do teto, em
quartos ipsilaterais, 56 dias ap6s a secagem. (imagem

radiografica).

Verifica-se pelas Figuras 3 e 4 que o selante interno distribuiu-se de forma
adequada na extremidade inferior da cisterna do teto, como desejado. Woolford et
al. (1998) descreveram a permanéncia de um selante interno de tetos neste local por

até 100 dias, em um grupo de 19 vacas.

4.2 TRATAMENTOS

4.2.1 Distribuicao dos Tratamentos a Secagem

Como a segunda amostragem se deu no momento da secagem, a
interpretacdo da cultura microbioldégica foi realizada ap6s a aplicagdo dos
tratamentos. Consequentemente era desconhecido o “status” de infeccdo dos
quartos no momento da infusdo dos tratamentos e a distribuicdo destes se deu ao
acaso, desde que se ignorava a presenga ou nao de patégenos, e a que espécie
estes poderiam pertencer. No momento da infusdo do tratamento era apenas
premissa a aplicacdo de Tl(selante interno de tetos) e TII (Selante + antibidtico) em

quartos ipsilaterais, de vacas que nao apresentassem mastite clinica em nenhum
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quarto mamario.

Estipularam-se entdo dois grupos, conforme o resultado da anadlise
microbiolégica da amostragem do momento da secagem: Grupo |: quartos mamarios
com cultura microbiolégica negativa no momento da secagem, e Grupo Il: quartos
mamarios com cultura microbiolégica positiva no momento da secagem. A
distribuicdo dos tratamentos de acordo com o Grupo, assim como os patégenos

envolvidos no momento da aplicagdo dos tratamentos podem ser vistos na Tabela 1.

Tabela 1 — Distribuicdo dos tratamentos no momento da secagem, considerando os Grupos | e Il
numero de quartos mamarios conforme o resultado da cultura microbiolégica e
respectivos patégenos.

Patogenos isolados TI T TiI Total
Grupo |
Cultura microbiol6gica negativa 56(26%) 51(23,7%) 108(50,3%) 215
Grupo Il
Staphylococcus spp. 11 14 26 51
Corynebacterium spp. 8 11 17 36
Streptococcus spp. 4 3 8 15
leveduras 1 - 1 2
Corynebacterium spp.+ Staphylococcus spp. - 1 - 1
Total Grupo Il 24(22,9%) 29(27,6%) 52(49,5%) 105
Total 80 80 160 320

Grupo | — quartos com cultura microbiolégica negativa no momento da secagem.
Grupo Il — quartos com cultura microbiolégica positiva no momento da secagem.
Tl: selante. Tll: selante + antibiético. TIII: antibiético.

4.2.2 Avaliacao do numero de novas infec¢coes intramamarias conforme
os tratamentos — TI, TII E Tl
Considerou-se uma nova infeccao intramamaria quando um quarto que nao
apresentava patdgenos a secagem passou a apresenta-los em algum momento no

poés-parto, ou quando um quarto infectado com um patégeno passa a apresentar, em
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uma proxima cultura microbiolégica, outro patégeno diferente do primeiro.
Quanto ao Grupo | (quartos mamarios com cultura microbiolégica negativa no
momento da secagem), vé-se na Tabela 2 o numero de novas infecgdes

intramamarias.

Tabela 2 —Distribuigdo do nimero de novas infecgdes intramamarias no Gl (n=215), aos oito e 21
dias pos-parto, considerando o tratamento.

- Novas IIM -
Gl 8 dias 21 dias Total
Tratamento % (n®. quartos) % (n®. quartos) % (n®. quartos)

Tl (selante, n=56 quartos) 1,8% (1) 5,35% (3) 7,14% (4)
TIl  (selante + antibiético, n=51
quartos)

0% (0) 1,96% (1) 1,96% (1)
Tl (antibi6tico, n=108 quartos) 1,85% (2) 9,25% (10) 11,11% (12)
Total (n= 215 quartos) 1,4% (3) 6,5% (14) 7,9% (17)

IIM: infecgdes intramamarias. Grupo | — quartos com cultura microbiolégica negativa no momento da secagem.
N&o ha diferenca estatistica entre os tratamentos, pelo Teste Exato de Fischer a 5%.

A andlise da Tabela 2, pode-se observar o efeito dos tratamentos de acordo
com a ocorréncia de novas IIM no Grupo | (livre de patégenos a secagem). O
Tratamento | (selante) apresentou quatro novas |IM, até aos 21 dias pds-parto.
Eberhart (1986), afirma que a taxa esperada de novas |IM em quartos
bacteriologicamente negativos, e que nao receberam antibioticos na secagem, é
geralmente de 10 a 12%, concordando com taxas sugeridas por outros autores, de
3,8%; 7%; 9%; 12,3% e 14% nos quartos ndo tratados (NATSKE, EVERETT e
BRAY, 1975; BROWNING et al., 1990; SCHUKKEN, VANVLIET e VANDEGEER,
1993; WILLIAMSON, WOOLFORD e DAY, 1995); estes dados levam a conclusao de
que os resultados obtidos com o uso do selante, neste estudo, foram bastante

satisfatorios.
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Como o Grupo | era livre de infeccdo no momento da secagem, todos os
quartos que apresentaram resultado positivo na andlise microbioldgica aos oito e
aos 21 dias pés-parto (Tab. 2) podem ser caracterizados como portadores de novas
infec¢des intramamarias.

Nao houve diferenga significativa entre os resultados (Teste Exato de Fischer,
P>0,05), mas o Grupo | apresentou os melhores resultados numéricos na prevengao
de novas |IM, sendo que o Tratamento Il (selante + antibi6tico) teve o melhor
desempenho, com a ocorréncia de somente um caso de nova IIM entre os 56
quartos que receberam o tratamento. O bom desempenho da associagdo entre um
antibiético e o selante ja foi descrito por outros autores (COOK et al.,, 2004;
GODDEN et al., 2003), ao comparar o efeito do uso de um antibiético ao efeito da
associacao deste antibiético a um selante de tetos, em quartos nao infectados.

N&o houve diferenca significativa entre os resultados (Teste Exato de Fischer,
P>0,05), embora o Tratamento | do Grupo |, tenha obtido o segundo melhor
desempenho numérico, com apenas quatro casos de novas IIM, em 51 quartos
analisados. Estudos realizados na Nova Zelandia e no Reino Unido demonstraram
que os efeitos do selante de tetos como Unico tratamento de quartos livres de
infeccao, foram no minimo iguais, se ndo melhores, ao efeito da antibioticoterapia
(WOOLFORD et al., 1998; BERRY e HILLERTON, 2002b; HUXLEY et al., 2002).

O tratamento I, ainda no Grupo |, apresentou 12 novas IIM (11,11% em 108
quartos que receberam este tratamento). Entretanto, ndo houve diferenca estatistica
significativa (Teste Exato de Fischer, P>0,05) entre estes resultados (Tab. 2).
Porém, Leslie (2004) encontrou diferengas significativas na diminuigédo de novas |IM
durante o periodo seco, onde um selante de tetos teve melhor desempenho que a

antibioticoterapia com cefalénio.
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No Grupo Il, por se tratar dos quartos mamarios que apresentaram resultado
positivo a analise microbiolégica realizada no momento da secagem, se faz
necessdaria a diferenciagdo entre as novas infeccbes intramamarias e as que
persistiram durante o periodo seco (Tab. 3). Foram caracterizados como
apresentando IMI persistentes os quartos cujo resultado a microbiologia apresentou
0 mesmo agente patdgeno a secagem e aos sete dias poés-parto. Nao se pode,
porém, eliminar a possibilidade de se tratar de uma nova infec¢do por um patégeno
do mesmo género. Esta diferenciagdo seria possivel, por exemplo, através da

ribotipagem das amostras isoladas (BUZZOLA et al., 2001).

Tabela 3 — Numero de novas infecgbes intramamarias e nimero de infec¢des intramamarias que
persistiram da lactagao anterior no Gll (n=105), aos oito e 21 dias pos-parto.

- Novas IIM - IIM
Gll Persistentes
Tratamento 8 dias 21 dias 8 dias Total
o % %
(n2. quartos) (n%. quartos)  (n°. quartos)
Tl (selante, 24 quartos) 8,3% (2) 16,6% (4) 4,2% (1) 29,2%(7)
TII (selante + antibiético, 3,4% (1) 10,3% (3) 6,9% (2) 20,7% (6)
29 quartos)
TII (antibiético, 52 7,7% (4) 19,2% (10) 5,8% (3) 32,7%(17)
quartos)
Total (105 quartos) 6,7% (7) 16,2% (17) 5,7% (6) 28,6%(30)

IIM: infecgbes intramamarias. Quartos: quartos mamarios. Grupo Il — quartos com cultura microbioldgica positiva
no momento da secagem.
*Total de quartos que nédo apresentaram persisténcia de infec¢éo da lactagéo anterior.

Nao hé diferenca estatistica entre os tratamentos, pelo Teste Exato de Fischer (P>0,05).

Entre as infecgbes caracterizadas como persistentes, ndo houve diferenca
entre os tratamentos (Tab. 3), embora fosse esperado que o0s quartos que
receberam os Tratamentos Il e lll (antibidtico) apresentassem proporcionalmente

um menor numero de quartos com infecgdes persistentes.
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No Grupo Il os tratamentos também nao diferiram significativamente pelo
teste Exato de Fischer (P>0,05). Neste caso foram observadas apenas quatro novas
[IM para o tratamento Il, seguido de seis novas |IM no tratamento | € 14 novas |IM
para o tratamento Il (Tab. 3), o que corresponde a 26,9% dos quartos que
receberam este tratamento (Fig. 5). Observa-se que os tratamentos comportaram-

se de forma semelhante ao Grupo |.

25,00% 26,90% |aTI
(selante)

BT
(selante +
antibiotico)
shl]]
(antibiodtico)

Novas IIM

Figura 5 — Grupos | e Il - Porcentagem de novas infecgbes intramamarias nos Tratamentos I, Il e lll,

observadas nos 320 quartos de glandula mamaria avaliados durante o estudo.
Grupo | — quartos com cultura microbiolégica negativa no momento da secagem.

Grupo Il — quartos com cultura microbiolégica positiva no momento da secagem.

(Nao ha diferenga entre os tratamentos, pelo Teste Exato de Fischer a 5%).

Uma duvida freqlente € se o uso de um selante interno de tetos em um
quarto infectado ndo poderia apresentar resultados indesejaveis. Alguns autores
afirmam que o SIT ndo tem efeito de impacto sobre uma infecgédo ja existente. E
que, neste caso, o resultado da aplicacdo ndo seria diferente em uma vaca que
formasse o tampao de queratina naturalmente, e depois desenvolvesse mastite
(BERRY, JOHNSTON e HILLERTON, 2002; O’'ROURKE, 2005). O fato da nao
ocorréncia de mastites clinicas em numero significativo neste estudo concorda com
estas afirmacoes.

Ao comparar os resultados entre o Grupo | e o Grupo Il, percebe-se que o

Grupo Il apresentou um numero maior de novas infecgdes intramamarias (P<0,01)
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que o Grupo | (Fig. 5). Estes dados sugerem que quartos infectados no momento da
secagem tém maior risco de desenvolver uma |IM durante o periodo seco e a
subsequiente lactacdo, concordando com as observacbes de varios autores
(BERRY, JOHNSTON e HILLERTON, 2002; DINGWELL, KELTON e LESLIE, 20083;
GREEN et al., 2002). Analisando-se as diferengas da incidéncia de novas infec¢oes
intramamarias entre os Grupos | e Il, observa-se que em ambos houve uma
incidéncia maior aos 21 dias pos-parto (Tab. 2 e 3).

O Tratamento Il apresentou um melhor resultado numérico, poréem néo ha
diferenca significativa no efeito dos tratamentos (na profilaxia de novas |[IM) entre si,
lembrando que Tl= 80 quartos, Tll= 80 quartos e Tlll= 160 quartos, pelo Teste Exato
de Fischer (P>0,05).

Considerando-se os Grupos | e Il conjuntamente, conclui-se que nao ha
diferenga entre o uso do selante interno de tetos associado ou ndo a um antibiético
com o uso do antibidtico isolado, ou seja, ndo hé diferenga entre os tratamentos (Fig.
6). Nao ha evidéncia estatistica, a luz da amostragem estudada, que possa distinguir

os tratamentos como diferentes (SAMPAIO, 2002).

@ T (Antibiotico)

116,25%

ETIl (Selante +
antibiotico)
BTI (Selante)

Tratamentos

12,50%

0,00% 5,00% 10,00% 15,00% 20,00%
%de novas IIM

Figura 6 — Porcentagem de novas infecgbes intramamarias nos Tratamentos I, Il e Ill, observadas nos

320 quartos de glandula mamaria avaliados durante o estudo.
T I: 80 quartos, T II: 80 quartos, T Ill: 160 quartos.
(Nao ha diferenga entre os tratamentos, pelo Teste Exato de Fischer , P>0.05).
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Um aspecto a considerar é que, se 0 antibiotico utilizado mantém seus niveis
de concentracgao inibitéria minima em torno de quatro semanas, a partir de entdo os
quartos mamarios estariam sem a agao protetora antibiética, o que coincide com um
dos periodos de maior susceptibilidade da glandula. Entéo, neste periodo, somente
o selante estaria atuando, e os quartos que nao receberam selante estariam mais
expostos a infecgéo.

RUEGG (2005) afirma que, atualmente, o uso de antibiéticos intramamarios
de longa acado continua a ser fundamental na produgédo de leite de alta qualidade.
Esta autora enfatiza que o uso combinado de selantes internos de tetos associados
a antibiéticos pode reduzir as novas IIM durante o periodo seco.

Tecnicamente, todas as vacas podem se beneficiar de estratégias de
prevencdo, enquanto tratamentos devem ser aplicados a algumas, e isto é
particularmente aplicavel em propriedades com baixo “status” de infeccdo e bons
programas de controle e manejo. Em propriedades em que ainda ndo ha um controle
mais adequado, a utilizacao de estratégias de profilaxia aliadas as de tratamento sao
as mais aplicaveis, garantindo a cura de quartos possivelmente infectados, e
provendo a protecdo de novas infecgoes.

Sabe-se que o risco de desenvolvimento de [IM no periodo seco é resultado
de uma interagcdo complexa entre o hospedeiro, 0 meio ambiente, e os patégenos. A
identificacdo dos riscos associados ao desenvolvimento de novas IIM durante o
periodo seco permitiria o desenvolvimento de decisdes racionais e a implementagéo

de estratégias efetivas de controle em nivel de propriedade.

4.3 TAXA DE CURA E AUTOCURA NO PERIODO SECO

O termo cura refere-se a auséncia de crescimento no pés-parto de um
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patégeno que havia sido observado na secagem (Tab. 4).

Tabela 4 — Taxa de cura no Grupo Il, conforme os tratamentos.

Grupo I TI T TH

Quartos infectados

a secagem 24 29 52

Quartos infectados
aos 8 dias 3 2 5

Taxa de cura 87,5% 93,1% 90,4%

Nao ha diferenga estatistica entre os tratamentos, pelo
Teste Exato de Fischer a 5%.

A taxa de cura neste estudo, de 90,4% nos quartos que receberam o
antibidtico exclusivamente (TIII) foi um pouco inferior a observada por Huxley et al.,
(2002) utilizando cefalénio (93,6%).

Godden et al. (2003), relataram que em seu estudo nao houve diferenca
significativa na taxa de cura entre os quartos tratados com antibiético (88,2%) e os
quartos tratados com antibidtico (cloxacilina) e selante (91,3%). Resultados
semelhantes foram encontrados no presente estudo, com uma taxa de cura de
90,4% para os quartos que receberam o antibiético (gentamicina), e 93,1% para os
quartos que receberam o antibidtico e o selante.

Os quartos que receberam o Tl (selante) e, portanto ndo receberam
antibidtico, apresentaram uma taxa de autocura (cura espontanea, ja que o selante
nao tem agao bactericida ou bacteriostatica) em torno de 87,5%. Huxley et al. (2002)
encontraram uma taxa de cura de 57% para o selante interno de tetos, em seu
estudo.

Segundo Costa (1998), a infeccdo uma vez estabelecida pode ser eliminada

por trés formas: cura espontanea, que ocorre em aproximadamente 20% dos casos;
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terapia com sucesso, onde mais de 30% dos quartos sdo curados pela antibiotico-
terapia durante a lactacdo e aproximadamente 20% durante o periodo seco.
A cura espontanea é resultante da eficiéncia da interagdo dos mecanismos de
defesa do Ubere e do processo inflamatorio.

Portanto, no presente estudo, observou-se uma tendéncia de que o melhor
resultado obtido na cura de infecgdes intramamarias existentes no periodo seco
tenha sido para o Tratamento Il, onde houve 93,1% de cura. Mas n&o ha diferenca
significativa nestes dados (P>0,05).

Provavelmente a interacao entre a agcao curativa do antibidtico e a presenga
profilatica do selante determinem esta tendéncia. O efeito protetor adicional
observado no uso do SIT com o antibiético ao invés do antibidtico isolado pode ser
devido a varios fatores (GODDEN et al., 2003). Primeiro, o selante oferece uma
barreira a entrada de bactérias logo no inicio do periodo seco quando o tampéao de
queratina pode ainda nao haver se formado adequadamente. Segundo, no final do
periodo seco, quando a concentracdo de antibiético pode haver caido abaixo de
niveis terapéuticos, o selante permanece em sua funcao de barreira. Finalmente,
durante todo o periodo seco, o selante de tetos promove uma barreira contra muitas
espécies de bactérias que podem ser insensiveis ao antibiético que esta sendo

utilizado (GODDEN et al., 2003).

4.4 MASTITE CLINICA

Nao foi observada a ocorréncia de mastite clinica durante o periodo seco,
bem como do pos-parto imediato até aos oito dias pds-parto.

Desde os oito aos os 21 dias ap6s o parto, foram observados quatro quartos

com mastite clinica, trés dos quais estavam sob o TIII (antibiético), e um sob o TI
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(selante), todos tendo como patégeno o Staphylococcus spp..

Pela analise estatistica observou-se que nao ha diferenca na ocorréncia de
mastites clinicas no pés-parto entre os quartos que receberam o Tl (0,43%, um
quarto), Tl (0%) ou Tl (1,3%, trés quartos) (Teste Exato de Fischer, P>0,05).

A incidéncia de mastite durante o periodo seco foi de 0%, e este achado é
muito menor do que o descrito em outros relatos (BERRY e HILLERTON, 2002b;
HASSAN et al., 1999). Woolford et al. (1998), explicam que a identificagdo de novas
infecgcdes durante o periodo seco pode ser realizada pela palpagdo peridédica do
Ubere; mas isto se tornaria invidvel no presente experimento, por exigir uma maior
demanda de mao-de-obra por parte dos produtores e encarregados, o que nem
sempre era possivel; portanto os rebanhos eram apenas visualmente vistoriados
periodicamente. A ndo ocorréncia de mastite clinica durante o periodo seco e sua
baixa incidéncia no pés-parto coincidem com os achados de outros autores, que
encontraram menos casos de mastite clinica nos quartos que receberam o selante
associado a um antibiético quando comparados aos quartos que receberam apenas
o antibiético (COOK et al., 2004; GODDEN et al., 2003).

Todos os casos de mastite clinica observados ocorreram apds duas semanas
pbds-parto. O caso de mastite do Grupo |, que recebeu o Tl (Tab. 13), pode ser
definida como uma nova infec¢ado intramamaria, visto que a cultura microbiologica
das amostragens anteriores, para este quarto, foram negativas. Ao comparar
quartos nao tratados a quartos que receberam o selante interno de tetos, alguns
pesquisadores encontraram uma significativa redugéo de novas IIM nos quartos com
selante (WOOLFORD et al., 1998).

Dois dos quartos do Grupo Il que apresentaram mastite clinica por

Staphylococcus spp., haviam tido cultura microbiolégica anterior positiva para
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Corynebacterium spp., caracterizando assim também novas infeccbes
intramamarias. Somente um dos quartos do Gll que apresentou mastite clinica por
Staphylococcus spp., havia apresentado o mesmo patégeno em cultura
microbiolégica anterior, embora n&o necessariamente tenha ocorrido a permanéncia
do agente no quarto durante o periodo seco, mesmo que o resultado do

antibiograma tenha revelado sensibilidade do microrganismo a gentamicina.

4.5 GENTAMICINA
4.5.1. RESULTADOS DO ANTIBIOGRAMA

O Gl (livre de infecgdo a secagem) nao apresentou microrganismos no pos-
parto que pudessem ser resistentes a gentamicina. O GIl (com presenca de
infeccdo a secagem) apresentou crescimento de microrganismos resistentes a
gentamicina (Tab. 5).

Tabela 5 — Numero de microrganismos resistentes a gentamicina, frente ao numero total (n) de
microrganismos isolados nas 320 amostras de leite, considerando a época da

amostragem.
- Epoca - Total
Agente Secagem 8dias 21 dias Agentes %
R(n) R(n) R(n) R(n) Resisténcia
Corynebacterium spp. | 10(37) 0(1) 0(3) 10(41) 24,4
Streptococcus spp. 4(15) 1(2) 0(4) 5 (21) 23,8
Staphylococcus spp. 8(52) 2(7) 8(17) 18(76) 23,7
Total 22(104) 3(10) 8(24) 33(138) 23,9

R: nimero de agentes resistentes. n total de microrganismos.

Segundo LANGONI et al. (1999 e 2000), a gentamicina continua sendo um



57

antibidtico eficaz para o tratamento das mastites bovinas de origem bacteriana.
Varios autores verificaram altos indices de sensibilidade de estafilococos isolados de
casos de mastite a este antibiético (COSTA et al.,, 1985; COSTA et al., 2000b;
BRITO et al.,, 2001; BYARUGABA, 2004; WATANABE et al., 2001). Entre os
patdégenos encontrados nas amostras do presente estudo, observou-se uma média
de resisténcia de 23,9% (Tab. 12), subentendendo-se uma sensibilidade em torno de
76,1%, o0 que difere dos resultados encontrados pelos pesquisadores acima citados.
Este nivel de susceptibilidade poderia intervir nos resultados, desde que nao
houvesse uma distribuicdo homogénea entre os patdgenos e os tratamentos (Tab.
1).

Como a susceptibilidade dos microrganismos a gentamicina (VAKULENKO e
MOBASHERY, 2003) foi um dado complementar neste estudo, seria pertinente uma
investigacdo mais abrangente para estabelecer um nivel de resisténcia com uma
maior margem de seguranca, relacionado a Regido Oeste do Estado de Santa

Catarina.

4.5.2 ACAO DO ANTIBIOTICO SOBRE OS QUARTOS NAO TRATADOS.

Uma questdo a analisar, no presente experimento, é: ao infundir gentamicina
intramamaria em 3 quartos, deixando o 4° teto sem infundir, qual sera a influéncia do
seu principio ativo sobre a glandula nao tratada? O contetdo do veiculo altamente
apolar promove um lenta liberacdo do farmaco (GRUET et al., 2001), acrescido do
fato que o principio ativo esta na forma dispersa no produto utilizado no presente
experimento. Este conjunto de caracteristicas fisico-quimicas leva a uma formulacao
de longa acéo (4 semanas). Baseando-se na farmacocinética do produto, por se

tratar de um antibiético de pouca absor¢ao combinado a um veiculo que ajuda a
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manter o produto a nivel da glandula mamaria tratada, sua baixa absor¢cdo nao
permitiria que o nivel deste antibiético chegasse em niveis importantes no quarto
mamario nao tratado (GRACIOLLI, 2005 — mensagem pessoal).

No final do periodo seco, os niveis de antibiético caem abaixo da
concentracdo inibitéria minima na glandula em que sao aplicados (BRADLEY e
GREEN, 2004), e embora haja a presenca de residuos em quartos néo tratados,
esta concentracéo é insuficiente para inibir o desenvolvimento bacteriano (COELHO,
2003; COSTA et al., 2000a; EGAN e MEANEY, 1985; RAIA et al, 1999; ZIV,
GORDIN e BECHAR, 1974).

Outros autores (HUXLEY et al., 2002; GODDEN et al., 2003; SANFORD et al.,
2004b e 2004c) utilizam o tratamento com antibiéticos de um ou mais quartos em

estudos semelhantes a este, sem citar a interferéncia sobre os quartos adjacentes.

4.6 CMT

O resultado do CMT pode ser visualizado na Tabela 6.

Observou-se que nao ocorreu uma relacéo entre a intensidade da reacao ao
CMT e o isolamento bacteriano, especialmente no momento da secagem, e esta
tendéncia também € observada na coleta realizada uma semana antes do parto. A
despeito do fato de que o CMT seja uma ferramenta largamente utilizada para
identificacdo de infec¢gdes no inicio da lactagdo (SARGEANT et al.,, 2001;
SCHUKKEN, VANVLIET e VANDEGEER, 1993), ndo € um exame indicado para o
final da mesma (SANFORD, 2004a). Conforme descreve Gilson (1995), falsas
reagbes positivas ocorrem frequentemente em vacas préximas a secagem; nao
sendo, portanto, um teste adequado para a triagem dos animais no momento da

secagem (RUEGG, 2005). Sanford et al. (2004a) relatam em seu estudo haver
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encontrado uma sensibilidade do CMT em vacas na secagem, em torno de 49,9%

para todos os patégenos.

Tabela 6 — Resultado do “California Mastitis Test” (CMT) realizado a partir de 320 amostras de leite
de fémeas bovinas da raga Holandesa. Numero de quartos (n%) e porcentagem de quartos
(%) frente ao total de amostras em cada coleta.

ESCORE CMT
Coleta 0 1+% 2+ 3+
1° n°(%) 65 (20,3) 112 (35) 113 (35,3) 30 (94)
2% n°(%) 26 (8,1) 57 (17,8) 104 (32,5) 133 (41,5)
3" n°(%) 284 (88,8) 22 (6,9) 8(2,5) 6(1,9)
4° n°(%) 201 (62,8) 77 (24) 27 (8,5) 154.,7)
Total (%) 45 20,9 19,7 14,4

Coleta: momento das coletas.(12 : sete dias antes da secagem. 22: no momento da secagem. 32: aos oito dias pés-parto.
42: aos 21 dias pos-parto).
*:inclui tragos.

A baixa relacdo entre o CMT e a cultura microbiol6gica no momento da
secagem permitiu observar que o CMT nao é o teste mais adequado para fazer a
triagem dos animais para o tratamento com o selante interno de tetos. Sabe-se da
importancia de debelar qualquer infecgdo intramamaria, e que o periodo seco é o
melhor momento para isto, e em caso de ndo haver confirmagédo do “status” de
infeccdo da glandula, € mais adequada a utilizacdo do selante associado a um
antibiético com formulagéo especifica para vaca seca.

No momento da primeira coleta pds-parto, houve uma elevada relacao entre o
resultado do CMT e a analise microbiolégica, indicando que realmente este teste
tem grande aplicabilidade neste periodo. Em dois estudos (ROSENBERG et al.,
2003; VOLTOLINI et al.,, 2001), para as amostras de leite obtidas no parto,
aproximadamente metade dos quartos com CMT positivo apresentaram

bacteriologia negativa, contra-indicando este periodo para a realizacdo do CMT.
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Sargeant et al. (2001) determinaram que a melhor estratégia de amostragem
baseada no CMT para selecionar quartos infectados para cultura microbiolégica era
o terceiro dia pds-parto, quando observaram uma maior correlagao entre o CMT e a
analise microbioldgica; enquanto Dingwell et al. (2003a) demonstraram que houve
uma especificidade de 80,6% para o CMT no quarto dia p6s-parto.

Os resultados positivos no CMT, mas negativos no exame microbioldgico,
podem indicar um processo inflamatoério de etiologia ndo bacteriana, pois segundo
COSTA et al. (1996), o CMT é um método auxiliar de boa correlagdo com o exame
microbiolégico. Porém o processo inflamatério pode nao ser de origem infecciosa.
Isto é valido tanto para o CMT, quanto para a CCS, e o fator mais importante é o
“status” de infeccdo da glandula mamaria, embora existam outros fatores que
possam interferir no resultado, como variacdo diurna, estagio de lactacao e estresse
(RENEAU, 1986; HARMON, 1994).

A maioria das investigacées sobre o efeito de selante de tetos citadas
anteriormente neste estudo tem em sua metodologia a analise de CCS. Entretanto,
para este estudo, optou-se por nao realizar a CCS. Devido ao fato do mesmo ser
realizado em propriedades leiteiras particulares, na linha de ordenha de rotina, e
nestas nao haver coletores individuais de leite por quarto mamario, ficaria dificil a
coleta de uma amostra homogénea por quarto, que possibilitasse a avaliagdo
fidedigna do status de CCS de cada um destes quartos, como seria desejavel.

Infelizmente, atualmente ainda ndo ha um teste rapido, préatico e de resultado
imediato, com adequada sensibilidade e especificidade, para determinar o status de
infeccdo do quarto mamario. As tentativas de utilizar o CMT e CCS (isolados ou em
combinagao), nao tém tido muito sucesso (POUTREL e RAINARD, 1981; KIRK et al.,

1996; MCDERMOTT et al., 1982; THIERS et al.,, 1999); sado testes para serem
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usados apenas como uma confirmacgao, paralelos a cultura microbiolégica (BERRY,
2003). Ao passar do tempo, espera-se que sejam desenvolvidos métodos mais
praticos, rapidos e seguros de diagnostico de IIM (LESLIE, 2004; LESLIE e

DINGWELL, 2003).

4.7 ANALISE MICROBIOLOGICA

4.7.1 Resultados da analise microbiolégica

Ao compararmos o resultado das analises do CMT com o resultado do
isolamento microbiolégico, conclui-se que a amostragem bacterioldgica, com o
isolamento e identificacdo bacteriana, parece ser o método mais assertivo para
identificar quartos infectados, concordando com alguns autores (RYAN et al., 1999;
TWOMEY et al.,, 2000). Infelizmente, como este método consome tempo e €
oneroso, permanece como uma desvantagem para uso na rotina da terapia de vaca
seca.

Nao foi objetivo deste estudo caracterizar os patdégenos envolvidos na
etiologia da mastite na regido oeste do Estado de Santa Catarina. Mas pode-se
observar que o Staphylococcus spp. € 0 microrganismo predominante, seguido por
Corynebacterium spp., Streptococcus spp. € leveduras (Tab. 7). Varios autores,
descrevendo a etiologia das mastites em varias regidées do Brasil, encontraram
resultados semelhantes (COSTA et al.,1986; COSTA, BENITES e MELVILLE, 1995;
DOMINGUES et al., 1999; LANGONI et al., 1991; LAFFRANCHI, 2001; RIBEIRO et
al., 1999), coincidindo com dados de outros paises (DINGWELL et al., 2002).

O resultado da analise microbioldgica das 320 amostras de leite, para as

quatro coletas de amostras realizadas, pode ser visto na Tabela 7.



62

Tabela 7 — Resultado da andlise microbiolégica realizada a partir das 320 amostras de leite de
fémeas bovinas, durante o periodo do estudo.

Patogeno Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
Negativo 266 215 307 282
Staphylococcus spp. 23 (42,6)* 51 (48,6) 9 (69,2) 28 (73,7)
Corynebacterium spp. 20 (37) 37 (35,2) 2(15,4) 4 (10,5)
Streptococcus spp. 9 (16,7) 15 (14,3) 2 (15,4) 6 (15,8)
leveduras 2@3,7) 2 (1,9) - -
Total + (% em 320 quartos) 54 (16,7) 105 (32,8) 13 4) 38 (11,9)

Coleta 1: sete dias antes da secagem. Coleta 2: momento da secagem. Coleta 3: oito dias pds-parto. Coleta 4: 21 dias
poés-parto.
*0s numeros entre parénteses correspondem a propor¢éo de cada patégeno no total de patégenos isolados em cada amostra.

Na analise microbiolégica das 320 amostras de leite de glandulas mamarias
bovinas aos oito dias poés-parto, observa-se que para o Tratamento | houve o
isolamento de microrganismos em 3 amostras, 2 amostras para o T Il e 5 amostras
para o T Ill. Aos vinte e um dias p6s-parto, os quartos que apresentaram cultura
microbiolégica positiva, que receberam Tl foram nove, para Tll foram seis e para TllI

foram 23 (Fig. 7).

16%

14,40%
14% 4
12% 4 11,25% OT1 (Selante)
19% 1 : BTI (Selant
elante
8% 1 + antibiético)
6% 1 aTn
4% 1 (antibiético)
2% 1
0% ,

8 dias 21 dias

Figura 7 — Porcentagem de quartos que apresentaram crescimento de microrganismos na anélise
microbiolégica, aos oito e 21 dias pds-parto, entre as 320 amostras de leite coletadas

de fémeas bovinas.
Estas propor¢des ndo diferem pelo Teste Exato de Fischer (P>0,05).
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4.7.2 Tampao de queratina e Corynebacterium spp.

Em um estudo (WILLIAMSON, WOOLFORD e DAY, 1995) em propriedades
organicas onde foi observada uma grande proporcao de tetos abertos, aliado ao
achado de que a terapia da vaca seca com antibioticos aceleraria o fechamento dos
tetos, sugere o envolvimento de algum microrganismo especifico. O
Corynebacterium spp € 0 microrganismo mais provavelmente envolvido neste
processo, devido as suas conhecidas propriedades queratinoliticas (FUNKE et al.,
1997), as quais poderiam ocasionar danos ao tampao de queratina.

A ocorréncia de mastites subclinicas provocadas por Corynebacterium spp.
neste estudo, no momento da secagem, € significativa (Tab. 1), ndo havendo
diferenca da ocorréncia deste agente sob efeito dos tratamentos. Das 36 amostras
de leite positivas para este agente no momento da secagem, seis (17%)
apresentaram isolamento de outro agente (Staphylococcus spp.) nas amostragens
posteriores ao parto, embora ndo se possa estabelecer uma correlacéo direta entre
estes dados. Entretanto, dois dos casos (50%) de mastite clinica apos os oito dias
pbds-parto observados foram causados por Staphylococcus spp., em quartos
infectados na ocasido da secagem por Corynebacterium spp. Varios autores ja
estudaram estas correlacbes (BRAMLEY, 1975; BRAMLEY, KINGWILL e GRIFFIN,
1976; DUTT, EBERHART, 1986; HARMON et al., 1986; HUXLEY et al., 2003;
PANKEY et al., 1985).

A interacdo entre o fechamento do teto e o possivel envolvimento de C. bovis
€ um assunto bastante complexo, que exige futuros estudos. Fatores de manejo
especificos que influenciem a taxa de formagao do tampao de queratina necessitam

ser identificados.



64

6. CONCLUSOES

O selante de tetos € uma possibilidade promissora como medida auxiliar a
terapia da vaca seca, na prevencao de novas infec¢des intramamarias no periodo
seco e na lactagao seguinte.

Nas condi¢des deste estudo, ndo foram observadas diferencas entre o efeito
dos tratamentos (T I: selante, T Il: selante + antibi6tico, T IlI: antibiético). O efeito do
uso de um selante interno de tetos na profilaxia de novas infeccbes intramamarias
no periodo seco e no poés-parto foi tdo eficiente quanto o uso de um antibiético de
uso intramamario com formulagao para vaca seca (gentamicina). Nao foi encontrado

beneficio aparente na aplicagdo simultdnea do selante e do antibiotico.
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