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RESUMO

A mastite é o fator mais importante para o aumento da contagem de células somaticas
(CCS) no leite das vacas; este aumento causa inimeros prejuizos aos produtores e as
industrias de laticinios. Diversos estudos medindo taxas de cura de mastite subclinica durante
a secagem vém sendo realizados h& vérias décadas com diferentes resultados em fungdo do
tipo de patégeno envolvido na infeccdo, da idade e imunidade da vaca, duracdo do periodo
seco e dos protocolos de medicamentos utilizados na terapia de vaca seca. Poucos estudos no
Brasil consideram o tempo de infeccdo e o nivel da CCS antes da secagem pela dificuldade
em acessar ou controlar esta informagéo. O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de
mastite subclinica em vacas leiteiras antes da secagem, os valores da CCS neste periodo e as
chances de mastite subclinica no primeiro teste da proxima lactacdo. Foram avaliadas 2.455
lactaces de 2.064 vacas em 14 fazendas que incluiram 9.820 exames de CCS de vacas. As
lactacOes foram agrupadas em quatro categorias com base na quantidade de exames de CCS
acima de 200.000 células/mL nos trés meses que antecederam a secagem. Também foram
agrupadas pela média geométrica da CCS dos Gltimos trés meses em cinco categorias. A
variavel resposta binaria, baseada na primeira CCS apdés o parto, foi “Sadia” (CCS<200.000
células/mL) ou “Subclinica” (>200.000 células/mL). Foram criados trés modelos de regressao
logistica mista: as variaveis ordem de lactacdo, duracdo do periodo seco, estacdo do ano para
0 parto e para a secagem também foram incluidas nos modelos. A avaliacdo do conjunto de
dados (Modelol) mostrou que 850 (34,5%) das lactagdes iniciaram com mastite subclinica,
independentemente de como secaram anteriormente. Houve grande variacdo entre as
propriedades e, com exce¢do da duracdo do periodo seco, todas as demais variaveis avaliadas
influenciaram o resultado da CCS no pds-parto. A taxa de novos casos (Modelo2) foi de
20,9% (152/729) e foi mais influenciada pela ordem de lactacdo, nas quais vacas de quatro ou
mais lactagdo tiveram mais de duas vezes chance de novo caso em relagdo as vacas de
segunda lactacdo (OR=2,40 IC 95% 1,27~4,46). A estacdo da secagem ndo influenciou os
novos casos. A taxa de cura (modelo 3) foi de 59,6% (1.028/1.726) e variou de 20,0 a 83,3%
entre as propriedades. Vacas que secaram com média geométrica da CCS abaixo de 200.000
células/mL nos ultimos trés meses de lactacdo tiveram mais de seis vezes mais chance de cura
em relacdo as vacas que secaram com média geométrica acima de 1,6 milhdo de células/mL
(OR=6,41 1C95% 3,17~13,15). A avaliacdo sistematica da CCS ao final da lactacdo pode
ajudar os produtores a tomar decisfes para prevenir a mastite crénica e também estabelecer
recomendacdes de manejo para vacas cronicas com alta CCS na secagem, o descarte desses
animais deve ser considerado.
Palavras-chave: contagem de células somaticas, dindmica, leite, secagem.
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ABSTRACT

Mastitis is the most important factor to increase somatic cell count (SCC) in cow milk;
this increase causes numerous losses to dairy farmers and industries. Several studies
measuring cure rates of subclinical mastitis during dry-off have been conducted for several
decades with different results depending on the type of pathogen involved in the infection, the
age and immunity of the cow, the duration of the dry period, and the protocols used in the dry
cow therapy. Few studies in Brazil consider infection time and SCC level before dry-off
because of the difficulty in accessing or controlling this information. The aim of this study
was to evaluate the occurrence of chronic subclinical mastitis in dairy cows before dry-off, the
somatic cell count (SCC) values in this period and the odds of subclinical mastitis in the first
test day of a new lactation. 2,455 lactations from 2,064 cows were evaluated in 14 farms that
included 9,820 individual tests. Lactations were grouped into four categories based on the
number of test days > 200,000 cells/mL in the three months prior to dry-off, and were also
grouped by the geometric mean SCC of the last three months into five categories. The binary
response variable was based on the first test day of the next lactation and was grouped as
“healthy” (<200.000 cells/mL) or “subclinical” (>200.000 cells/mL). Three mixed logistic
regression models were created, and also included the explanatory variables parity, duration
of dry period, season of calving, season of dry-off. Data set evaluation (modell) showed that
850 (34.5%) of lactations returned with subclinical mastitis in the next lactation. There was a
wide variation between the herds and, except for duration of dry period, all variables used
influenced the postpartum SCC result. The rate of new cases (Model2) was 20.9% (152/729)
and was more influenced by parity, where cows of four or more lactation were more than
twice as likely to have a new case compared to second lactation cows (OR=2,40 IC 95%
1,27~4,46). The season of dry-off did not influence the new cases. The cure rate during the
dry period was 59.6% (1,028 / 1,726) and ranged from 20.0 to 83.3% between herds. Cows
that dry-off with geometric mean SCC below 200,000 cells / mL in the last three months of
lactation were six times more likely to cure than cows that dry-off with geometric mean above
1,600,000 cells/mL (OR = 6.41-95% CI). 3.17-13,15). Systematic evaluation of the end
lactation SCC can help farmers to make decisions to prevent chronic mastitis and also to
establish protocols for management for chronic cows at dry-off, culling must be considered.
Keywords: dynamics, dry-off, milk, somatic cell count.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO
A mastite € uma das doencas de maior importancia na inddstria leiteira devido a alta

prevaléncia e aos prejuizos financeiros e sanitarios provocados'. Varios fatores de risco est&o
envolvidos e séo relacionados a vaca (raca, idade, dias em lactacdo, producdo, condigdo
imune e conformacdo de uUbere), ao ambiente (instalacbes e época do ano) e ao manejo
(rotinas de ordenha, higiene e manutencao do equipamento de ordenha)™.

O controle da mastite traz beneficios para a salde do Ubere, diminui o risco de
transmissdo de agentes patogénicos aos trabalhadores das fazendas e diminui o risco potencial
que os residuos de antimicrobianos usados no tratamento da doenca poderiam trazer aos
consumidores de produtos lacteos*®. Os beneficios para a indUstria de laticinios constituem na
melhoria do rendimento de produtos derivados de leite, melhoria da estabilidade dos produtos
acabados e a diminuicdo do risco de descarte de leite por contaminacdo de residuos de
antimicrobianos®.

A mastite subclinica € uma condicdo em que o Ubere e o leite estdo visualmente
normais, embora a glandula maméria esteja inflamada’. O aumento da contagem de células
somaticas (CCS) no leite é um indicativo de uma resposta inflamatoria @ uma infeccéo
intramamaria (11M). O limite de 200.000 células/mL é amplamente utilizado para associar a
presenca ou ndo de mastite subclinica em vacas'. A mastite subclinica provocada por
patdégeno contagioso € uma fonte de transmissdo de microrganismos e contribui para a
persisténcia da mastite nos rebanhos leiteiros’.

A CCS do conjunto do leite das propriedades é usada pela inddstria de laticinios ha
mais de 50 anos como um indicador de saude da glandula mamaria de vacas e da qualidade de
leite das fazendas em todo o mundo®®°. A CCS em tanque de leite tem correlacéo positiva
com o percentual de vacas e tetos acometidos com mastite subclinica nas propriedades.

Varios paises estabeleceram limites legais de CCS para o leite cru. Em abril de 1992, a
Unido Europeia estabeleceu o limite de 400.00 células por mL para o leite fluido e, em 1998,
para qualquer derivado utilizado para consumo humano®. Nos Estados Unidos, o limite de
CCS para tanque foi reduzido de 1 milhdo para 750.00 células/mL em julho de 1993 . A
despeito deste limite, a média geométrica anual de CCS dos rebanhos norte americanos em
2013 foi de 199.000 células/mL com 11,6 % dos rebanhos acima de 400.000 células / mL *2.



Em um estudo recente realizado na regido sudeste do Brasil foram avaliadas entre 12 e

16 mil fazendas durante os anos de 2006 a 2014. Os autores, Rodrigues et al. *2

, usaram uma
série temporal de dados de CCS de tanque e reportaram media geometrica anual de 518.000
células/mL nas propriedades, com 54,7% delas acima de 400.000 células/mL (limite legal que
entraria em vigor no Brasil ano de 2016 para a regido estudada'®). Durante os nove anos
avaliados, as propriedades ndo apresentaram tendéncia de melhora. Segundo os autores, “se
ndo houver um descarte intenso de vacas cronicas, a média geométrica anual e o percentual de
fazendas com CCS acima de 400.000 células/mL ndo diminuirdo de repente”.

O periodo seco da vaca é o momento no qual a interrupcdo da producdo do leite
permite a involucdo do tecido mamario, a regeneracgdo do tecido secretor, o inicio da produgédo
de colostro e interfere positivamente na producdo do leite na proxima lactacdo. Além disto, a
secagem € uma grande oportunidade para otimizar a satde da glandula mamaria pois permite
melhorar as taxas de cura de infeccOes existentes e de prevenir a ocorréncia de novas
infeccBes™* ™.

Diversos estudos medindo taxas de cura de mastite subclinica durante a secagem vém
sendo realizados héa varias décadas com diferentes resultados. 1sso se da em funcéo do tipo de
patdégeno envolvido na infeccdo ja existente, da duracdo do periodo seco, do nimero de
lactacdes, dos protocolos de medicamentos utilizados na terapia de vaca seca e do nivel de
células somaéticas nas vacas antes da secagem. Normalmente esses estudos sdo complexos e
caros, devido & natureza multifatorial da doenca'*%%.

Existe uma caréncia de estudos abrangentes que abordem este tema no Brasil,
principalmente levando em conta a cronicidade que as vacas apresentam no momento da
secagem e os valores de CCS apresentados ao final da lactacdo, independente do patdégeno

envolvido e dos protocolos de tratamento utilizados por ocasido da secagem.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A glandula mamaria

A principal funcdo da glandula mamaria é dar suporte ao recém-nascido pela producao
de colostro e leite e, a0 mesmo tempo, tem o desafio de equilibrar a homeostase materna
enquanto produz quantidades adequadas de leite®. A glandula maméria é um dos poucos
orgdos do corpo que passam por ciclos repetidos de desenvolvimento estrutural, diferenciacédo
funcional, regressdo e regeneracdo: esta capacidade regenerativa € impulsionada pelas
alteracBes hormonais associadas & prenhez e lactacdo®*?°.

As glandulas mamarias de ruminantes sdo constituidas por um tecido que contém
varias populac@es de células, incluindo fibroblastos, adipdcitos, células mioepiteliais e células
epiteliais mamarias (CEM). Estas sdo as principais células presentes na glandula mamaria em
lactacdo e o numero e a atividade secretora destas células sdo fatores-chave que regulam a
producdo de leite®® O niimero de CEM é regulado pelo balanco entre proliferacéo celular e
apoptose. Além dos mecanismos enddcrinos de regulacdo, o tecido mamario é regulado
localmente por varios mecanismos autocrinos e paracrinos afetados por fatores de manejo,
stress, nutric&o e inflamag&o® .

As juncdes apertadas (TJ) sdo estruturas moleculares com duas grandes familias de
proteinas estruturais que sdo ligadas por meio de proteinas especificas ao citoesqueleto das
CEM fazendo a juncao entre elas. Elas impedem o transporte paracelular de ions e pequenas
moléculas entre os compartimentos de sangue e leite nos alvéolos®. A formagéo da TJ intacta
no inicio da lactacdo é importante para o estabelecimento da lactacdo. Por outro lado, a perda
de integridade da TJ foi associada a reducdo da secrecdo do leite, secagem e inflamacdo que
sdo detectados pelo aumento do transporte paracelular de componentes sanguineos para o leite

e vice-versa®®®!,

2.2 Secagem
O inicio do periodo seco € caracterizado por uma répida diminuigdo na expressdo de
genes envolvidos na sintese do leite pelas CEM e genes de sobrevivéncia celular. H&4 também
uma regulacéo positiva da expressdo de genes envolvidos na morte celular®. Ocorre uma
maior permeabilidade da TJ, indicada pela alteracdo de Na+ e K+ no leite alveolar, presenca
de lactose no plasma e aumento da passagem de leucdcitos do sangue para o limen alveolar®.
A migragdo dos leucdcitos para os tecidos mamarios permite a depuracdo das células

apoptéticas e a remogdo dos componentes residuais do leite *>*°. A remodelacdo do tecido
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mamario também estd ligada a destruicdo da matriz extracelular. Durante a involugdo
mamaria, o sistema metaloproteinase (MMP) ¢ ativado e induz a prote6lise dos componentes
da matriz extracelular®.

As concentracOes de lactoferrina no leite flutuam durante o ciclo de lactacdo e suas
maiores concentracdes ocorrem na glandula mamaria totalmente involuida.?%%. A
lactoferrina é a proteina de ligacdo ao ferro, mais comumente encontrada nas secregdes
exdcrinas dos mamiferos e esté entre as proteinas antimicrobianas mais bem caracterizadas®.
Na presenca de bicarbonato, a lactoferrina se liga ao ferro soltvel e reduz sua disponibilidade
para a multiplicacdo de bactérias. A lactoferrina também é conhecida por desempenhar um
papel nas funcdes normais de linfécitos e macréfagos®.

O citrato é um tampdo natural produzido pelo epitélio mamario; seus niveis no leite
tendem a ser muito baixos durante a involucdo mamaria e periodo seco, mas aumentam
substancialmente no parto. Existe uma correlacdo direta entre 0 aumento na relagdo de citrato
e lactoferrina nas secrecdes lacteas e a suscetibilidade a novas IIMs. As propriedades
antibacterianas da lactoferrina sdo deprimidas na presenca de citrato que deixa o ferro em uma
forma que as bactérias possam utilizar®.

Todas estas alteracBes, além de acelerar a involucdo mamaéria, contribuem para
aumentar as defesas antimicrobianas no Ubere em um momento no qual as vacas sdo
especialmente suscetiveis a uma nova IIM uma vez que o tampdo de queratina demora em
torno de trés semanas para ocluir o canal do teto® *.

Em estudo recente utilizando cabergolina, um potente agonista da dopamina e inibidor
da prolactina, relata, pela primeira vez, uma esfoliagdo macica das CEM nas secrecoes
mamarias ap0s a secagem com aumento nas atividades de MMP2 e MMP9, sugerindo um
maior grau de remodelacdo do tecido mamario. Os autores ainda confirmaram o aumento do
conteddo de lactoferrina nos tecidos mamarios durante o periodo inicial de secagem. Além
disto, a cabergolina acelerou ligeiramente a abertura da TJ e causou modestas modificacdes

na expressdo de alguns genes de reducdo da sintese de leite e de aumento de morte celular®.

2.3 Mastite e processo inflamatério
Independente do agente causador, a mastite € definida como inflamacdo da glandula
mamaria, no entanto a maioria dos casos de mastite resulta da penetracdo microbiana do canal

34,36

do teto Na década de 1940 foi estabelecido um processo de trés fases para o

desenvolvimento de mastite: invasdo de um organismo, estabelecimento da bactéria na



5

glandula maméria e inflamac&o®’. No entanto, desde o fim do século XIX sanitaristas e
veterinarios associaram a presenca de leucécitos com a inflamacao da glandula maméaria®*.
Em sua palestra do Nobel de 1908, o zoélogo russo Elie Metchnikoff*® descreveu

assim a doenca:

“... ¢ uma batalha entre um agente mérbido, o micro-organismo externo e as células
méveis do proprio organismo. A cura representaria a vitoria das células, e a imunidade
seria 0 sinal de uma atividade suficientemente grande para impedir uma invasdo de

micro-organismaos...”

Na mesma palestra, ele relata que um especialista em veterinaria suico, Zschokke, foi
0 primeiro a usar estes conceitos quando observou que a fagocitose abundante de
estreptococos seria um bom sinal para a evolugéo da mastite infecciosa em vacas™.

Uma vez que um patdgeno tenha penetrado na extremidade do teto, uma sequéncia de
eventos é geralmente iniciada, desencadeando o sistema imune inato e adaptativo, em um
esforco para impedir a infeccdo antes que um dano grave seja feito ao tecido mamario. A
funcdo do sistema imune ndo é apenas prevenir invasdo bacteriana mas também eliminar
infeccOes existentes e restaurar a funcéo normal do tecido™.

A pele do teto, o musculo do esfincter, o epitélio escamoso estratificado do
revestimento do canal do teto e o tampdo de queratina derivado das células epiteliais
fornecem uma barreira fisica e um impedimento quimico a colonizacdo bacteriana. O
processo de ordenha deixa o esfincter do teto em estado flacido que pode exigir varios
minutos para que o tonus do musculo liso retorne a uma condigdo para fechar a extremidade
do teto e permitir um novo actimulo de queratina®*®.

Apbs a penetracdo de um patdgeno no canal do teto, a capacidade de detectar a
presenca de bactérias na glandula mamaria é essencial para o inicio da resposta imune inata.
Populacgdes localizadas de células mamérias sdo capazes de facilitar o reconhecimento de
patdgenos e podem estimular os varios processos imunoldgicos. Tanto as células imunes e
ndo imunes na glandula mamaria possuem receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs)
que podem interagir com uma matriz diversificada de padrdes moleculares associados aos
patdgenos (PAMPs)®.

Os receptores Toll-like (TLRs) sdo uma familia de proteinas transmembrana expressas
ndo apenas em populagdes de leucdcitos, mas também em células endoteliais, células
epiteliais e fibroblastos que se distribuem pelos tecidos mamarios®. Tanto o TLR-2 quanto o
TLR-4 sdo de particular importancia para a defesa mamaria. Os TLR-2 reconhecem o0s

PAMPs associados a parede celular de bactérias gram-positivas (peptidoglicanos e &cido



lipotecdico) e os TLR-4 reconhecem o lipopolissacarideo (LPS), que é uma conhecida
endotoxina e um dos principais constituintes da parede celular das bactérias gram-
negativas®-®,

Ap0s o reconhecimento e ligacdo do patdgeno, as vias de sinalizacéo intracelulares sdo
ativadas, incluindo varios mediadores solUveis que desencadeiam o inicio da cascata
inflamatoria®. Através de um gradiente quimiotatico, os agentes de fase aguda da inflamacao
tém efeitos sobre as vénulas pos-capilares e induzem uma serie de moléculas de adesdo e
ligantes a serem reguladas ou ativadas, criando uma via de saida dos leucocitos para a
glandula mamaria infectada®.

Os leucdcitos sdo produzidos na medula 6ssea e ap0s diferentes etapas de maturagdo e
diferenciacdo sdo mobilizados para o sangue periférico. O ciclo de vida dos leucdcitos
polimorfonucleares (PMN) nos bovinos requer de 10 a 14 dias para maturacdo na medula
0ssea, depois entram no seio vascular através dos endotélios e circulam no fluxo sanguineo
com meia vida de oito a nove horas; deixam o fluxo sanguineo pela diapedese entre as células
endoteliais e penetram nos tecidos onde funcionam como fagdcitos por 1 a 2 dias*'.

A producdo e a destruicdo dos PMN sdo rigidamente reguladas para manter seu
namero no sangue, leite e tecidos. O fluxo de PMN para a glandula mamaria ocorre em um
nivel baixo para a vigilancia imunolégica, mas aumenta rapidamente em resposta a invasdo
bacteriana®’. O processo pode exigir apenas 2 horas ap6s a infeccdo para neutréfilos

comecarem a deixar vénulas pés-capilares e mais 2 a 4 horas para alcancar os seios do teto™.

2.4 Uso da contagem de células sométicas como indicativo de infec¢Bes intramamarias

As principais células presentes no leite sdo os leucdcitos, que incluem macrofagos,
linfocitos e leucdcitos PMN, principalmente neutrofilos. As células do epitélio mamario
também estdo presentes no leite, mas correspondem a menos de 7% do total de células®.

Em um estudo recente realizado em vacas holandesas com baixa CCS, média de
36.000 células/mL, Herve et al. acompanharam a CCS e a contagem de células epiteliais do
leite em cinco momentos durante a ordenha e reportaram que a concentragdo de células
epiteliais mamarias variou entre 3.300 e 7.500 células/mL durante a ordenha, ainda que

aproximadamente a metade destas células eram células viaveis de descamacéo.
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O fator mais importante para 0 aumento da CCS no leite é a presenca de uma 1IM***,
O uso do teste de CCS sozinho, sem a identificacdo do patdgeno, para identificar um quarto
mamario ou uma vaca com infec¢do pode levar a falsos positivos e falsos negativos em
funcdo do limite utilizado, dos patdgenos envolvidos e de outros fatores como idade e estagio
de lactacdo, fracdo do leite coletada e variacdes diérias na CCS?***,

A contagem diferencial das células somaticas presentes no leite vem sendo pesquisada
ha alguns anos e tem melhorado a sensibilidade do diagndstico em comparacéo a CCS total.
Alteracdes relativas entre os leucocitos tém indicado melhor a presenca de processo

inflamatdrio™™*'.

As técnicas iniciais para contagem diferencial exigiam tempo para
preparacdo e andlise em laboratério, mas vém evoluindo e atualmente pode ser feita por
equipamento comercial de citometria de fluxo™*®. No entanto, mais pesquisas sdo necessarias
para validar as aplicagdes praticas sugeridas pelo novo método™.

Alguns estudos utilizaram um ndmero muito grande de dados de CCS para
acompanhar a dinamica da mastite subclinica através do periodo seco**#*° Todos estes
estudos utilizaram amostras do leite, nivel vaca, e o limite de CCS de 200.000 células/mL
para avaliar as taxas aparentes de cura e novos casos de mastite subclinica entre a secagem e a

lactacdo seguinte.

2.5 Causas da mastite

Embora em torno de 200 espécies microbianas ja tenham sido identificadas em casos
de mastite, o seu controle é considerado mais efetivo quando os programas sao direcionados
para o controle dos agentes mais prevalentes®®. Durante décadas, a atencéo para o controle da
mastite foi dada a patdégenos que eram conhecidos por serem transmitidas entre as vacas de
maneira contagiosa, quando 0s tetos eram expostos a bactérias do leite originado de uma
glandula maméria infectada®’. Streptococcus agalactiae e Staphylococcus aureus foram
considerados 0s mais importantes patégenos contagiosos até o final da década de 1970; a parir
daf maior énfase foi dada aos microrganismos gram-negativos como causa de mastite®’.

Os patogenos de mastite tradicionalmente sdo classificados como patégenos principais

e patégenos secundarios® ™.

Os patdgenos principais como Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae e coliformes séo
geralmente considerados mais virulentos e causam maiores danos ao Ubere do que o0s
patdbgenos menores como Corinebacterium bovis e estafilococos coagulase negativo

(SC N)51,54-56



No Brasil, Souza et al. °’

avaliaram os efeitos dos patdgenos de mastite sobre a CCS
do leite em vacas. Os autores coletaram 3.749 amostras compostas dos quatro tetos de todas
as 2.657 vacas em lactacdo de 24 fazendas nos estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro. Em
69,7% de todas as amostras foi identificada a presenca de pelo menos um patégeno da mastite
e 155% das amostras apresentaram infecgdes mistas. Os patdgenos secundarios
representaram 43,3% das amostras com crescimento bacteriano. A média geométrica da CCS
foi de 22.000 células/mL para as amostras sem crescimento bacteriano; 94.000 e 125.000
células/mL para Corynebacterium spp. e SCN (patdgenos secundarios) respectivamente, e
482.000 celulas/mL para os patdgenos primarios. Os patdgenos mais isolados foram
Corynebacterium spp. (31,6%) e Staphylococcus aureus (30,2%).

Ainda no Brasil, Brito et al.>?

realizaram exames microbioldgicos e CMT em 6.315
amostras de leite obtidas de todos os quartos mamarios de 1.609 vacas em lactagdo,
originarias de 48 rebanhos localizados no Estado de Minas Gerais. Dos quartos mamarios
houve crescimento bacteriano em 62% deles; destes, em 7,2% o crescimento foi misto. Os
agentes mais isolados também foram Corynebacterium sp. (55,2%) e Staphylococcus aureus
(19,2%) e SCN (12,4%). As porcentagens de tetos com reacdo positiva no CMT foram de
32% para Corynebacterium sp.; 66% para Staphylococcus aureus e 48% para SCN. Os
autores comentam que a alta prevaléncia encontrada de Staphylococcus aureus e
Corynebacterium sp. sugere que os rebanhos estudados néo estdo aplicando corretamente as
medidas de controle para as mastites contagiosas.

Os estafilococos coagulase negativos (SCN) tém sido reportados como a classe de
bactéria mais frequentemente encontrada em 11Ms em vérios paises>>****®, Tradicionalmente
0s SNC eram considerados como patdgenos menores, oportunistas, que fazem parte da
microbiota da pele e que ocasionalmente causam mastite®*.

Vakkamaki et al.”, utilizando um banco de dados do laboratdrio da maior empresa de
leite da Finlandia, avaliaram os resultados de 240.067 amostras de quartos mamarios com
mastite. As amostras foram analisadas por PCR em tempo real entre os anos de 2010 e 2012.
Os autores reportaram que 12,4% das amostras ndo continham DNA de nenhuma espécie-alvo
de mastite e 87,6% das amostras apresentaram algum DNA; destes, 49%, 25,2% e 13,4%
apresentaram DNA para uma, duas e trés (ou mais) espécies alvos, respectivamente. Uma das
amostras de leite continha DNA de 10 espécies ou grupo de espécies.

Neste estudo, os autores reportaram que em 69% do total de amostras houve
crescimento bacteriano e as espécies mais encontradas foram os SCN (43%), seguido por

Staphylococcus aureus (21%), Streptococcus uberis (9%), Streptococcus dysgalactiae (8%),



Corynebacterium bovis (7%) e Escherichia coli (5%). O tamanho do banco de dados avaliado
demonstra a importancia dos SCN como causa de mastite naquele pais.

Os efeitos dos patdgenos menores na mastite sdo objetos de pesquisa no Brasil e no
mundo e as conclusdes sdo conflitantes quanto a sua capacidade de causar danos ao tecido
mamario, alterar a CCS e qualidade do leite ou exercer um efeito protetor na glandula
maméria contra o estabelecimento de patégenos maiores® **>>°¥%3 Este tema é controverso
no meio cientifico®®.

Os metodos classicos de microbiologia clinica baseiam-se na importancia de uma
cultura pura de um microrganismo para provar sua patogenicidade®. As técnicas mais
comumente utilizadas para identificacdo microbioldgica sdo realizadas em meios de cultura
ndo seletivos e seletivos, complementadas por testes bioquimicos e morfolégicos nas quais
sdo feitas as identificagdes de género, espécies e subespécies microbianas®.

Além de demorados, os resultados de testes bioquimicos utilizados para identificacéo
podem apresentar variabilidade pela acdo de fatores ambientais sobre a expressdo génica das
bactérias. Existem outras desvantagens, como o0 baixo poder discriminatério em
microrganismos com pouca Vvariabilidade genética e o risco de interpretacbes errbneas,
quando se utiliza um nimero limitado de testes® .

Nas ultimas duas décadas, uma ampla gama de técnicas de fenotipagem e genotipagem
foi desenvolvida®. Técnicas como PCR e sequenciamento de genomas, espectrometria de
massa com fonte de ionizacdo e dessorcao a laser assistida por matriz e analisador de tempo-
de-voo (MALDI-TOF), aliadas ao desenvolvimento de métodos moleculares para uso em
medicina humana estdo em foco e tém facilitado os estudos dos microrganismos no contexto

da mastite bovina®"°.

2.6 Infecgdes cronicas
Bactérias como Staphylococcus aureus tém baixa chance de cura relacionada a

resisténcia a antibi6ticos®”; seja por expressdo de genes de resisténcia’’, por invasdo
intracelular do tecido mamario ou por producao de biofilme*™,

A formacdo de biofilme é um componente integrante do ciclo de vida das bacteérias;
uma comunidade bacteriana se estrutura e cria uma matriz polimérica que se adere a uma
superficie inerte ou viva’®. Avancos recentes mostram que os biofilmes sdo sistemas

dindmicos, estruturalmente complexos, com atributos tanto de organismos multicelulares
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quanto de ecossistemas, com o objetivo de sobreviver em ambientes hostis e se dispersar para
colonizar novos nichos”.
A maior parte dos estudos acontece na medicina humana, na qual varias doencas

cronicas estdo relacionadas a formacdo de biofilme’"™.

Vérios estudos em bovinos ja
identificaram Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis e Prototheca spp. como
produtores de biofilme’"37%_ Streptococcus agalactiae é capaz de crescer em superficies
bidticas e abidticas formando biofilmes; cepas de origem bovina foram identificadas por
pesquisadores de universidades Francesas em conjunto com um investigador do Instituto
Pasteur™.

Em relacéo a vaca, o risco de infec¢Bes se tornarem crénicas aumenta com o aumento
do numero de lactacbes, com o avancar dos dias em lactacdo e com o aumento da
profundidade do Gbere'. Estes riscos estdo relacionados a exposicdo da vaca aos patdgenos
que tém menores chances de cura e a possiveis “traumas” no tecido secretor, provocados por
infeccdes prévias’ .

Green et al.®

avaliaram 6.852 lactacBes no reino unido e reportaram que vacas
crénicas, que secaram com mais de 200.000 células/ mL em cada um dos trés meses antes da
secagem, apresentaram mais chance (OR 1,26 e 1,39) de desenvolverem mastite clinica ap6s
0 parto em comparagcdo com vacas que secaram sadias para o0s sistemas de pastagem e
confinamento, respectivamente.

Whist e @stera’® reportaram em um estudo com 15.000 lactacBes em que vacas que
secaram com média geométrica das trés ultimas CCS entre 400.000 e 800.000 células/mL
apresentaram razdo de risco (HR) para mastite clinica durante a segunda lactacdo 2,8 vezes
maior em comparacdo com o grupo de referéncia onde a média foi de 10.000 a 20.000
células/mL, mas ndo avaliaram mastite subclinica no pds-parto como resposta.

No mesmo estudo, em um “subset” de dados, 0s autores usaram a CCS no primeiro e
segundo exame pos-parto para prever o risco de uma mastite clinica e reportaram que vacas
com CCS acima de 800.000 células/mL na primeira CCS pos-parto tiveram razdo de risco
para mastite clinica no restante da lactacdo de 6,9 (4,2) quando comparado a vacas que
iniciam lactagdo com CCS menor que 10.000 células/mL.

Dados de outros estudos ajudam a demonstrar o risco associado a mastite clinica em

funcdo das vacas iniciarem uma lactacdo com mastite subclinica®®*’.
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2.7 Novo caso de mastite subclinica durante o periodo seco

Estudos realizados com grande amostragem de propriedades mostram grande variagéo
nas taxas de novos casos entre as propriedades*®***°. As variacdes estdo relacionadas ao peso
diferenciado dos diversos fatores genéticos, de composicdo do rebanho, ambientais e de
manejo*?*°,
Fauteux et al.**, em um estudo com mais de 38 mil vacas em 949 rebanhos no Canada,
reportaram que as taxas de novas mastites subclinicas considerando o final do periodo seco da
vaca e 0 inicio da lactacdo seguinte foi de 15% em rebanhos com CCS de tanque menor que
200.000 células/mL e 27% para rebanhos com CCS de tanque > 400.000 células/mL.

Madouasse et al. *°

encontraram taxa de 17,0% (variando de 6% a 33% entre as propriedades)
e Lipkens et al. % reportaram taxa de 12,6% de novas infeccdes.

A estacdo do ano em que ocorre 0 parto esta associada a taxa de surgimento de novos
casos. Vacas que tém parto na estacdo das chuvas estdo sujeitas as condi¢Bes de umidade e
temperatura mais altas que favorecem a multiplicagio bacteriana e, na maioria dos rebanhos,
piora a condicao de alojamento das vacas. O stress térmico também interfere na imunidade da
vaca seca e em inicio de lactacdo®®*. Fauteux et al.*® encontraram taxas de novos casos de
21% e 17% para 0 verao e o0 inverno respectivamente, e relataram que mesmo no Canada estas
condigdes estdo presentes.

Vacas com maior nimero de lactacdes tém maior chance de uma nova infeccdo por
terem alguns mecanismos de defesa inata afetados com a idade tais como, conformacdo de
Ubere, risco maior de lesbes de tetos como hiperqueratose, falha no sistema imune provocada
por diversos fatores como, por exemplo, estresse oxidativo™****>**. Maior producéo de leite
durante a secagem pode levar a vazamento de leite, atraso na formacdo do tampdo de
queratina e aumentar o risco de mastite®.

Henderson et al.'*

encontraram um risco menor para uma vaca de segunda lactacdo
apresentar um novo caso de mastite subclinica em relagdo as vacas de quinta lactagdo OR

0,65 (0,59-0,71).

2.8 Cura da mastite subclinica

Os fatores que interferem nas taxas de cura estdo relacionados a capacidade imune das
vacas para eliminar infeccbes, ao patogeno envolvido, ao tempo de infeccdo as terapias
utilizadas e ao niimero de tetos acometidos®.

A terapia de vacas secas € um componente importante dos programas de controle de

mastites e tem o objetivo de eliminar 1IMs existentes no final da lactacdo e impedir o
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desenvolvimento de novas durante o periodo seco®. A estratégia de tratamento de todas as
vacas em lactagdo com antimicrobianos durante a secagem foi proposta no final da década de
1960%". Entretanto, ela vem sendo discutida em funcéo do uso indiscriminado de antibidticos,
particularmente em vacas com baixa expectativa de cura e vacas sadias por ocasido da
secagem?%388,

Estudos de levantamento das dindmicas de mastite subclinica avaliadas pela CCS ao
nivel de vaca em diferentes rebanhos mostram a grande variacdo nas taxas de cura durante o
periodo seco. Fauteux et al.* reportaram 65% de taxa de cura em 949 rebanhos. As 10%
melhores fazendas em taxas de cura apresentaram cura média de 88%; as 10% piores,
apresentaram 40% de cura. Madouasse et al.*

90%) e Lipkens et al.? reportaram 66,9%.
|.14

reportaram 74% de cura (variando de 53 a
Henderson et al.”" avaliaram mais de 20 mil lactaces em 114 rebanhos no Reino
Unido e reportaram taxa de cura de 71%. A chance de cura foi maior para uma vaca que
entrou na segunda lactacdo (OR=2,0~1,79-2,25) em relacdo a vacas que entraram na quinta
lactacdo. Em relacdo a cronicidade, os mesmos autores reportaram chance de cura duas vezes
maior (OR 1,99~1,56-2,53) para vacas que ndo tiveram CCS acima de 199.000 células/mL na
lactacdo comparadas as vacas que tiveram quatro ou cinco exames acima de 199.000
células/mL na lactacdo anterior.

Oster3s et al.®®

avaliaram os motivos de falha na cura de patégenos maiores através da
secagem de vacas. Vacas que secaram com média geométrica da CCS de 623.000 células/mL
tiveram de 2,6 a 5,4 vezes mais chance de ndo curar do que vacas que secaram com média de
167.000 células/mL. Os autores comentaram que a média geométrica da CCS realizada nos
trés Gltimos meses da lactacdo reflete melhor a condicdo de cronicidade ao final da lactacdo

do que a média de toda a lactacéo.
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CAPITULO 2 - ARTIGO

Artigo conforme as normas da revista Journal of Dairy Science

Efeito da mastite subclinica crénica antes da secagem na primeira contagem de células

somaticas no pos-parto de vacas leiteiras

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de mastite subclinica em vacas leiteiras antes
da secagem, os valores da CCS neste periodo e as chances de mastite subclinica no primeiro
teste da proxima lactacdo. Foram avaliadas 2.455 lactacBes de 2.064 vacas em 14 fazendas
que incluiram 9.820 exames de CCS de vacas. As lactacdes foram agrupadas em quatro
categorias com base na quantidade de exames de CCS acima de 200.000 células/mL nos trés
meses que antecederam a secagem. Também foram agrupadas pela média geomeétrica da CCS
dos ultimos trés meses em cinco categorias. A varidvel resposta binaria, baseada na primeira
CCS apos o parto, foi “Sadia” (CCS<200.000 células/mL) ou “Subclinica” (>200.000
células/mL). Foram criados trés modelos de regressdo logistica mista; as variaveis ordem de
lactacdo, duracdo do periodo seco, estacdo do ano para o parto e para a secagem também
foram incluidas nos modelos. A avaliacdo do conjunto de dados (Modelol) mostrou que 850
(34,5%) das lactacGes iniciaram com mastite subclinica, independentemente de como secaram
anteriormente. Houve grande variacdo entre as propriedades e, com excecdo da duracdo do
periodo seco, todas as demais varidveis avaliadas influenciaram o resultado da CCS no pos-
parto. A taxa de novos casos (Modelo2) foi de 20,9% (152/729) e foi mais influenciada pela
ordem de lactacdo, onde vacas de quatro ou mais lactacdo tiveram mais de duas vezes chance
de novo caso em relacdo as vacas de segunda lactagdo (OR=2,40 IC 95% 1,27~4,46). A
estacdo da secagem nao influenciou os novos casos. A taxa de cura (modelo 3) foi de 59,6%
(1.028/1.726) e variou de 20,0 a 83,3% entre as propriedades. VVacas que secaram com média
geométrica da CCS abaixo de 200.000 células/mL nos ultimos trés meses de lactacdo tiveram
mais de seis vezes mais chance de cura em relacdo as vacas que secaram com média
geométrica acima de 1,6 milhdo de células/mL (OR=6,41 IC95% 3,17~13,15). A avaliacdo
sistematica da CCS ao final da lactacdo pode ajudar os produtores a tomar decisdes para
prevenir a mastite cronica e também estabelecer recomendacGes de manejo para vacas
crénicas com alta CCS na secagem, o descarte desses animais deve ser considerado.
Palavras-chave: dinamica, leite, periodo seco, taxa de cura.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the occurrence of chronic subclinical mastitis in
dairy cows before dry-off, the somatic cell count (SCC) values in this period and the odds of
subclinical mastitis in the first test day of a new lactation. 2,455 lactations from 2,064 cows
were evaluated in 14 farms that included 9,820 individual tests. Lactations were grouped into
four categories based on the number of test days > 200,000 cells/mL in the three months prior
to dry-off, and were also grouped by the geometric mean SCC of the last three months into
five categories. The binary response variable was based on the first test day of the next
lactation and was grouped as ‘“healthy” (<200.000 cells/mL) or “subclinical” (>200.000
cells/mL). Three mixed logistic regression models were created, and also included the
explanatory variables parity, duration of dry period, season of calving, season of dry-off. Data
set evaluation (modell) showed that 850 (34.5%) of lactations returned with subclinical
mastitis in the next lactation. There was a wide variation between the herds and, except for
duration of dry period, all variables used influenced the postpartum SCC result. The rate of
new cases (Model2) was 20.9% (152/729) and was more influenced by parity, where cows of
four or more lactation were more than twice as likely to have a new case compared to second
lactation cows (OR=2,40 IC 95% 1,27~4,46). The season of dry-off did not influence the new
cases. The cure rate during the dry period was 59.6% (1,028 / 1,726) and ranged from 20.0 to
83.3% between herds. Cows that dry-off with geometric mean SCC below 200,000 cells / mL
in the last three months of lactation were six times more likely to cure than cows that dry-off
with geometric mean above 1,600,000 cells/mL (OR = 6.41-95% CI). 3.17-13,15). Systematic
evaluation of the end lactation SCC can help farmers to make decisions to prevent chronic
mastitis and also to establish protocols for management for chronic cows at dry-off, culling
must be considered.

Keywords: cure rate , dry period, dynamics, milk
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INTRODUCAO

O periodo seco da vaca é o momento fisioldgico onde a interrupcdo da producéo de
leite permite a involucdo do tecido mamario, a regeneracdo do tecido secretor, o inicio da
producdo de colostro e interfere positivamente na producdo na proxima lactacdo (Hurley et
al., 2016; Weaver e Hernandez, 2016). Além disto, este momento representa também uma
grande oportunidade para otimizar a salde da glandula mamaria pois permite melhorar as
taxas de cura de infeccOes existentes e de prevenir a ocorréncia de novas infec¢bes (Green et
al., 2007; Dufour e Dohoo, 2012, Henderson et al., 2016).

Vacas com mastite subclinica crénica sdo importantes fontes de infec¢do por micro-
organismos contagiosos para vacas sadias e contribuem muito para as altas contagens de
células somaticas no tanque (Zadoks et al.,2003, Rodrigues et al. 2017). Durante anos,
estudos que acompanharam a dinamica de infec¢Ges durante um ano ou mais mostraram que
um numero consideravel de vacas nos rebanhos apresenta mastite subclinica crénica (Dodd et
al., 1969; Zadoks et al., 2003; Rossi et al., 2019).

Zadoks et al. (2003) acompanharam dois rebanhos na Holanda durante 18 meses com
amostras de todos os quartos mamario de todas as vacas em lactacdo a cada 3 semanas. Estes
autores reportaram que 75% das infeccBes provocadas por Streptococcus uberis foram
subclinicas e aproximadamente um quarto delas durou mais que 72 dias. Uma das cepas
dominantes apresentou mediana da duragdo dos casos de 248 dias, com infeccdes persistentes
até 309 dias. Os autores ndo acompanharam o desfecho das infecgdes apds a secagem das
vacas.

Tradicionalmente as avaliagfes de novos casos e curas de infec¢cbes IMMs sdo
realizadas por quarto mamario e patogeno causador de mastite (Dodd et al., 1969; Dufour e
Dohoo, 2013). Estes estudos sdo caros, complexos; sujeitos as variagfes do método de

identificacdo do patdgeno envolvido e muitas vezes ndo acompanham o histérico da infec¢do
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por longos periodos (Dohoo e Leslie, 1991; Reyher et al., 2011; Dufour e Dohoo, 2012,;
Bradley et al., 2015; Bach et al.,2019).

A CCS ¢ largamente utilizada pelo setor leiteiro para monitorar a qualidade do leite
nos tanques de fazendas (Eberhart et al., 1982; Ruegg e Taboni, 2000; Norman et al., 2011,
Fauteux et al.,2015), o estado de satde da glandula mamaria das vacas (Fateaux et al., 2014;
Damm et al., 2017; Hiitio et al., 2017; Ruegg et al., 2017) e subsidiar programas de
melhoramento genético (Barkema et al., 2015; Martin et al., 2018).

Alguns estudos utilizaram um ndmero muito grande de dados de CCS para
acompanhar a dindmica da mastite subclinica através do periodo seco (Cook et al., 2002;
Madouasse et al., 2012, Fauteux et al., 2015; Henderson et al. 2016, Lipkens et al. 2019).
Todos estes estudos utilizaram o limite de CCS de 200.000 células/mL para avaliar as taxas
aparentes de cura e novos casos de mastite subclinica entre a secagem e o parto na lactacéo
seguinte. Existem poucos estudos sobre esse tema no Brasil (Oliveira et al. 2015).

O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de mastite subclinica crénica em vacas
leiteiras antes da secagem, os valores da CCS neste periodo e as chances de mastite subclinica

no primeiro teste da proxima lactacao.

MATERIAL E METODOS
Durante os anos de 2017 e 2018 iniciamos um estudo observacional longitudinal
retrospectivo e prospectivo em 14 fazendas de leite no estado de Goiés, escolhidas por
conveniéncia a um raio maximo de 120 km do municipio de Goiania. As propriedades
possuiam em média 260 vacas em lactagdo (60 a 1.100 vacas) produzindo em média 19,7 kg
de leite/dia (14,0 a 29,0 kg/dia). Oito destas propriedades realizavam acompanhamento de
CCS mensal do rebanho e disponibilizaram o histdrico dos exames, partos e secagens a partir

do ano de 2015.
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A partir do inicio do estudo, acompanhamos mensalmente todas as propriedades para

coleta da CCS mensal e coleta dos dados de paricdo e secagem. Todas as propriedades
realizavam terapia de vaca seca e pos-dipping e com excecao de duas propriedades, todas as
demais realizavam teste dos primeiros jatos de leite antes de cada ordenha para identificacdo

de mastite clinica.

Coleta das amostras para CCS

Amostras de leite compostas do leite dos quatro tetos foram coletadas mensalmente de
todas as vacas em lactacdo, com auxilio de coletores de leite, apds a ordenha completa de
cada animal para que representasse bem o leite secretado durante a ordenha (Rueg e Pantoja
2013).

O acondicionamento das amostras foi feito diretamente em frascos proprios para
coleta contendo uma pastilha do conservante Bronopol I® (Laborclin, Brasil). Cada frasco foi
identificado, homogeneizado e encaminhado imediatamente para o laboratério ou mantidas
em local fresco por até dois dias, no caso de impossibilidade de envio imediato (De Freitas et
al., 2016).

O Laboratério de Qualidade de Leite do Centro de Pesquisa em Alimentos da Escola
de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias (LQL/EV/UFG) realizou as
analises pelo método de Citometria de Fluxo em equipamentos automatizados (Fossomatic™

5000 Basic, FOSS ou DELTA Somascope™) de acordo com o ISO/IDF.

Preparacao dos dados coletados
Apos a coleta dos dados de paricdo, secagem e resultados dos exames de CCS os
dados foram avaliados para selecionar as vacas e as lactacdes que atendiam aos seguintes

critérios: Possuir os trés ultimos resultados da CCS nos trés meses que antecederam a
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secagem; possuir o primeiro resultado de CCS da lactacdo seguinte entre os dias quarto e 50
apos o parto (Fauteaux et al., 2014) e periodo seco minimo de 40 dias e maximo de 210 dias.

Um total de 2.455 lactacGes de 2.064 vacas nas 14 fazendas, que incluiram 9.820

exames de CCS (trés antes da secagem e um ap0s o0 parto de cada lactacdo) atendeu aos

critérios estabelecidos e foram selecionadas para o estudo. Deste total de lactacbes 644

tiveram dados historicos resgatados entre 2015 e 2016, e 1.811 lactagdes foram

acompanhadas entre 2017 e 2018.

Variaveis avaliadas

O primeiro resultado da CCS de cada vaca ap0s o parto determinou a variavel de
resposta binaria: “sadia” (CCS < 200.000 células/mL) ou “mastite subclinica” (CCS >
200.000 células/mL); que foi avaliada segundo as variaveis explicativas: Ano de parto, ano de
secagem, estacdo do parto, estacdo da secagem, ordem de lactacdo, duracao do periodo seco e
resultados dos trés ultimos exames de CCS da lactacdo anterior. Todas as variaveis
explicativas foram categoricas.

Para ano do parto foram criadas quatro categorias, uma para cada ano. Os dados dos
anos 2015 e 2016 foram todos resgatados do histérico de oito das 14 propriedades
participantes do estudo. J& os dados dos anos 2017 e 2018 foram obtidos durante o estudo e
incluiam dados de todas as propriedades. As estacGes do ano para secagem e paricdo foram
categorizadas em “Seca” (Abril a Setembro) e “Chuvas” (Outubro a Margo).

Para ordem de lactacdo foram criadas quatro categorias (2, 3, 4 e 5 ou+ lactacdes). As
categorias se referem a lactacdo que se inicia apds o periodo seco avaliado; por exemplo, as
vacas de primeira lactagdo foram avaliadas a partir dos trés altimos meses antes da secagem,
portanto o resultado da secagem serd visto na lactacdo seguinte e ela é classificada como

lactagao “2”.
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Para duracédo do periodo seco da vaca foram criadas trés categorias (40 a 90 dias, 91 a
150 dias e 151 a 210 dias). Periodos secos com duracéo inferior a 40 dias (muito curtos) ndo
foram avaliados porque ndo eram programados pelas propriedades e poderiam ter ocorrido em
funcdo de aborto ou falhas no controle reprodutivo. Periodos secos maiores que 210 dias séo
muito longos, pouco frequentes e poderiam expor um mesmo periodo seco a duas mesmas
estacdes do ano em anos distintos.

Para os resultados dos trés ultimos exames de CCS da lactacdo anterior foram criados
dois grupos de variaveis categoricas: Para o primeiro grupo, com quatro categorias, cada
lactacdo foi classificada como tendo zero (0) ou um (1) ou dois (2) ou trés (3) resultados de
CCS = 200.000 células/mL.

Por fim cada lactacdo teve a média geométrica dos trés Gltimos exames calculada e
distribuida em uma das cinco categorias: CCSgl (<200.000 células/mL), CCSg2 (de 200.000
a 399.000 células/mL), CCSg3 (de 400.000 a 799.000 células/mL), CCSg4 (800.000 a

1,599.000 células/mL) e CCSg5 (> 1.600.000 células/mL).

Analises descritivas e estatisticas

Os dados coletados nas fazendas bem como os laudos com resultados dos exames de
CCS foram organizados e tabulados em Microsoft Excel (Microsoft Corporation, 2010).

Para as analises estatisticas utilizamos a funcdo glm do pacote Ime4 (Bates et al. 2014)
do software R (R Core Team, 2018). Todas as variaveis foram avaliadas em trés modelos de
regressédo logistica. Como existem repeticdes de animais avaliados em lactacOes diferentes, as
lactacdes foram aninhadas dentro de vacas que foram aninhadas dentro do rebanho.

A variavel resposta foi considerada, como sucesso (1) ou fracasso (0) (Cox 1958) de
forma diferente para os modelos conforme sera mostrado abaixo. Para selecionar as variaveis

a serem retidas utilizamos o procedimento “stepwise’” em cada um dos modelos.



27

As varidveis ano de parto, ano de secagem e duracdo do periodo seco ndo foram

significativamente associadas (p>0,05) com as variadveis resposta e foram retiradas dos trés
modelos.

As variaveis estacdo da secagem da vaca e média geomeétrica dos trés ultimos exames

de CCS nao foram associadas significativamente (p>0,05) com a ocorréncia de novos casos e

foram retiradas apenas deste modelo.

Modelol: Chance de mastite subclinica no primeiro teste p6s parto.
Todas as lactagdes disponiveis que atenderam aos critérios estabelecidos para o estudo
entraram neste modelo, foram avaliadas todas as variaveis ja mencionadas sem restricdes. A

variavel resposta foi “1” para mastite subclinica e “0” para sadia.

Modelo2. Chance de novo caso de mastite subclinica através do periodo seco

Foram selecionadas para este modelo apenas as lactacGes elegiveis para novo caso no
inicio da lactacdo seguinte, isto &, vacas que secaram com a Ultima CCS < 200.000 células/mL
(“sadias por ocasido da secagem”) independente de como foram os resultados dos dois
exames anteriores. A varidvel resposta também foi “1” para mastite subclinica e “0” para
sadia.

Durante a exploracdo dos dados verificamos que apenas 24 vacas possuiam cinco ou
mais lactacOes elegiveis para novos casos. Por isso, apenas neste modelo, a variavel ordem de

lactacdo ficou agrupada em trés categorias (2, 3 e 4 ou mais lactacdes).

Modelo3: Chance de cura da mastite subclinica através do periodo seco
Para este modelo foram selecionadas apenas as lactagdes elegiveis para cura isto &,

vacas que secaram com a ultima CCS > 200.000 células/mL (“mastite subclinica por ocasido
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da secagem”). Neste caso como a variavel resposta de sucesso foi cura, a variavel resposta foi

invertida, sendo “1” para sadia e “0” para mastite subclinica no primeiro exame ap6s o parto.

RESULTADOS
Modelol: Chance de mastite subclinica no primeiro teste pos parto.

Do total de 2.455 lactagdes, 850 (34,6%) apresentaram mastite subclinica no inicio da
lactacdo seguinte. A mediana e os quartis (Q1 e Q3) do percentual de vacas que iniciam uma
nova lactacdo com mastite subclinica entre as propriedades foram 34,1% (29,5%-68,2%),
respectivamente (Tabelal). Os dados da regressédo logistica estdo sumarizados na Tabela 2.

Vacas que secaram nas estacOes das chuvas tiveram mais chance de apresentar mastite
subclinica no primeiro exame ap0s 0 parto, comparadas com as vacas que secaram nas
estacOes secas (OR=1,44 1C95% ~ 1,19-1,73). Os percentuais das lactagdes que tiveram o
primeiro resultado de CCS > 200.000 células/mL foram de 39,1% e 31,6% para as vacas que
secaram na estacdo das chuvas e estacdo seca respectivamente.

Vacas que pariram na estagdo das chuvas tiveram mais chance de apresentar mastite
subclinica no primeiro exame apés o parto (OR=1,60~1,32-1,94) em comparacao as vacas que
pariram na seca. Vacas de cinco ou mais lactacfes tiveram 2,26 vezes mais chance (1,63-
3,13) de retornarem ao proximo parto com mastite subclinica comparado as vacas que
iniciaram a segunda lactacéo.

A quantidade de exames acima do limite de 200.000 células/mL nos trés ultimos
meses antes da secagem exibiu tendéncia (P=0,071) para aumentar a chance de mastite
subclinica no pos-parto. As chances tenderam a aumentar em torno de 1,6 vezes quando dois
ou trés exames acima do limite ocorreram no final da lactacdo em comparacdo as vacas cujas

todas as contagens estavam abaixo de 200.000 celulas/mL.
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Vacas que secaram com meédia geométrica da CCS nos trés ultimos exames entre
800.000 e 1.599.000 células/mL e acima de 1.600.000 células/mL tiveram muito mais chance
de apresentar mastite subclinica no inicio da proxima lactacdo (OR=2,93~1,73-4,99) e
(OR=5,33~2,77 e 10,38), respectivamente, em relacdo ao grupo de vacas que secaram com

média geométrica abaixo de 200.000 células/mL (p<0,0001).

Modelo2. Chance de novo caso de mastite subclinica atraves do periodo seco.

As lactacdes elegiveis para novos casos foram originadas em 13 das 14 propriedades.
Ao todo 729 lactacdes atenderam ao critério de apresentar o ultimo resultado de CCS abaixo
de 200.000 células/mL, elas representaram 29,7% do total das lactacdes estudadas. A taxa de
novas mastites subclinicas do periodo seco para o parto subsequente foi de 20,9% (152/729).
A mediana e os quartis (Q1-Q3) das taxas de novos casos entre as propriedades foi 23,1%
(10,1%-32,4%) (Tabela 1). Os dados da regresséo logistica estdo sumarizados na Tabela 3.

Vacas que pariram nos periodos das chuvas (Outubro a Marco) tiveram mais chance
OR=1,68 (1C95% 1,13-2,50), de apresentar um novo caso de mastite subclinica no primeiro
exame apos o parto. A taxa de novos casos para este grupo de vacas foi de 26,1% e a taxa de
NOVOS €asos para vacas que pariram nas estacoes secas foi de 18,1%.

Vacas que pariram a parir da quarta lactacdo tiveram mais chance de apresentar um
novo caso no pés-parto em comparacdo com as vacas que foram para a segunda lactacdo
(OR=2,40~1,27-4,48).

Vacas que apresentaram dois exames de CCS > 200.000 ceélulas/mL, portanto no
penultimo e no antependltimo més, tiveram quase trés vezes mais chance (OR=2,91~1,52-
5,50) de novo caso no inicio da préxima lactacdo em comparacdo com as vacas que secaram

com os trés ultimos exames de CCS abaixo de 200.000 células/mL.
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Modelo3: Chance de cura da mastite subclinica através do periodo seco

Todas as 14 propriedades apresentaram lactacBes elegiveis para cura. As lactacOes
elegiveis para cura representaram 70,3% das lactacOes avaliadas. A taxa de cura de mastite
subclinica nas lactacGes durante o periodo seco foi de 59,6% (1.028/1.726), portanto 40,4%
(100%-59,6%) das vacas permaneceram com mastite subclinica através do periodo seco.
Entre as propriedades a mediana da taxa de cura e os quartis (Q1-Q3) foram 62,8% (51,5%-
65,9%) (Tabela 1). Os dados da regressao logistica estdo sumarizados na Tabela 4.

Vacas que secaram na estacdo seca tiveram mais chances de cura do que vacas que
secaram na estacdo das chuvas (OR=1,5~1,21-1,86) e as vacas que pariram na estacdo seca
tiveram mais chances de cura que vacas que pariram na estacdo das chuvas (OR=1,62~1,30-
2,01).

Vacas que iniciaram a segunda lactacdo tiveram quase duas vezes mais chances de
cura em comparacdo com as vacas que iniciaram a quinta lactacdo (OR=1,97~1,37-2,83).
Vacas que apresentaram apenas um exame de CCS > 200.000 células/mL antes da secagem
também tiveram quase duas vezes mais chance de cura em relacdo as vacas que secaram com
0s trés meses anteriores a secagem acima deste ponto de corte (OR=1,78 1,07-3,01).

Por fim vacas que mesmo secando com mastite subclinica, mas que apresentaram
média geométrica da CCS nos ultimos trés meses anteriores & da secagem < 200.000
celulas/mL tiveram mais de seis vezes chance de cura em relacdo as vacas que secaram com
CCS acima de 1.600.000 células/mL (OR=6,41~3,17-13,15). A taxa de cura no primeiro

grupo foi de 80,9% e no ultimo foi de 30,2%.

DISCUSSAO
A prevaléncia de mastite subclinica avaliada pela CCS das vacas no inicio da lactacao

(34,6%) foi alta e esta relacionada ao aparecimento de 20,9% de novos casos em 29,7% das
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vacas gue secaram sadias e a persisténcia de 40,4% de mastite subclinica em 70,3% das vacas
que secaram com mastite subclinica. Estd bem estabelecido o conceito de prevaléncia de
mastite relacionado ao aparecimento de novos casos e a persisténcia das infeccdes (Dodd et
al., 1969; Cook et al., 2002, Dofour e Dohoo 2012)

A taxa de novos casos variou bastante entre as propriedades e esta relacionada as
particularidades de cada propriedade quanto a exposicdo dos animais aos patdgenos
favorecidos pelo clima, ambiente, manejo de ordenha, presenca de animais com infec¢do por
patdgenos contagiosos e imunidade do rebanho (Zadocks et al. 2003, Whist e @stera, 2007;
Fauteux et al.,2014; Cardozo et al., 2015, Oliveira et al.,2015).

A taxa de cura observada também variou entre as propriedades. Outros estudos que
avaliaram grande numero de vacas reportaram grande variacdo nas taxas de cura entre as
propriedades (Madouasse et al. 2012, Fauteux et al. 2014). Os fatores que interferem nas
taxas de cura estdo relacionados a capacidade imune das vacas para eliminar infec¢oes,
namero de tetos acometidos, patdgeno envolvido e terapias utilizadas (Barkema et al., 2006).

A estacdo do ano no momento da pari¢do das vacas foi associada a maior ocorréncia
de mastite subclinica no primeiro exame de CCS apds o parto (modelo 1), @ maior ocorréncia
de novos casos (modelo 2) e a menor chance de cura (modelo 3). A estacdo chuvosa no Brasil
é também a estacdo com maiores temperaturas (Tomazi et al., 2018). As maiores exposices
aos patdgenos ambientais e 0 stress térmico durante a estacdo chuvosa podem predispor a
ocorréncia de novas infeccbes (Elvinger et al., 1991, 1992; do Amaral et al., 2010, Fauteux et
al., 2014; Cardozo et al. 2015; Tao et al. 2018).

A estacdo do ano no momento da secagem da vaca de secagem néo foi associada a
novos casos de mastite subclinica apds o parto (p>0,05). A terapia de vaca seca, utilizada em
todas as propriedades no momento da secagem, parece estar prevenindo bem novas infec¢des

na fase inicial da secagem mesmo no estacdo das chuvas. .No entanto, a estacdo da secagem
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foi associada a maior chance de cura para vacas que secaram na estacdo seca. Uma possivel
explicacdo € a de que vacas que secaram com mastite subclinica durante a estacdo das chuvas
(quente e umida) poderiam ter o sistema imune comprometido por stress térmico que
resultaria em falhas na eliminacdo de infeccOes existentes (Elvinger et al., 1991, 1992; do
Amaral et al., 2010).

A ordem de lactacdo crescente foi associada ao risco crescente de mastite subclinica
no primeiro exame de CCS da lactacdo seguinte (modelol). A partir da quarta lactacdo as
vacas apresentaram maior chance de novo caso através do periodo seco (modelo 2). A chance
de cura nas vacas que foram para a segunda lactacdo foi bem maior quando em relacdo as
vacas de cinco ou mais lactacdo (modelo3). Os resultados confirmam os obtidos por
Henderson et al. (2016) que avaliaram mais de 20 mil lactacdes e reportaram chance de cura
(OR=2,0~1,79-2,25) para as mesmas categorias de lactacdo utilizadas em nosso estudo.

A conformacdo de Ubere, o risco maior de lesGes de tetos como hiperqueratose,
maiores producOes durante a secagem e falha no sistema imune provocada por diversos
fatores como stress térmico e oxidativo contribuem para que animais com maior nimero de
lactacOes sejam mais expostos ao risco de novas infeccdes e infecgdes persistentes (Green et
al., 2007; Singh et al., 2014; Cardozo et al., 2015, Henderson et al., 2016; Sordillo 2018).

A quantidade de exames de CCS acima de 200.000 células por mL nos trés meses que
antecederam a secagem mostrou tendéncia (P=0,071) para influenciar as chances de uma vaca
apresentar mastite subclinica no primeiro exame apds o parto e as taxas de cura (modelos 1 e
3, respectivamente).

No modelo para cura, a presenca de um exame de CCS acima de 200.00 células/mL,
(obrigatoriamente no ultimo més), foi significativamente associada a maior chance de cura
comparada a vacas que tiveram dois ou trés exames acima do limite por ocasido da secagem.

O resultado para cura foi semelhante ao reportado por Henderson et al. (2016).
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A ultima CCS da lactacdo no modelo para novo caso foi, por definicdo, abaixo de
200.000 celulas/mL. Portanto 0 nimero de exames acima deste limite nos ultimos trés meses
de lactacdo ficaram restritos aos resultados zero, um, ou dois exames para este modelo. Vacas
com dois exames acima do limite de 200.000 células/mL antes da secagem tiveram muito
mais chance de novo caso no inicio da lactacdo seguinte comparadas as vacas gque secaram
com as trés ultimas CCS abaixo deste limite de CCS. Esta situacdo ocorreu em 7,5% (55/729)
das lactacGes elegiveis para novos casos.

Uma possivel explicacdo para estes achados seria a de que uma IIM prévia deixaria a
vaca mais suscetivel a uma nova infeccdo por danos anatdmicos a barreira do canal do teto ou
tecidos mamarios (Rainard e Riollet, 2006). Lipkens et al. (2019) reportaram que vacas
curadas através do periodo seco (mas ndo antes da secagem) tiveram risco de mastite clinica
significativamente maior em comparacdo com vacas saudaveis atraveés do periodo seco, a
razdo de risco foi 2,23 (1,29-3,85).

Uma segunda hipotese, e a mais provavel, seria a de que estas vacas ndo se curaram
bacteriologicamente antes da secagem, mesmo com a CCS abaixo de 200.000 células/mL no
ultimo teste antes da secagem. A sensibilidade do teste de CCS para identificacdo de 1IMs
varia em fungdo do agente envolvido na infeccdo e do nUimero de quartos mamarios
acometidos (Bach et al., 2019; Lipkens et al., 2019).

Por fim a média geométrica da CCS nos ultimos trés meses da lactacdo apresentou
uma importante associacdo com a taxa de cura neste modelo; a medida que a média
geométrica aumenta diminuem drasticamente as taxas de cura e confirma observacfes de

Osteras et al., (1999).
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CONCLUSOES

Vacas com mastite subclinica crénica com altas contagens de CCS no final de lactacdo tém
muito mais chance de retornar com mastite subclinica na proxima lactacdo pelas baixas
chances de cura através da secagem. A avaliacdo sistematica da CCS de vacas no final da
lactacdo, incluindo a média geomeétrica da CCS nos altimos trés meses de lactacdo, pode
ajudar produtores e consultores nas tomadas de decisfes para evitar que as vacas se tornem
crénicas ainda no inicio de lactacdo e para definir sobre 0 manejo destes animais. O descarte

deve ser considerado.
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TABELAS

Tabela 1. Informacéo dos rebanhos avaliados, total de lactacdes avaliadas, lactacdes elegiveis
para cura e para novas mastites subclinicas através do periodo seco

Lactacdes % Elegiveisp/  Taxade Elegiveis Taxa de
Faz. avaliadas'  subclinica cura® cura® nova’ novas’
pos parto®
1 741 35,0% 485 58,6% 256 22, 7%
2 193 44,0% 122 49,2% 71 32,4%
3 118 31,4% 104 66,3% 14 14,3%
4 45 35,6% 31 64,5% 14 35,7%
5 759 28,9% 541 63,6% 218 10,1%
6 298 33,2% 193 62,7% 105 25,7%
7 84 67,9% 77 31,2% 7 57,1%
8 86 36,0% 70 62,9% 16 31,3%
9 51 23,5% 38 76,3% 13 23,1%
10 22 68,2% 22 31,8%
11 18 27,8% 12 83,3% 6 50,0%
12 14 57,1% 10 20,0% 4 0,0%
13 14 21,4% 11 12, 7% 3 0,0%
14 12 33,3% 10 60,0% 2 0,0%
Total (%) 2.455 (100%) 1.726 (70,3%) 729 (29,7%)
Médias lact.? 34,6% 59,6% 20,9%
Médiana Faz. 34,1% 62,8% 23,1%
(Q1-Q3)°. (29,5-68,2) (51,5-65,9) (10,1-32,4)

! Total de lactacBes avaliadas desde 2015 (fazendas 1,2,4,6,7 e 8 tiveram juntas 644 lactacdes avaliadas entre
2015 e 2016. As demais lactagOes foram avaliadas entre 2017 e 2018).

2 percentual do total das lactacdes avaliadas que apresentaram mastite subclinica no primeiro teste de CCS apés
0 parto seguinte.

¥ Lactages que encerraram com mastite subclinica ((ltimo teste da lactagdo com CCS acima de 200 mil) e
portanto elegiveis para cura durante o periodo seco.

* Taxa de cura da mastite subclinica entre a secagem e 0 primeiro exame no pés parto (primeiro exame abaixo de
200.000 células por mL).

® Lactag®es que encerraram sadias (0ltimo teste da lactag&o anterior com CCS abaixo de 200 mil) e portanto
elegiveis para novo caso de mastite subclinica no pés parto).

® Taxa de novos casos da mastite subclinica entre a secagem e o primeiro exame no pds parto (primeiro exame
acima de 200.000 células por mL).

"Total e percentual de lactacdes sobre o total de lactaces avaliadas.

®percentual médio dos resultados das lactacdes em funcéo de cada modelo.

Medianas e quartis 1 e 3 dos percentuais dos resultados das fazendas em funcéo de cada modelo.
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Tabela 2. Modelo para chance de mastite clinica pds-parto. Frequéncias observadas, razao de
chances (OR) e limites do intervalo de confianga (IC 95%)

;,/ ariaveis Categorias Subcl./Total (%)* OR? 25% 975%  Valor p
reditoras
Estacdo secagem Seca’ 463/1.466 (31,6%) <0,001
Aguas 387/989 (39,1%) 1,44 119 173
Estagéo paricdo Seca’ 470/1.536 (30,6%) <0,0001
Aguas 380/919 (41,3%) 160 1,32 1,94
Ordem de lactacdo 2 239/979 (24,4%) <0,0001
3 272/794 (34,3%) 1,20 0,95 1,51
4 176/388 (45,4) 160 121 213
5 ou mais 163/294 (55,4%) 2,26 163 3,13
N° de exames de CCS > 0° 97/ 531 (18,3) 0,071
200.000 células/mL nos trés 1 89/ 435 (20,5) 095 0,67 134
meses antes secagem 2 159/ 446 (35,7) 161 099 260
3 505/1043 (48,4) 165 097 281
Média geométrica da CCS <200° 180/925 (19,5%) <0,0001
nos trés meses anteriores a 200 a 399 199/604 (32,9%) 1,35 0,89 2,05
secagem (x 1.000 400 a 799 224/513 (43,7%) 1,81 111 2,97
células/mL) 800a 1599  173/307 (56,4%) 2,93 1,73 4,99

>1.600 74/106 (69,8%) 5,33 2,77 10,38

! Frequéncias observadas de lactagdes que iniciaram com mastite subclinica apés o parto/total de lactacées.
2 Razéo de chances (Odds ratio).
® Categorias de referéncia.

Tabela 3. Chance de novo caso (NC) de mastite subclinica através do periodo seco.
Frequéncias observadas, razdo de chances (OR) e limites do intervalo de confianga (IC 95%)

Iy artavets Categorias  NC/Total (%)' OR? 2,5% 97,5% Valorp
reditoras

Estacdo do parto Seca’ 83/465 (18,1) <0,05
Chuvas 69/264 (26,1) 168 113 250

Ordem de lactacdo 2’ 89/483 (18,4) <0,05
3 41/184 (22,3) 1,38 087 2,15
4 ou mais 22/62 (35,5) 2,40 127 4,46

N° de exames de CCS > 0’ 97/531 (18,3) <0,01
200.000 células/mL nos trés 1 33/143 (23,1) 1,25 0,77 2,00
meses antes secagem 2 22/55 (40,0) 291 152 5,50

1 NC = frequéncias observadas de novos casos (lactacdes que iniciaram com mastite subclinica apés o parto/
lactacBes que encerraram sadias antes do parto avaliado)

?Razéo de chances (Odds ratio).

¥ Categorias de referéncia.
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Tabela 4. Modelo para chance de cura de mastite subclinica através do periodo seco.
Frequéncias observadas, razéo de chances (OR) e limites do intervalo de confianca (IC 95%)

Variaveis Categorias nglag,z/)l OR? 25% 97,5% Valor p

Estacdo secagem Chuvas® 388/704 (55,1) <0,001
Seca 640/1,022 (62,6) 150 121 1,86

Estagéo paricdo Chuvas® 344/655 (52,5) <0,0001
Seca 684/1,071(63,9) 162 130 2,01

Ordem de lactacdo 5 ou mais® 122/270 (45,2) <0,001
4 181/350 (51,7) 1,21 085 1,73
3 379/610 (62,1) 1,71 1,22 2,39
2 346/496 (69,8) 197 137 2,83

N° de exames de CCS > 3 538/1.043 (51,6) 0,071

200.000 células/mL nos trés 2 254/391 (65,00 1,07 0,78 1,45
meses antes secagem 1 236/292 (80,8) 1,78 1,07 3,01

Média geométrica da CCS nos > 1.600° 32/106 (30,2) <0,0001
trés meses anteriores a 800 a 1.599 134/307 (43,6) 186 1,13 3,13

secagem (x 1.000 células/mL) 400 a 799 282/498 (56,6) 3,16 1,94 527
200 a 399 360/543 (66,3) 4,14 245 7,13
<200 220/272 (80,9) 6,41 3,17 1315

! Frequéncias observadas de cura (lactagBes que iniciaram sem mastite subclinica ap6s o parto/ lactagdes que
encerraram com mastite subclinica antes do parto avaliado)

2 Razdo de chances (Odds ratio).

¥ Categorias de referéncia.
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CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

A adocdo de tecnologia nas fazendas leiteiras estd acelerando com profundas
implicacdes em como o gado é alojado, gerenciado e ordenhado. Equipamentos de ordenha
informatizados, com sensores em linha para determinar fluxo de leite, tempo de ordenha,
condutividade elétrica do leite, monitores de atividade para deteccédo de estro ja sdo realidade
no Brasil ha algum tempo e algumas propriedades (minoria) exploram bem estas ferramentas.

Os avancos da ciéncia na area de biotecnologia que incluem estudos sobre gendmica e
protedmica irdo ajudar a entender melhor sobre o entendimento da mastite e a interacdo dos
microrganismos com a glandula mamaria. Muito sera elucidado e alguns conceitos sobre
infeccdo da glandula mamaria baseados nos postulados de Koch poderao ser revistos.

Por outro lado, no Brasil, existe uma grande quantidade de propriedades avancando
em producdo diaria e média por vaca e que sequer realizam exames de CCS em suas vacas.
Outros realizam, mas ndo conseguem avaliar a dindmica da mastite subclinica de um més para
o0 outro. Alguns laboratérios da Rede Brasileira de Qualidade do Leite emitem relatérios mais
elaborados com dados acumulados por vaca para as fazendas, porém outros ndo possuem ou
ndo fornecem estas ferramentas. Laboratdrios especializados em microbiologia para
diagnostico de mastite e acessiveis as propriedades sdo poucos.

Se a mastite ndo for abordada de forma estratégica no Brasil com o envolvimento dos
produtores, veterindrios de campo, laboratérios de referéncia, centros de pesquisa,
universidades e governo levaremos muito tempo, ou nunca alcancaremos uma condi¢do
minimamente parecida com paises desenvolvidos como, para citar apenas dois exemplos, 0
Canadé e a Finlandia.

Nestes paises foram criados bancos de dados nacionais de amostras de leite para
identificacdo de patdgenos de mastite que contribuiram de forma colaborativa para diversas

pesquisas realizadas por grupos distintos de pesquisadores. Um destaque para 0 caso
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Finlandés onde uma legislacdo nacional foi alterada e o rigor com o uso de antibidticos foi
aumentado com a ajuda de pesquisas, baseadas em uma robusta rede de informacao, que
demonstraram que 0 uso de antibioticos em animais crénicos nao resolveria a doenca, mas
poderia trazer problemas a saude publica através de selecdo de bactérias super-resistentes.

Os estudos observacionais de longo prazo baseados na CCS podem ajudar a
compreender melhor a dindmica da mastite subclinica nos rebanhos pela possibilidade de
estudar uma populacdo maior, pelo tempo de acompanhamento dos resultados e pela analise
pratica dos desfechos. Isto é possivel devido ao baixo custo dos exames, a facilidade de coleta
e & relativa boa adoc&o por parte das propriedades. E necessario, portanto utilizar ferramentas
estatisticas como, por exemplo, pareamento de grupos, estratificacdo de amostras e analise
multivariada para minimizar o impacto do viés de confusdo neste tipo de estudo.

O maior desafio encontrado neste estudo foi a obtencdo final dos dados. Se por um
lado os dados de CCS para amostra composta de vaca sdo faceis de serem obtidos por laudos
do laboratério, levantar os dados zootécnicos de muitos animais em propriedades distintas
torna-se um desafio. Diferentes formas de armazenamento destes registros nas propriedades,
ora por diferentes softwares utilizados, ora por coleta de dados em registros em papel
demanda tempo para organizacdo e analise dos dados. Muitos dados acabam se perdendo por
inconsisténcia ou por algum dado perdido que impossibilita o atendimento dos critérios.
Quase 19,0% de possiveis lactacdes a serem avaliadas foram perdidas por estes motivos.

As avaliacOes das taxas de cura e novos casos de mastite subclinica foram realizados
apenas com os dados de CCS do conjunto de leite dos quatro tetos, por ser mais pratico,
barato e facil de ser obtido pelas propriedades, mas devem ser analisados com cautela uma
Vez que ndo representam o “status” microbiologico da vaca. A identificagdo microbiologica é
parte essencial de programas de controle de mastite. No entanto estratificamos os valores de

média geometrica em categorias que incluem ndo s6 o ponto de corte usual de CCS
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frequentemente utilizado para indicar mastite subclinica, mas também valores bem acima
deste e que sdo frequentemente encontrados nas propriedades. As comparacdes em nosso
estudo séo, portanto baseadas na ocorréncia ou remissao de sintoma (CCS) ao nivel da vaca.

Os estudos de incidéncia, cura e impacto da mastite na producdo baseados em
patdgeno x quarto mamario sdo extremamente importantes. No entanto a complexidade da
doenca e a possibilidade de infeccdes mistas em um ou mais de um quarto mamario (com
alguma frequéncia todos os quatro quartos mamarios) e as dificuldades operacionais (e de
custo) para acompanhar estes estudos, faz com que muitas vezes os resultados observados
tenham pouca aplicacao pratica.

Soma-se a isto o percentual de amostras em cultura microbioldgica de mastite com
resultados negativos e contaminadas e as particularidades e limitacGes nos métodos de cultura
em placa observados em diferentes estudos e concluimos que ha um grande caminho a
percorrer. As técnicas moleculares vém a cada dia facilitando o entendimento desta complexa

doencga, mas precisam ser aprimoradas de forma que possam auxiliar as propriedades.



