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RESUMO

PINHEIRO, E. S. CEficiéncia do tratamento e vacinacdo de mastite sabnica causada
por Staphylococcus aureus. [Treatment and vaccination efficay against bovine
Staphylococcus aurewsibclinical mastitis]. 2016. 98 f. Dissertacao gtlado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, ehsidade de Sdo Paulo, Pirassununga,
2016.

Este estudo objetivou avaliar a: a) eficiéncia dgbaoticoterapia associada a vacinacéo, de
infecgBes intramamarias (IIM) causadas @daphylococcus aureusS. aureuy durante a
lactacdo e secagem; b) variabilidade genétic&.daureusde acordo com a resposta ao
tratamento, antibiograma e técnica de Polimorfisd Comprimento de Fragmentos
Amplificados (AFLP). Para a avaliagdo da eficiénda terapia durante a lactacéo, foram
selecionadas 117 vacas com mastite subclinica daysaS. aureusa partir de 5 rebanhos
leiteiros, as quais foram distribuidas aleatoriameam trés tratamentos: a) controle (sem
tratamento), b) antibioticoterapia intramamarianjetiavel, c) antibioticoterapia intramamaria
+ injetavel + vacinagdo contr@. aureus Para avaliar a eficiéncia da antibioticoterapia
associada a vacinagdo conBa aureusna secagem, foram selecionadas 136 vacas com
mastite subclinica causada p®r aureus as quais foram distribuidas aleatoriamente em
quatro tratamentos: a) antibioticoterapia intrant@@md) antibioticoterapia intramamaria +
injetavel, c) antibioticoterapia intramamaria + ivac d) antibioticoterapia intramamaria +
injetavel + vacina. Para os protocolos de tratamé€lasictacdo e secagem), foi utilizada a
vacina antimastitica TopVac (Hipra, Espanha). Qbajtico injetdvel foi a enrofloxacina
(Kinetomax®, Bayer, Brasil), dose unica (7,5 mg/ké) antibioticoterapia intramamaria
durante a lactacéo foi realizada com ampicilinan®p + cloxacilina 250 mg (Bovigam L,
Bayer, Irlanda do Norte), e na secagem, com ammacil00 mg + cloxacilina 500 mg
(Bovigam ®VS, Bayer, Irlanda do Norte). Um total di#7 isolados de&. aureusforam
submetidos a técnica de AFLP. A taxa de cura destogl tratados com antibioticoterapia,
durante a lactacédo e na secagem, foi de 80,5%88) e 91,5% (n = 106), respectivamente. A
vacinagao contr®. aureusnao aumentou a taxa de cura do tratamento dusafdetacao,
porém reduziu a CCS das vacas vacinada em comparagé as vacas do tratamento
controle. No tratamento durante a lactacdo, primmgpa vacas com apenas um quarto
infectado apresentaram maior taxa de cura (79 e 7@8pectivamente) do que pluriparas e

vacas com dois ou mais quartos infectados (11 g t&8pectivamente), respectivamente. A



resisténcia a penicilina ndo afetou a taxa de dasaisolados d&. aureusA probabilidade

de um isolado ndo adaptado a glandula mamaéria gkirresistente e resistente a oxacilina
foi maior do que a de um isolado adaptado, poréaxa de cura dos isolados ndo adaptados
foi maior do que a de isolados adaptados. Em ceaaclla antibioticoterapia foi eficiente para
tratamento de mastite subclinica causadaSoaureusdurante a lactacdo e secagem, e o
resultado de antibiograma foi associado a clasgific dos isolados em adaptados e nédo

adaptados, porém nao foi associado a respostébeotodterapia.

Palavras-chave: Mastite subclinicaStaphylococcus aureus Tratamento. Infecgfes

intramamarias. Vacinacao.



ABSTRACT

PINHEIRO, E. S. CTreatment and vaccination efficay against bovineStaphylococcus
aureus subclinical mastitis. [Eficiéncia do tratamento e vacinacdo de mastiteclénica
causada poiStaphylococcus aureus2016. 98 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, hsidade de Sdo Paulo, Pirassununga,
2016.

The objectives of this study were to evaluatereatment effectiveness, using antibiotics and
vaccination, in cows with intramammary infectiormised byS. aureusduring lactation and
dry period; b) the genetic variability &. aureusstrains according to treatment responses,
antibiogram and the AFLP technique. To evaluateetifiectiveness of the lactation therapy,
117 icows withS. aureussubclinical mastitis, from 5 herds, were randontistributed into 3
treatments: a) control; b) Intramammary + Injeaabt) Intramammary + injectable +
Vaccine. To evaluate the effectiveness of the dfytleerapy, 136 cows witls. aureus
subclinical mastitis were randomly distributed indo treatments: a) Intramammary; b)
Intramammary + Injectable (INT + INJ); c) Intramammy + Vaccine (INT + VAC); d)
Intramammary + Injectable + Vaccine (INT + INJ + &R For both therapies (lactation and
dry off), the antimastitis vaccine was the TopVHEigp(a, Spain). The injetable antibiotic was
enrofloxacin (Kinetomax®, Bayer S. A., Brasil) siaglose (7,5 mg/kg). The intramammary
therapy was, during lactation, with ampicillin 7% m cloxacilin 200 mg (Bovigam L, Bayer,
North Ireland) and at dry off with ampicillin 250gm+ cloxacilin 500 mg (Bovigam ®VS,
Bayer, North Ireland)S. aureussolates (117were submitted to the AFLP technique. The
cure rate of quarters treated with antibiotics migifactation and dry period was 80,5% (n =
82) e 91,5% (n = 106), respectively. VaccinatioaiagtS. aureudidn’t raise the cure rate
during lactation, but lowered the SCC of vaccinated/s compared to control cows. In the
lactation therapy, primiparous and cows with orfedted quarter had higher cure rates (79
and 70%, respectively) than pluriparous and cowhk miore than one infected quarter (11 and
17%, respectively), respectively. Resistence tagién did not affectS. aureussolates cure
rate. The probability of a non adapt8d aureussolate to be multiresistant and resistant to
oxacilin was higher than an adapted isolate, bte cates of non adapted isolates was higher
than adapted isolates. In conclusion, antibiotierdpy was efficient to trea$. aureus
subclinical mastitis during lactation and dry pdriand the antibiogram result was associated



with the isolates classification in adapted and adapted, but was not associated with the
response to therapy.

Key words: Subclinical mastitis. Staphylococcus aureus.Intramammary infection.

Treatment. Vaccination.
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1 INTRODUCAO

A mastite subclinica causa diminuicdo de producéda qualidade do leite, e pode ser
transmitida entre as vacas, quando causada pagriaactontagiosas conftaphylococcus
aureus(S. aureul A infeccédo intramamaria causada |$raureuse uma das causas mais
frequentes de mastite subclinica, que pode pergistilongo periodo de tempo em vacas
leiteiras. Além disso, quando a mastite causad&paureugpersiste na forma subclinica, os
quartos mamarios infectados atuam como um reseivadé S. aureuscom alto risco de
transmissao para as vacas sadias (LAM et al., Z29BOKS et al., 2001).

Rebanhos leiteiros sem um programa de controlsamédade da glandula
mamaria, podem ter aumento da prevaléncia de mastitsada pos. aureusnao soO pela
baixa resposta a antibioticoterapia, mas também peifil contagioso de transmissao dessa
bactéria. A alta prevaléncia de mastite causadaSpaureusnas regides Sul e Sudeste,
correspondentes a aproximadamente 60% da prodeci&ael do Brasil (EMBRAPA, 2009),
foi descrita previamente. Na regido da Zona da MMtmas Gerais, 98% (47/48) dos
rebanhos analisados tinham pelo menos uma vaadadadéepolS. aureussendo que em 77%
destes (37/48), cerca de 20% dos quartos mamastasaen infectados por este agente
(BRITO et al.,, 1999). Em estudo no Rio Grande dd, Su aureusfoi o principal
microrganismo isolado do leite de vacas que aptasan mastite clinica e subclinica,
correspondendo a 50 e 42% dos isolados, respecitar(SA et al., 2004).

Em rebanhos com alta prevaléncia de mastite caymad aureusa segregacao das
vacas infectadas pode ser inviavel, devido ao tamaos lotes, restricdes de instalacdes e
dificuldade de ajuste na dieta das vacas. Alénogdisestes rebanhos, o descarte de todas
vacas infectadas torna-se inviadvel. Nestas sitsagbdespeito de baixas taxas de cura durante
a lactacdo, uma opcao para controlé&daureus o tratamento de parte das vacas infectadas,
associado com a implantacdo de medidas de cowtoie segregacao e descarte das que nao
curaram. Contudo, para a tomada de decisdo sobefici@ncia e custo-beneficio do
tratamento de mastite causada $oaureusé necessério levar em consideracdo os fatores de
risco que podem afetar a eficiéncia da antibiosiagiia, como: a idade da vaca, o total de
quartos infectados, a posicdo do quarto infectadestagio de lactacdo, a gravidade da
inflamacé&o, e a intensidade de eliminacéo das hastéo leite (OWENS et al., 1988; SOL et
al., 1997; DINGWELL et al., 2003).



17

A baixa taxa de cura dos tratamentos é uma dasijais razdes para a recomendacgao
de ndo tratamento de vacas com mastite subcliaigsada pos. aureuddurante a lactagéao.
Na maioria dos casos subclinicos, o tratamentoreceomente nas vacas (quartos) que
apresentam sintomas clinicos ou na secagem (quadds os quartos mamarios recebem
antibioticoterapia). Com a crescente pressao galacéo da CCS de rebanhos leiteiros, pode
nao ser economicamente viavel esperar até a seqayertratar vacas com mastite subclinica
cronica causada p@&. aureuspois a alta prevaléncia de vacas infectadas aaneerisco de
novas infec¢des intramamarias. Porém, a antibistiapia durante a lactacdo tem alto custo
para o produtor, principalmente pelo descarte de.|Portanto, estudos sobre protocolos de
tratamentos e outros fatores (relacionados a vacéartéria) que afetam a taxa de cura da
mastite causada pd. aureuspodem auxiliar na tomada de decisdo de tratamestos
rebanhos com alta prevaléncia deste agente.

Diversos protocolos de tratamento ja foram avakgolara o tratamento d& aureus
na lactacdo e na secagem. O aumento da durac@cagatcom antibioticos beta-lactamicos
(WILSON et al., 1972; ZIV; STORPER, 1985) e o tragmto com lincosamida (GILLESPIE
et al.,, 2002; OLIVER et al., 2003) resultaram emamgaxa de cura de mastite subclinica
causada poB. aureusiurante a lactacdoA vacinacdo associada a terapia com antibiéticos,
para o tratamento de vacas com |IM causadéSpaureusfoi avaliada em estudo no Brasil,
no qual se utilizou uma bacterina composta por pagedeS. aureus(Lavac® Staph,
Boehringer Ingelheim, St. Joseph, MO) em associag@m a aplicacdo de antibibtico
intramamario (AIM) a base de penicilina (Mamizyn® Boehringer Ingelhein), para o
tratamento de vacas na secagem. Foram aplicadase2 da vacina: no dia da secagem e 14
dias apds a secagem. A taxa de cura foi maior %) nas vacas vacinadas (74%) do que
nas vacas nao vacinadas (50%) (SILVA, 2006).

As terapias de curta duracdo, comumente utilizagmlaa o tratamento durante a
lactagéo, geralmente resultam em baixa taxa de deranastite causada p&. aureus
(WILSON et al., 1996; BARKEMA et al., 2006). Outr@sotocolos de tratamento, como
terapia estendida ou associacdo de antibioticaaisloe sistémicos, foram avaliados para
aumentar a taxa de cura (TAPONEN et al., 2003; @R\t al., 2004; DELUYKER et al.,
2005; ROY et al., 2009). Porém, na literatura irdExndo foram encontrados estudos que
avaliaram a eficiéncia da terapia estendida encasgm com enrofloxacina sistémica sobre a
taxa de cura da mastite subclinica causadaéSpa@ureusA enrofloxacina € um antibidtico
que apresenta excelente perfuséo tecidual, longpaede meia vida no sangue (BROWN,
1996; LIZONDO et al.,, 1997), e que ao ser degradagla figado € transformada em
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ciprofloxacina, um metabdlito que mantém a acadei@ida e altas concentracdes no sangue
e no leite (KAARTINEN et al., 1995; RANTALA et akR002). Além disso, o presente estudo
avaliou a eficiéncia do tratamento de infec¢cesléniba causadas p@. aureusdurante a
lactacdo e na secagem, associado com vacina GrdraeugTopvac, Hipra Espanha). Esta
vacina é composta por bacterina de cepas$.daureusgue apresentavam altos teores de
componentes da parede celular, como exopolissacatidjue podem estar envolvidos na
formacédo do biofilme (HARRO et al., 2010; PRENAFEEAal., 2010). A capacidade de
formacdao de biofilme e de sobrevivéncia dentroélelas epiteliais e macréfagos, sao fatores
associados com a maior resisténciaSdeaureusaos antibiético§ALMEIDA et al., 1996;
HEBERT et al., 2000). O objetivo desta vacina éader a vaca produzir anticorpos contra a
formacéo do biofilme (um dos principais fatoresvit@léncia) porS. aureuso que poderia
aumentar a capacidade do sistema imune da vaoa, @s®0 a eficiéncia do(s) antibiotico(s)
em eliminarS. aureusNum estudo recente, esta vacina, administrad® eloses (45 e 10
dias antes do parto, e 52 dias p0Os-parto), redaziaxa de proliferacdo d&. aureusnos
rebanhos em 45% e apresentou moderada eficiénaiardena secagem, com um valor de
41% (SCHUKKEN, 2014).

A taxa de cura de mastite causada poaureugpode também ser influenciada pela
variabilidade genética dos isolados. Caracterstespecificas, como fatores de viruléncia,
diferem entre as cepas & aureus0 que pode alterar as respostas aos tratamenos co
antibioticos (BARKEMA, 2006). Dingwell et al. (20p#bservaram diferentes respostas, de
acordo com a variabilidade genética das cep& dereusao tratamento com os antibidticos
tilmicosina e cloxacilina, na secagem. As cepasigrenantes, denominadas A, D e F,
responderam similarmente ao tratamento com tilnmeog71, 75 e 80% de cura,
respectivamente), porém diferiram quanto a respustaatamento com cloxacilina (46, 87 e
33% de cura, respectivamente).

As hipoteses do presente estudo foram que: a) iaag@o potencializa a acdo dos
antibioticos para o tratamento de vacas cronicagiafiéctadas por S. aureus, b) isolados de
S. aureus de um mesmo rebanho apresentam maidarglade genética do que isolados de
rebanhos diferentes, c) a resposta a terapia cdibiGticos varia de acordo com a
variabilidade genética da cepa de S. aureus peerarglandula mamaria da vaca.

O presente estudo teve como objetivos avaliar: afi@éncia da terapia com
antibioticos associada a vacinacdo, contra infecg@tgamamarias (IIM) cronicas causadas
por S. aureus durante a lactacdo e na secagemyd)adilidade genética das cepas de S.

aureus dentro de um mesmo rebanho e entre diferegttanhos, c) o efeito da variabilidade
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genética das cepas de S. aureus sobre a respamttibivticoterapia da mastite, d) a
associagdo entre o agrupamento de isolados quédeifoi pela técnica de AFLP e o

agrupamento feito pelo antibiograma.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CLASSIFICACAO E DIAGNOSTICO DA MASTITE

A palavra mastite se origina do grego "mastos'hdjda mamaria, e do sufixo "ite",
inflamacéo, e significa processo inflamatério dandgula mamaria. O termo mamite tem o
mesmo significado, porém a origem desta palavra &tih “mamae” (glandula mamaria).
Portanto ambas as terminologias podem ser usadasdpasignar a inflamacao da glandula
mamaria.

A mastite pode ser causada por trauma ou lesdolammluja mamaria, irritacao
quimica, ou mais frequentemente, por infeccdo poramganismos, principalmente bactérias.
A infeccéo do tecido mamario ocorre quando micnoigyaos causadores de mastite penetram
pelo canal do teto, multiplicam-se no epitélio alae da glandula mamaéaria e liberam toxinas
que estimulam uma resposta inflamatoria pela VRERLPOT; NICKERSON, 2000). Apos a
ativacdo do sistema inume da vaca, a vasodilatdg&ocapilares alveolares da glandula
mamaria aumenta a passagem de fluidos (como soguisg@o) e leucdcitos para o lUmen
alveolar. No interior da glandula mamaria, os fisidvasculares e os agregados de leucdcitos-
microrganismos podem estar presentes em quantidadesio capazes de alterar visualmente
0 aspecto fisico do leite e/ou da prépria glandclgo quadro inflamatorio € denominado de
mastite clinica. Porém, na maioria das vezes enogoee infeccdo intramamaria (1IM), essa
passagem de fluidos e leucdcitos para o interiorgid@mdula mamaria ndo ocorre em
intensidade suficiente para alterar o aspectodfidic leite e/ou da glandula. Neste caso, o
quadro inflamatério € denominado de mastite suiselirNa mastite subclinica, o leite esta
visualmente normal, mas com composi¢ao (teoreodBitp, proteina, lactose, sodio e cloro)
e contagem de leucdcitos alterados (HALASA et200Q7). Uma vaca pode apresentar um
quadro de mastite sem que ocorra uma infeccédo afalgl mamaria, ou seja, a glandula
pode apresentar-se inflamada mesmo sem o isolandentaicrorganismos no leite (IDF,
1987).
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2.1.1 Mastite clinica

A forma de apresentacdo da mastite que € maisniaaie diagnosticada € a clinica,
caracterizada pela presenca visivel de anormakdaddeite e/ou Ubere da vaca. O leite de
quartos mamarios com mastite clinica pode ser agoadmais viscoso, com a coloragao
alterada pela presenca de pus, sangue, coaguaoss fbu grumos. Os quartos mamarios e o
Ubere podem ficar edemaciados, avermelhados e emdos, e a vaca pode apresentar um
quadro sistémico, com sintomas como febre, desighiai fraqueza e inapeténcia
(ROYSTER, 2015).

A mastite clinica é causada principalmente pordras, e dependendo do manejo das
vacas adotado e do ambiente, pode haver grandac&arientre os perfis etioldgicos das
bactérias causadoras de mastite entre os rebagitedb. Num estudo realizado por Oliveira
e Ruegg (2014), em que foram avaliados 747 casasagdéte clinica (1 quarto mamario por
vaca) no estado de Wisconsin, EUA, os resultadosudeira microbioldgica do leite
indicaram 27,2% das amostras sem crescimento, 38éb%actérias gram-negativas, 27,6%
de gram-positivas e 9,7% de outros agentes. Ostemy@atogénicos isolados com maior
frequéncia foramEscherichia coli(E. coli) (22,6%), estreptococos ambientais (12,7%) e
Klebisiellaspp. (9%). Em outro estudo norte-americano, fagatiados 165 casos de mastite
clinica, e os resultados da cultura microbiologlodeite foram: 32% sem crescimento, 51%
E. coli, 8% estreptococos ambientais e 9% outros ageR@BERSON, 2008). No Brasil, 2
estudos recentes avaliaram a prevaléncia de lmxtéausadoras de mastite clinica. Um
estudo retrospectivo sobre dados de mastite cléi@cE8 rebanhos leiteiros da regido Sudeste,
durante 5 anos, relatou de um total de 2.905 a#sosastite clinica (a vaca foi considerada a
unidade experimental) que: 41% das amostras n&saparam crescimento, 19% tiveram
isolamento de coliformes, 12% de estreptococos amdis, 9% de estafilococos coagulase
negativa (ECN) e 4% d8treptococcus agalactig@®©LIVEIRA et al., 2015). Outro estudo,
avaliou 1.292 amostras de leite coletadas de cdsomastite clinica. Cinquenta e trés
porcento das amostras ndo apresentaram crescineepganicrorganismos isolados em maior
frequéncia foram: Streptococcus agalactiae(10.5%), Streptococcus uberis(8,0%);
Staphylococcusoagulase negativa (6.09Qtreptococcus dysgalactidé.4%); eEscherichia
coli (4.2%) (TOMAZI et al., 2015).

Quanto a evolucdo do caso, a mastite clinica pedeclassificada em: subaguda,

aguda, hiperaguda e cronica, (Quadro 1).
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Quadro 1 — Resumo sobre a evolucao do tipo de taatitiica, de acordo com sinais clinicos da vaca

_ Sinais clinicos
Caso de mastite Quarto mamario Sistémicos

Subaguda Leve inflamacéo e vermelhiddo. | Auséncia
Pouca sensibilidade e aumento de
temperatura.

Leite com pequenos coagulos ou
grumos e maior aquosidade. Pode

ocorrer reducao da producéao de leite.

Aguda Ocorréncia de inflamacéao, Aumento de
vermelhidao e endurecimento de | temperatura retal, perda
todo o quarto. Sensivel ao toque. | de apetite, prostracao,
Leite purulento, com aparéncia de | reducao da funcao

soro, aguado ou sanguinolento. ruminal, desidratacao,

Subita e grande reducédo de produg&oaqueza, tremores,

de leite. diarreia e depresséao.
Hiperaguda (mais | Similares aos casos agudos. Mesmos do caso agudo,
rara e de e: choque, fibrose do
desenvolvimento Ubere, septicemia e
muito rapido) extremidades frias.
Cronica. Evolugao | Desenvolvimento de tecido Auséncia de sinais

resultante da ndo | conjuntivo fibroso e alteracdo na | sistémicos
cura dos demais | forma e tamanho do quarto afetada.
casos, ou condi¢cdq Ocorréncia intermitente e repenting
em uma infecgcdo | de grumos. Reducéo da producéo do
subclinica). leite.

Fonte: Adaptado Philpot e Nickerson (2000).

Outra forma de classificar os casos de mastitécali® pela observacéao da gravidade
do caso. H& mais de 10 anos, um sistema de otagsit da gravidade dos casos de mastite
clinica (que nédo leva em consideracdo a evolucdacadm) foi proposto. Esse sistema

classifica a gravidade dos casos em: leve, moderagave (WENZ et al., 2006).
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Casos leves de mastite clinica sdo aqueles nos go@ire apenas alteracao visual do
leite. A vaca ndo apresenta alteragfes sistémicadbere ndo fica inchado ou firme. Vacas
com mastite leve podem esperar o resultado derautbicrobiolégica para serem tratados,
pois ndo necessitam de tratamento imediato. Cexr&@da 90% dos casos de mastite clinica
sao leves (ROBERSON, 2010; WENZ et al., 2006).

Os casos moderados de mastite clinica sdo aquelesjue o leite e o Ubere
apresentam-se alterados, e caso apareca algumskstéhico, o caso € classificado como
grave (LAGO et al., 2010). Outro sistema de classjfio leva em consideracdo 6 sintomas:
leite com coloragdo de soro sanguineo, diminuigdo rdovimentos ruminais, desidratagéao,
aumento de temperatura, taquicardia e taquipné&aséNsistema, 0s casos em que as vacas
apresentam leite anormal e apenas 1 dos demagsngistcitados, sdo classificados como
moderados. Caso a vaca apresente leite anormabw rBais destes sintomas, o caso é
classificado como grave (ROBERSON et al., 2004)jc&de 10 a 30% dos casos de mastite
clinica sdo moderados (ROBERSON, 2012).

Vacas com mastite clinica grave apresentam: &) &gibrmal, b) as vezes inchaco no
Ubere e ¢) 2 ou mais sintomas sistémicos, comondigdo dos movimentos ruminais,
desidratacdo, aumento de temperatura, taquicartiguipnéia. Nos casos graves, as vacas
devem ser tratadas imediatamente, ou seja, n&momeandado esperar o resultado da cultura
microbiolégica para que o tratamento seja iniciadas ainda assim o leite deve ser coletado
para a avaliacdo microbiolégica (ROBERSON, 2012@¢qkentemente, 0os casos de mastite
grave séo associados a infec¢des por coliformesnpioi relatado que esses agentes foram
0S responsaveis por cerca de apenas 50% dos gases de mastite nos rebanhos avaliados,
sendo que o restante foi causado principalmenteéStaphylococcus sp. e Streptococcus sp.
(ERSKINE, 2002). Nos casos de mastite clinica gra@eomenda-se o tratamento com: 1)
antibioticos intramamarios, preferencialmente cogdoacontra bactérias Gram-negativas
(HALLBERG, 2001), 2) antibidticos sistémicos (WEN2001), 3) anti-inflamatorios
esteroidais (ZI1V, 1998) e 4) fluidoterapia (OHTSUKI97).

2.1.2 Mastite subclinica

A mastite € mundialmente conhecida como sendo wamsaldencas que causa maior

prejuizo econdmico para os produtores de leitaJsgne aproximadamente dois tercos deste
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prejuizo é devido a mastite subclinica (SEEGERSI.et2003; HALASA et al., 2007). A
mastite subclinica leva a diminuicdo da producéodeite, aumento da probabilidade de
descarte das vacas e de mastite clinica (REKSHEN, &006, 2007). Além disso, vacas com
mastite subclinica podem ser uma fonte de infequéi@ vacas sadias, porque alguns
patdgenos podem ser transmitidos de uma vaca pae(AM et al., 1996; ZADOKS et al.,
2001).

A mastite subclinica é definida como a inflamac&@o gtindula mamaria que nao
acarreta em alteracdes visuais do leite, do Ubeigewaca, ou seja, € uma doenca em que 0s
sinais clinicos estdo ausentes. A principal foremaeteccdo desta doencga, é pela avaliacdo do
namero de células presentes por mL de leite ou gdedaacdo da composicdo do leite. As
células presentes no leite recebem o0 nome de sé&alaaticas, e a concentracao [contagem
de células somaticas (CCS) por mL de leite] des&slas no leite € um dos principais
indicadores de sanidade da glandula mamaria.

Células somaticas sdo compostas principalmentedialtas do sistema imune (80%
em quartos sadios e 99% em quartos com mastitecRIPAD.O et al., 1997). Essas células
somaticas sdo parte do mecanismo natural de def@sglandula mamaria, e incluem
linfécitos, macréfagos, células polimorfonucleaeesélulas epiteliais (PILLAI et al., 2001).
Portanto, as células sométicas indicam uma reac@iona infeccdo intramamaria ou a
gualquer outro fator que ative o sistema imune.

A CCS é um critério muito comumente usado parangjsir vacas com e sem mastite
subclinica. Porém, a elevacdo da CCS em um quatoano indica uma inflamacéo, e néao
necessariamente uma infecgcdo neste quarto (DOHGCHD,e2011). Como na maioria das
vezes a mastite subclinica é causada por uma &fengyamamaria (DJABRI et al., 2002), é
frequente a confusao entre os termos mastite stk infeccéo intramamaria (BARKEMA
et al.,, 1997; DELUYKER et al.,, 2005). O termo inféo intramamaria refere-se ao
isolamento de microrganismo no interior da glandn&maria (BERRY; MEANEY, 2006),
enquanto que mastite subclinica refere-se ao odeflamatdrio da glandula, que pode ser
diagnosticado pela CCS.

Quando as bactérias penetram na glandula mamaestabelecem uma infeccéo,
inicia-se uma inflamacéo, que € acompanhada ponflaxo de leucécitos, provenientes da
corrente sanguinea; b) alteracdo da funcao seieretdcr) mudancas no volume e composi¢ao
da secrecdo. Como o numero de células presentdgiteoesta altamente associado a

inflamacéo e a saude da glandula mamaria, essageontde células somaticas (CCS) € aceita
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mundialmente como a medida padrao para se avatjgaldade do leite (DOHOO; MEEK,
1982).

A infeccdo intramamaria resulta em resposta inftanme pela glandula mamaria, e
essa resposta pode ser medida pela CCS. Qual@ggiddiico baseado em um dnico exame é
passivel de erros, e para minimizar o erro de dstigpp pela CCS, a sensibilidade e a
especificidade devem ser avaliados considerandibeinmaximos da CCS (SCHEPERS et
al., 1997). Estudos prévios na América do Norteusopa descreveram que quartos sadios
apresentaram meédia de CCS de 70.000 células/mL (MDidt al., 1991; LESLIE et al.,
1997; SCHEPERS et al., 1997; DJABRI et al., 20@2)da que que ocorra variacdo desta
média, também foi demonstrado que a média da CQfsaltos nado infectados aumenta com
a idade, dias em lactacdo e diminuicdo da proddeiteite da vaca (SCHEPERS et al.,
1997). Porém, em outro estudo a CCS de quartosnféctados néo foi influenciada pela
idade, stress calorico, e estigio de lactacdo da #WARMON, 1994). Portanto, para
distinguir quartos infectados de nao infectadasagria dos estudos tem recomendado o0 uso
do limite maximo de 200.000 a 250.000 células/mtapeacas sadias, e a cima deste limite
para vacas com mastite subclinica (DOHOO et a@11BAEVENS et al., 1997; LESLIE et
al., 1997; SCHEPERS et al., 1997). Para estesskmitaximos, a sensibilidade da CCS foi de
aproximadamente 75%, enquanto que a especificidade 90% (SCHEPERS et al., 1997).

O principal fator que afeta a CCS (do quarto mamda vaca e do tanque de leite) é
a infeccdo da glandula mamaria (DOHOO; MEEK, 1982)CCS de referéncia de quartos
mamarios sadios e de vacas néo infectadas € getalmmenor que 200.000 por mL, porém
pode ser menor que 100.000 para primiparas. Und@gstimou que 50% das vacas nao
infectadas apresentavam CCS menor que 100.000 pore r80% menor que 200.000
(EBERHART et al., 1979). Em um estudo com 44 vat@s infectadas da primeira até a
terceira lactacdo, a média geométrica da CCS fdiod#00 por mL (LAEVENS et al, 1997).
Portanto, quando a CCS é maior que 200.000 cél/mdiéativo de inflamacédo do Uubere. Em
um estudo, a CCS de quartos néo infectados naoflieénciada pela idade, stress calérico, e
estagio de lactacdo da vaca (HARMON, 1994)

O método mais utilizado atualmente para se readiZaCS € por citometria de fluxo, e
diversas técnicas para o uso dessa metodolog@mgénfdescritas (HAGELTORN; SAAD,
1986; OSTENSSON et al., 1988; REDELMAN et al., 19883AD; OSTENSSON, 1990).
Essas técnicas foram predominantemente desenv®lpata amostras de leite com alta CCS.
Além disso, pouca atencao tem sido dada para serpaar os procedimentos de preparacéo

das amostras. Os procedimentos de preparacao aesrasnde leite variam desde o uso de
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centrifugacdo das amostras de leite cru (REDELMABI.e 1988) até a diluicdo do leite com
um tampao hipoténico (HAGELTORN; SAAD, 1986; OSTEBEN et al., 1988).

As células presentes no leite sdo células em estachinal, que foram ativadas pela
diapedese e fagocitose da gordura e proteina o Essas células sdo sensiveis a agentes
permeabilizantes, o que causa uma drastica alteragfpadrdo de dispersédo frontal e lateral
das células. Sabendo disso, Dosogne et al. (200Bugeram um método para a contagem
diferencial dos leucdcitos no leite que apresentfedos minimos sobre a morfologia das
células do leite, para tentar aproximar ao maxiraccomposicao original de células. Para
evitar a alteracdo da morfologia celular, essegpsadores usaram um corante de DNA

A identificacdo de células no leite bovino pelaomietria de fluxo, baseada na
dispersao frontal e lateral das células, é difioilque a fagocitose dos componentes do leite
pode alterar o tamanho e a granulosidade intraelelos debris celulares podem interferir
com o padrao de dispersao das células. Portantajaia das técnicas de citometria de fluxo
para a contagem diferencial dos leucdcitos no $itebaseadas em marcadores fluorescentes
com anticorpos monoclonais contra moléculas CD jgcdo de moléculas marcadoras da
superficie celular usadas para diferenciar varidiggos de células, podendo agir de diferentes
modos, geralmente como receptoras ou ligantes) ancadores de DNA (HAGELTORN,;
SAAD, 1986; DARZYNKIEWICZ et al., 1992; KELLY et gl2000; PILLAI et al., 2001).

A alteragdo da composicdo do leite também podeisata para detec¢cdo de mastite
subclinica. Vacas da raca Gir com infeccado intraérae alta CCS apresentaram menor teor
de lactose e sdlidos ndo-gordurosos no leite dovgoas sadias (MALEK DOS REIS et al.,
2013).

A CCS feita ao nivel de quarto maméario e vaca,cendd status inflamatério da
glandula mamaria. Quando feito ao nivel de rebamh@opulacdo, o resultado da CCS do
tanque esta associado ao processo inflamatérithdduda mamaria de cada vaca, mas é mais
representativo do status de saude do Ubere doheleada qualidade do leite cru do rebanho
(SCHUKKEN et al., 2003).

2.2 PREJUIZOS CAUSADOS PELA MASTITE

A mastite € uma doenca que causa enormes prejaipogducao leiteira. A mastite,

subclinica e clinica, afetam a qualidade e quatkidie leite produzido, e estdo associadas a
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perdas econémicas (HALASA et al., 2007). A magtdasa prejuizos diretos, como perda a
de producao de leite (HORTET,; SEEGERS, 1998a),staite de vacas (HOUBEN et al.,
1994), a alteracdo na composicao do leite (HORTEHEGERS, 1998a), as penalidades ou
perda de bonificacdes devido a contagem de cétdasiticas (ALLORE et al., 1998), os
custos com antibidticos (SWINKELS et al., 2005ap alescarte do leite. Como custos
indiretos destacam-se: a diminuicao da fertilidggleHRICK et al. 2001), o risco de infec¢ao
para outras vacas (ZADOKS et al., 2003) e os cysos a industria de laticinios (HALASA
et al., 2007).

O impacto econdmico da mastite causada oraureusé geralmente associado ao
aumento na CCS e a queda na producdo de leite spaed@enca causBorém, existem
diferencas do impacto que a infeccdo orureugpode causar nos rebanhos, pois em alguns
casos a infeccao por este patdogeno pode estaiasa@cocorréncia de elevados numeros de

casos clinicos.

2.3 AGENTES ETIOLOGICOS DA MASTITE

Os principais critérios de classificacdo dos agem@usadores de mastite, que séo
isolados com maior frequéncia na cultura microlgma, levam em consideracdo: o
reservatorio ou fonte de infeccdo da glandula mentautra vaca ou o ambiente), o resultado
fenotipico apds a coloragéo pela técnica de GRAMI{[yo ou negativo) e a intensidade da
resposta imunoldgica da vaca ap0s a infeccéo (paisce secundarios).

Classicamente, os patogenos causadores de mastitdassificados em “contagiosos”
ou “ambientais” (BLOWEY; EDMONDSON, 1995), dependenda fonte de infeccao.
Basicamente, os patdégenos contagiosos podem seidemtos como microrganismos
adaptados para sobreviverem no interior da glandalaaria. Eles sdo capazes de estabelecer
uma infeccéo subclinica crénica, cuja manifestagida tipicamente por aumento na CCS do
leite do quarto afetado, com a ocorréncia de pooasss clinicos (PHILPOT; NICKERSON,
2000). Na maioria das vezes, a transmissdo desiggre ocorre de uma vaca para outra,
principalmente no momento da ordenha, via equip&wsete ordenha, toalhas e maos de
ordenhadores (RADOSTITS et al., 1994). Esses ngarosmos sdo reconhecidos pela sua
alta capacidade de adesao, e sdo capazes de aolerse proliferar no canal do teto e no
tecido alveolar mamario (PHILPOT; NICKERSON, 200Qps principais patégenos
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contagiosos sad@taphylococcus aureus, Streptococcus agalactiagyn@ébacterium bovig
Mycoplasma bovi$PHILPOT; NICKERSON, 2000). Quando a mastite € adaspor algum
destes patdgenos recebe o nome de “mastite cosddge na maioria das vezes, a infeccao
por estes patdgenos tem forma de apresentacadrscencl

As principais bactérias ambientais podem ser agagam coliformes e estreptococcus
ambientais. O termo “mastite por coliformes” é freqtemente usado, incorretamente, para
se referir a mastite causada por bactérias gramtnag (HOGAN et al.,, 2003a). Os
principais géneros classificados como coliformes B&cherichia, Klebsiell@ Enterobacter
Outras bactérias gram-negativas frequentementadiaslde infec¢des intramamarias incluem
espécies dé&erratia, Pseudomonas Proteus (NMC, 1999). Coliformes sdo bactérias que
estdo presentes em diferentes locais do ambientaadga mas tem como fonte principal as
fezes. Escherichia colié um habitante natural do trato gastrointestinad dwamiferos.
Klebsiella sppe Enterobacter spabitam solos, grdos, agua e o trato gastroingtstios
animais.Serratia marcesenssta presente em muitos dos ambientes habitadd€lglusiella
e Enterobacter. Pseudomonas spproteus spdrequentemente contaminam as mangueiras
de agua da sala de ordenha.

O grupo de bactérias que recebe o nome coletivestteptococcus ambientais inclui:
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiagr&coccus spfHOGAN et al., 2003b) e
outros estreptococcus. Este grupo, particularm&titeptococcus uberiga foi isolado de
materiais da cama, solo, rumen, fezes, vulva labi@sinas, glandula mamaria e tetos
(BRAMLEY et al.,, 1982; KRUZE et al.,, 1982). Silagede milho e forragens picadas
também podem ser fontes de infeccdo destes pawgenimfeccdes do trato reprodutivo
podem contribuir para a contaminacdo do ambiertesetetos (PETERSSON-WOLF et al.,
2008).

A maioria das infec¢cdes causadas por bactériaseaalis ocorre durante o periodo
seco, principalmente nas 2 semanas ap0s a secagasr2esemanas antes do parto, periodos
estes de maior imunossupressao da glandula ma(&DRDILLO et al., 2002). Durante a
lactacdo, o maior risco de infeccdo € logo aposamop pois nesse momento, devido ao
estresse do parto, a vaca apresenta elevada c@p@ntsanguinea de corticoides. Os
corticoides promovem diminuicdo no numero, disigha e funcédo de leucdcitos no sangue,
além de diminui¢do na migracao de neutréfilos miope pos-parto (PRESLIER et al., 2000;
BURTON; ERSKINE, 2003). Patdgenos ambientais coimtam o canal do teto entre as
ordenhas e podem infectar a glandula mamaria noemtmnda ordenha, caso ocorra um fluxo

de leite no sentido do copo coletor para o intedeglandula maméria (BRADLEY; GREEN,
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2001). Falha na desinfec¢éo dos tetos antes dal@ga presenca de contaminagao na canula
de aplicacdo do antibiotico intramamario, e a falaaformacéo do tampdo de queratina no
canal do teto, sdo fatores de risco de novas désc¢HOGAN et al., 2012). Quando a
mastite € causada por patdégenos ambientais recetmne de “mastite ambiental”, e na
maioria das vezes, a infeccao por estes patégesafia no aparecimento de casos clinicos,
sem que haja grande elevacdo na CCS (SMITH €t9£12).

Devido a algumas diferencas entre os patogenosifatasos como contagiosos e
ambientais, muitas vezes € possivel suspeitar desdas classes de bactérias € a mais
prevalente no rebanho. Quando microrganismos cst@ag comecam a predominar no
rebanho, uma elevagédo da CCS do tanque pode sawvalla, sem que haja necessariamente
aumento da incidéncia de casos clinicos. Porémmdguéactérias ambientais comecam a
predominar no rebanho, geralmente ocorre aumentoind@éncia de casos clinicos
(PHILPOT; NICKERSON, 2000). Em rebanhos com alte5QI0 tanque e elevada incidéncia
de mastite clinica, é possivel que as infec¢cOeanramarias sejam causadas por ambas as

classes de bactérias (Quadro 2).

Quadro 2 — Caracteristicas de rebanhos contamimegstdgenos contagiosos e ambientais

Status global de infeccdo do Média da CCS do tanque
rebanho < 200.000 > 200.000
Microrganismos
Numero de casos de¢ ldeal .
] _ 25 contagiosos
mastite clinica a cada 10( : _ _ _
Microrganismos Microrganismos
vacas por ano _ _ _ _
25 ambientais contagiosos e ambientals

Fonte: adaptado do Centro de Extensao da Unilastside Montreal.

Outra forma usada para classificar os microrgansscanisadores de mastite, leva em
consideracdo o resultado fenotipico do agente fgelsica de coloragdo de GRAM. Essa
técnica de coloragdo permite identificar diferenéspécies de bactérias baseando-se nas
propriedades das paredes celulares bacterianagéridaccom parede celular espessa,
constituida por peptideoglicanos e acido teicoiapresentam cor azul violeta apos a
coloracéo pela técnica de GRAM (os peptideosglisaatém a violeta de genciana, que é um
dos corantes usados nesta técnica), e sdo den@wiftzactérias gram-positivas”. Bactérias
com menor quantidade de peptideoglicanos na paeldéar ndo se coram pela violeta de

genciana, por isso outro corante também ¢ utilizz@décnica de GRAM, por exemplo a
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fuccina, que cora essas bactérias, denominadam-igegativas”, de vermelho. A parede
celular de bactérias gram-negativas é constituida lpopolissacarideos (LPS), uma
endotoxina que causa intensa reacdo inflamatouandp liberada no interior da glandula
mamaria. Por isso, a maioria das mastites caugaddsactérias gram-negativas resultam em

aparecimento de sinais clinicos no leite, no Ubara vaca (Quadro 3).

Quadro 3 - Principais bactérias e outros patégeansadores de mastite de acordo com coloracdo AMGR

Bactérias gram-positivas Bactérias gram-negativas Outros patdégenos
Staphylococcus aureus Escherichia coli Mycoplasma bovis
Staphylococcus coagulase negativo Klebsiellaspp Prototheca
Streptococcus agalactiae Enterobacterspp Levedura
Streptococcus uberis Serratia marcesens Fungos
Streptococcus dysgalactiae Pseudomonas spp
Corynebacterium bovis Proteus spp

Fonte: adaptado do Centro de Extensdo da Univelside Montreal.

A classificacdo de acordo com a intensidade daostgpmunologica da vaca apos a
infeccdo, divide os principais microrganismos cdoses de mastite em dois grupos:
patdégenos principais e secundarios. Os patogenssdares de mastite que séo classificados
como principais podem ser contagiosos ou ambiendagfio considerados mais virulentos,
invasivos e tendem a elevar com maior intensidad&C8& do leite do que os patdégenos
secundarios (Quadro 4). Atualmente, staphylococoagulase negativo (SCN) é o grupo de
bactérias, classificadas como patdgenos secungdédosmaior frequéncia de isolamento na
maioria dos rebanhos leiteiros. A mastite causade&5EN resulta, na maioria das vezes, em
infeccdo subclinica ou em mastite clinica leve, caumento de CCS e sem reducédo de
producao de leite do quarto infectado (TOMAZI et 2014). Da mesma maneira, infeccdes
causadas por patdgenos secundarios c@umiynebacterium bovisdo caracterizadas por
aumento moderado de CCS e sem reducdo na prodwgdeitd do quarto infectado
(GONGCALVES et al., 2013).
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Quadro 4 — Patdgenos principais e secundariosajisam mastite em vacas

Patogenos principais Patdgenos secundarios

Podem causar resposta inflamatgndausam resposta inflamatoria leye,
intensa, maior aumento na CCS, reducaeenor aumento na CCS e sem reducap na

na producéo de leite e até morte da vacaroducao de leite.

Staphylococcus aureus Staphylococcus coagulase negativo
Streptococcus uberis Corynebacterium bovis
Escherichia coli
Streptococcus dysgalactiae
Klebsiellaspp.

Outros streptococcus

Fonte: adaptado do Centro de Extenséo da Univelsida Montreal.

2.3.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus um coco gram-positivo, anaerdbio facultativowel, ndo
esporulado, coagulase-positivo, que causa magiiitagiosa em vacasleiteiras. A mastite
causada poB. aureusna maioria das vezes, ndo apresenta sinais clipi@®lui para um
quadro subclinico crénico. Além disso, essas irffes¢sdo geralmente refratarias ao
tratamento rotineiramente feito com antimicrobiandatramamarios (PHILPOT,;
NICKERSON, 2000).

Nos anos de 1960, foram publicados os primeirasdest que serviram como base
para as principais medidas de controle contra teastiusada pd®. aureusEstas pesquisas
estabeleceram padrées para o controle da mastidagiosa em rebanhos leiteiros
(DAVIDSON, 1961; WILSON; DAVIDSON, 1961; NEAVE et.a1966; DODD et al., 1969;
NEAVE et al., 1969). A partir destes estudos foado o programa de 5 pontos para o
controle da mastite. A implementacdo desse prograjue mais tarde evoluiu para o
programa de 10 pontos do National Mastitis Cou{dNC) para o controle da mastite, tem
sido eficiente na reducdo da prevaléncia de mastitssada pofS. aureusem rebanhos
leiteiros. Esse programa abrange fatores relacasad todos os agentes causadores de
mastite. Para o controle de agentes contagiosesp & aureus as principais medidas
recomendadas séo: adequado procedimento de ordashacas, uso de desinfetante de teto



32

pés-ordenha (“post dipping”), biosseguranca paevegnir a entrada de novos patdgenos, e
segregacao e/ou descarte das vacas cronicamesttadds. Se o programa de 10 pontos nao
estiver corretamente ou inteiramente implantaddepoocorrer falhas no controle de mastite
causado poB. aureu§BARKEMA et al., 1998b).

Em revisao realizada por Middleton (2013) para oQyM autor fez uma retrospectiva
do que foi estudado sobre mastite causadaSpaphylococcus aureusos Ultimos 50 anos.
Nessa revisao, foram abordados temas como: pawg@seinfeccédo, fontes de infeccdo e
epidemiologia, prevencao e controle desta doergiantentos e vacinacao. O autor concluiu
gue as decisdes sobre como manejar a mastite eaypsads. aureusvdo depender da
contagiosidade, persisténcia e natureza inflanzatta$ cepas causadoras da infeccao.

2.3.1.1 Patogénese da mastite

A infeccdo intramaméria (IIM) causada @®r aureusnicia-se apos a entrada deste
patdgeno pelo canal do teto, e posteriormente pamterior da glandula mamaria. A
condicdo da pele dos tetos e danos a queratinardd do teto podem aumentar os riscos de
[IM, sendo que tetos danificados tem maior riscondeas [IM. Apos a entrada na glandula
mamaria,S. aureusadere-se as células epiteliais da glandula majdimanuindo a chance
de ser excretado pela glandula durante a ordenhdefésa primaria contra a IIM p@.
aureus é a fagocitose, realizada pelos neutrofilos, ik & primeiras células sométicas
envolvidas no processo de defesa inespecifica @adgla mamaria apds uma infeccao.
Porém, a funcdo fagocitica dos neutréfilos é dindiauna presenca de leite,Se aureus
produz diversos fatores anti-fagociticos, como grma A, presenca de cépsula e
pseudocapsula, que diminuem a eficiéncia de famgitieste patdgeno pelos neutrofilos.
Além disso, as concentracbes de complemento e ti@oos opsonizadores, fatores que
facilitam a captura d&. aureugelos neutroéfilos, sdo baixas no leite, dificultarainda mais
a eliminacao deste patdgeno (SUTRA; POUTREL, 1994).

Apods estabelecida no interior da glandula mamariéiyl causada poB. aureugpode
levar a eroséo e ulceracdo dos sinus e ductofelasti infiltracdo do tecido do parénquima
com ceélulas inflamatorias, e por fim lesdo naslaélepiteliais do tecido mamario (secretoras
de leite), levando a oclusédo dos ductos e alvémlpesenca d8. aureusno seu interiarS.
aureusque ficam no tecido alveolar, podem ser fonte rfeccdo para outras regides da
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glandula ou formam granulomas e microabceg§&isTRA; POUTREL, 1994). O tecido
mamario lesado é posteriormente composto por textnanzimas extracelulares produzidas
por S. aureuscomo as toxinas, B, y, €9, a toxina da sindrome do choque toxico (TSST-1),
enterotoxinas, nuclease, coagulase, catalaserdmadase, fosfatase, lipase, staphyloquinase
e proteases. As toxinas podem ter um efeito dsetwe o tecido ou levam a uma intensa
resposta inflamatéria pelo hospedeiro, agindo ceoperantigenos. O papel das enzimas na
patogénese da mastite ainda ndo € muito bem esdl@renas acredita-se que elas podem
facilitar a adaptacdo do patdégeno para este crasdeite (SUTRA; POUTREL, 1994).

2.3.1.2 Fontes de infecgcao e Epidemiologia

A glandula mamaria das vacas em lactacdo é coad@er principal reservatorio de
infeccdo de IIM causadas p&. aureus EmboraS. aureuspossa ser isolado de fontes
ambientais em fazendas leiteiras, o ambiente da ve#o € considerado o principal
reservatorio de infec¢do. O principal modo de trdasdo da mastite causada foraureuse
de uma vaca para outra via fobmites, como as tetdoaquipamento de ordenha, no momento
da ordenha.

Novilhas de reposicdo também podem ser uma imperfante de IIMs causadas por
S. aureusEm estudo realizado no estado da Louisiana (EfA)relatada prevaléncia de
37% de novilhas infectadas p®r aureuso pré-parto (TRINIDAD et al., 1990). A infeccéo
da glandula mamaria causada [®raureuspode ocorrer em bezerras novas (6 meses de
idade), porém a maioria das IIM ocorre em novillpae estdo no terceiro trimestre de
gestacao (FOX et al., 1995).

E presumido que a IIM nas novilhas ocorre pelaagiaiy através do canal do teto, de
habitantes da pele do teto para o interior da gl@ndhamaria. Roberson et al. (1998)
reportaram que possiveis fontesSleaureusno colostro de novilhas foram: leite das vacas
em lactacao (70%), locais do corpo da novilha (3@sbiente (28%), e outras fontes (16%).
Similarmente, Middleton e Fox (2002a) reportaram @t% das cepas & aureussoladas
da secrecdo mamaria de novilhas no momento do foseim as mesmas das isoladas do leite
de vacas em lactacao, e 47% das cepd&. @eireudsoladas da pele do teto e do Ubere das

novilhas foram as mesmas isoladas de secrec¢fesriaamé novilhas no momento do parto.
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Uma possivel fonte de infec¢cdo dos tetos das l@ze@or patégenos causadores de
mastite sdo as moscas. Em estudo prévio, foi deaae “moscas do chifreHaematobia
irritans) foram capazes de transmifir aureugpara novilhas causando IIMs, e que feridas no
teto podem ser uma fonte para a colonizaca®.daureuspelas moscas (OWENS et al.,
1998). Rebanhos com eficiente controle de mosdas fiermitindo o acumulo excessivo de
matéria organica, usando inseticidas “pour-on” @saas com inseticida, que ficam colados
na orelha e cauda dos animais) tem menor riscocderémcia de mastite causada por
patdgenos contagiosos em novilhas no inicio dad¢act do que rebanhos sem controle de
moscas (NICKERSON et al., 1995; PIEPERS et al.1201

A entrada de novas bezerras e vacas no rebanh@rmambum importante fator de
risco para a IIM causada p&. aureus Para reduzir esse risco sanitario, os produtores
preferem comprar novilhas ao invés de vacas emadact Porém, rebanhos que crescem a
partir da compra de novilhas podem ter maior pén@h de 1IM causadas p8t aureusio
que rebanhos que crescem a partir da compra de emcdactacdo (MIDDLETON et al.,
2002b). Além disso, rebanhos que compram novillwakem apresentam maior nimero de
cepas deés. aureuse maior numero de novas cepasSdaureusentrando no rebanho do que
rebanhos fechados que criam suas proprias noWM&DLETON et al., 2002b).

Com o uso de técnicas de biologia molecular pdigifcacdo das cepas bacterianas,
baseadas no exame do DNA, foi observado que exidifenentes cepas d& aureussendo
gue na maioria dos rebanhos existe uma cepa quedérpinante (MIDDLETON et al.,
2002c). Também foi observado que existem difererga® as cepas, no que diz respeito a
transmissibilidade, inflamacg&o do Ubere, persis¥éda infeccdo e impacto na producdo de
leite (MIDDLETON; FOX, 20022, BARKEMA et al., 2006)

2.3.1.3 Prevencéao e controle

O objetivo do programa de controle para a mastits@da po®. aureus de prevenir
novas |IM ou facilitar a reducéo das novas IIM asmapidamente possivel. Como a glandula
mamaria da vaca € o reservatorio primario da idfeega transmissao ocorre no momento da
ordenha, o principal foco para prevenir a mastigsada pof. aureusem sido a higiene no
momento da ordenha, isso inclui: usar uma toallialpere; fazer com que os ordenadores

usem luvas; e emergir os tetos das vacas, apddeat@, em uma solucdo germicida para
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eliminar S. aureusque pode ter colonizado a pele do teto por fomitespo as teteiras,
durante a ordenha. Outras medidas de controleemclisegregacdo e ordenha das vacas
infectadas apd6s as vacas nao-infectadas; descagevacas cronicamente infectadas;
adequada manutencédo do equipamento de ordenhajiacdwe das novilhas de reposicéao e
das vacas em lactacdo compradas antes da entrssis dgimais com as vacas lactantes do
rebanho. Além disso, 0 uso rotineiro de antibi&@igttramamarios de longa acdo durante o
periodo seco contribui para eliminar IIM existentépesar da higiene no momento da
ordenha ser a principal medida de controle, emnalgasos isso ndo € o suficiente durante
um surto desta doenca (SMITH et al., 1998). Nesasss, medidas mais agressivas como
descarte precoce de vacas infectadas e secagequalwss mamarios infectados podem ser
necessarias (MIDDLETON et al., 2001). A decisdotdear vacas infectadas durante a
lactacdo vai depender do historico de contagiosidddoenca no rebanho e da resposta aos
tratamentos prévios.

Existem diferencas entre as cepasSdaureuse isso faz com que as decisfes para o
controle desta doengaariem de um rebanho para o outro. Alguns rebarpresentam
somente uma cepa predominante, 0 que sugere gueaninacao (que posteriormente pode
levar a infeccdo) ocorre de uma vaca para outrro®uwebanhos apresentam poucas vacas
infectadas, mas por diferentes cepas Sleaureus sendo que ndo ha nenhuma cepa
predominante causando as IIM nas vacas, 0 queesggeressas cepas 8eaureusndo sao
adaptadas a glandula mamaria, e podem ser cordadecamo patdégenos nao contagiosos,
assim como os patdgenos ambientais. Portanto,0@scie manejo das vacas infectadas, por
exemplo segregacédo e ordenha, tratamento e/ourtdegmalem variar entre rebanhos de

acordo com a capacidade de adaptacao da cepa pnadten

2314 Avaliacdo da variabilidade genética deutews

Com o uso de técnicas de biologia molecular pdigifcacdo das cepas bacterianas,
baseadas no exame do DNA, foi observado que exidifenentes cepas d& aureussendo
gue na maioria dos rebanhos existe uma cepa quedérpinante (MIDDLETON et al.,
2002c). Também foi observado que existem difereega® as cepas, no que diz respeito a
transmissibilidade, inflamacg&o do Ubere, persis¥éda infeccdo e impacto na producdo de
leite (MIDDLETON; FOX, 2002a; BARKEMA et al., 2006)
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S. aureusapresenta grande variedade genética entre as, acapderme descrito por
diferentes métodos de diagnéstico molecular (AARESP et al., 1995; ZADOKS et al.,
2002b; SMITH et al.,, 2005). As cepas deste ageifereth-se entre si com relacdo a
capacidade de transmissdo para outras vacas dientnesmo rebanho (SMITH et al., 1998),
de aumentar a CCS, de causar mastite clinica @cgdés persistentes (ZADOKS et al.,
2000; HAVERI et al., 2005b), diminuir a producaoldie (MIDDLETON; FOX, 2002a), e
responder ao tratamento com antibioticos (DINGWIELEI., 2004).

Diversas técnicas foram usadas para di8diaureusem diferentes grupos, Eletroforese
em Gel de Campo Pulsado (DINGWELL et al., 2004pjfidacédo de Sequéncias Multilocus
(SMITH et al., 2005), amplificagdo por PCR do egglg intergénico 16S-23S rRNA
(GRABER et al., 2009), genotipagem da capsula (P€Rjaios de invasdo (células epiteliais
bovinas) e producao de biofilme (Espectrofotome(ZBARDIAU et al., 2016). Todas essas
técnicas foram capazes de diferenciar grupo$.deureusque foram mais frequentes em
todos os rebanhos, portanto foram consideradogauttzgpa glandula mamaria.

Estudos que avaliara®. aureusde diferentes partes do mundo, sugeriram que gouco
clones adaptados a glandula mamaria sdo resposig@iaimaioria das 1IMs (KAPUR et al.,
1995; ZADOKS et al., 2002). Smith et al. (2005),aaaliaremS. aureusle diferentes paises
(Estados Unidos, Reino Unido e Chile), encontratamcomplexo clonal (CC97) que foi
comum em 87,4% de todos os isolados. Os autoretué@m que um Unico grupo clonal de
S. aureusalcancou distribuicdo mundial e € responsavel peloria das IIMs. Graber et al.
(2009), encontraram uma cepa &e aureus(Gendtipo B), que foi associada a altas
prevaléncias de IIMs em rebanhos e vacas da Semgpanto que as cepas Gendtipo C e
Genoticpo G foram associadas a baixas prevalémgasrebanhos. Bardiau et al. (2016)
avaliaramS. aureugle 4 paises (Bélgica, Canada, Italia e Suica)jiéihm os isolados em 2
grupos:capB-agrll, que demonstraram baixa taxa de invasampd-agrl, que demonstraram

alta taxa de invasao.

2.4 TRATAMENTO DE MASTITE

A mastite € a principal razdo para o uso de atiduis nas fazendas leiteiras (POL et
al., 2007), e existe um crescente apelo para a&eddo uso de antibiéticos em animais de
producdo, portanto é necessario que a utilizacdaardiioticos pelos produtores seja

criteriosa. Diversos estudos identificaram fatodesrisco que afetaram a taxa de cura do
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tratamento de mastite clinica, como idade, orderpatto, DEL, CCS, historico de mastite
clinica e fatores associados ao patdgeno, coméEntia e susceptibilidade aos antibidticos
(SOL et al., 2000; CONSTABLE et al., 2002; BRADLEY al., 2009; PINZON-SANCHEZ

et al., 2011). Conhecendo-se esses fatores, ai@inecisdo que precisa ser tomada € se 0
caso de mastite em questdo deve ser tratado olWAl#D.desses fatores, foi observado que
10 a 40% dos casos de mastite clinica ndo apresesr@scimento microbiolégico quando
feita a cultura do leite (BARTLET et al., 1992; OEL2t al., 2008), e nesses casos 0 uso de
antimicrobianos pode ndo ser necessario. O tratamem antibidtico deve ser realizado
apenas nos casos em que seu uso é justificavegjauquando a taxa de cura com antibiético
for maior do que a taxa de cura espontanea.

Um estudo retrospectivo verificou a taxa de c@@oatanea de IIMs e a taxa de cura
qgue pode ser alcancada com a terapia com antisolfids (WILSON et al., 1999). Somente
casos de mastite subclinica foram incluidos nafisesa Um caso de mastite foi definido
como crescimento de microrganismo na cultura de lée rotina das vacas, e a cura foi
definida como auséncia de crescimento de microsgars na cultura do més seguinte. Os
protocolos de tratamento ndo foram descritos. \énten patdgenos foram isolados de 9.007
amostras de cultura. A taxa de cura espontaneat(agamento com antibiotico) foi de 65%
(4206/6481), e a taxa de cura das vacas tratadasgoalquer antimicrobiano foi de 75%
(1891/2526). A diferenca entre as taxas de curddal0%, ou seja, 10 vacas precisaram ser
tratadas com antibiéticos IMs para que 1 vaca & ffiagise curada do que se nenhuma vaca
fosse tratada.

2.4.1 Tratamento de mastite clinica

Nas ultimas décadas, tem sido discutido o tratéorga mastite clinica de acordo com
0 patdgeno causador da mastite e a gravidade doassa forma, a utilizacdo desnecessaria
de antibidticos pode ser reduzida.

O tratamento de mastite clinica direcionado pgratdgeno causador pode aumentar a
taxa de cura do tratamento e reduzir o uso inadieqda antibioticos. O tratamento com
ceftiofur apresentou maior taxa de cura do queatarttento com cefapirina (79 vs. 50%)
contra mastite clinica causada por bactérias GRaNativas (SCHUKKEN et al., 2013). O

uso inadequado de antibidticos pode representaa ok metade dos tratamentos de mastite
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clinica (ROBERSON 2008)). Alguns pesquisadoresdiizn® que o tratamento de casos de
mastite que: a) ndo apresentaram crescimento marauhicrobioldgica, b) foram leves e
causados poE. coli e c) foram tratados com antimicrobiano que oaidol apresentou
resisténcian vitro; seja desnecessario (ROBERSON 2012). Portantatairiento de mastite
clinica baseado no resultado de cultura microbiokbgode resultar em maior taxa de cura e
reducdo no uso de antimicrobianos, porém a logigtiara envio de amostras para o
laboratorio e o tempo para a entrega do resultad® @ produtor podem impossibilitar essa
estratégia de tratamento. Uma alternativa sefieimamento de funcionarios para a realizacao
de cultura microbioldgica na propriedade leiteira.

A anotacdo da gravidade dos casos de mastitealpode auxiliar na tomada de
decisdo do tratamento. Casos leves e moderados adétenclinica podem aguardar o
resultado de cultura microbioldgica (se o resultbafoentregue em 24 horas) e devem ser
tratados apenas quando forem causados por estrepis¢ estaphylococcus (o tratamento
contraS. aureusleve ser avaliado com maior critérioCerynebacterium sp(ROBERSON,
2012) Casos graves de mastite devem ser tratados iraediate, com antibiético IM,
antibiotico sistémico (para prevenir septicemiakeeapia suporte (fluidoterapia e anti-
inflamatorios) (ROBERSON, 2012), pois cerca de 1d#% vacas que apresentaram mastite
clinica grave morreram (ERSKINE et al., 2002).

2.4.2 Tratamento de mastite subclinica

O tratamento de mastite subclinica deve ser @a@lc@m critério, pois 0 sucesso da
terapia depende do protocolo de tratamento, e efmtoelacionados a vaca e a bactéria
(BARKEMA et al., 2006). Além disso, o descarte dite e a baixa taxa de cura podem nédo
viabilizar o tratamento, portanto o0 custo-benefida terapia deve ser considerado
(SWINKELS et al., 2005a; STEENEVELD et al., 2007).

Os resultados do tratamento de mastite subclidicante a lactacdo podem ser
variaveis. A taxa de cura do tratamento com cdfapior 2 dias foi maior do que a taxa de
cura espontanea (53 vs. 30%) (ROSENBERG et al2)2@00 tratamento com esse mesmo
antibiotico, aplicado por 1 dia, apresentou taxawu@ semelhante ao tratamento por 5 dias
com ceftiofur (61 vs. 73%, para as vacas tratadasaefapirina e ceftiofur, respectivamente)
(SCHUKKEN et al., 2013) A eficiéncia da terapia caeftiofur também foi avaliada em
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outros estudos. Um grupo de vacas nao foi tratemiatrole) e outros 3 grupos de vacas foram
tratadas por 2, 5 e 8 dias. A taxa de cura dosograpntrole, 2, 5 e 8 dias de tratamento foi de
11, 39, 54 e 66%, respectivamente. Todas as veataslds apresentaram maior taxa de cura
gue o controle, e vacas tratadas por 8 dias apegaenmaior taxa de cura que vacas tratadas
por 2 dias (OLIVER et al., 2004). O tratamento dastite leve e moderada, causada por
bactérias GRAM negativas, com ceftiofur IM por agjiresultou em maior taxa de cura do
que o0 nao tratamento com nenhum antibiético (733886) (SCHUKKEN et al., 2011).
Porém um estudo demonstrou que ndo houve benefictatamento de mastite subclinica
causada poB. aureusStreptococcus dysgalactiaeStreptococcus uberiSANDGREEN et

al., 2006).

24.2.1 Tratamento de mastite causada@ureus

Em rebanhos com vacas infectadas $oaureuspara obter sucesso no programa de
controle da sanidade da glandula mamaria, é neaesgsi as vacas e novilhas infectadas por
este agente sejam identificadas o mais rapidameogsivel, e medidas para reduzir a
transmissao entre vacas devem ser tomadas (ZAD®HKIS €002a). Tais medidas incluem:
segregacao, descarte e tratamento das vacas d#ectRorém, em rebanhos com alta
prevaléncia de mastite causada poaureusp descarte de todas as vacas infectadas pode ser
economicamente inviavel e a segregacao pode selicany, por limitagdes de mao-de-obra
e instalacbes (WILSON et al., 1995; SEARS, 2003stB forma, o tratamento das vacas
infectadas po6. aureugpode ser uma opcéao para reducédo da prevalénSaalaeusestas
situacgoes.

Devido ao interesse em diminuir a prevalémdegaS. aureugm rebanhos leiteiros,
alguns estudos avaliaram o tratamento de novithagjste uma crescente disponibilidade de
medicamentos para o tratamento mastite subclidioaacla po6. aureusa lactacao (e.qg.,
BORM et al., 2005; DELUYKER et al., 2005). O intese por tratamento também pode estar
associado as exigéncias governamentais para rediac&CS, ou bonificagdo/penalizacéo
pela industria (ALLORE et al., 1998). Porém, osuleglos de taxa de cura de mastite causada
por S. aureuspodem variar de 4 a 92% (SCHALLIBAUM et al.,, 198REMMEN et al.,
1982; ZIV; STORPER, 1985; OWENS et al., 1988, 190KIMS, 1995).
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As taxas de cura para mastite cronica causad& paureusvariam de acordo com
caracteristicas da vaca, do patdgeno, e do pratamotratamento (BARKEMA, 2006). Com
relacdo a vaca, as taxas de cura diminuem: commzro do numero de partos da vaca
(TAPONEN et al., 2003b), aumento da contagem ddaskomaticas (CCS) (OWENS et al.,
1988), aumento da contagem bacteriana antes dongato (DELUYKER et al., 2005) e
aumento do numero de quartos infectados (JANO&I.eR001). A taxa de cura para este
agente € menor nos quartos traseiros do que no®ides (DELUYKER et al., 2005). Sol et
al. (1997) correlacionaram fatores inerentes a aoa a taxa de cura para IIM subclinicas
causadas poB. aureus A partir dos resultados obtidos por um modelorelgressao, foi
possivel determinar a probabilidade de cura de nima com |IM subclinica poB. aureus
Por exemplo; a probabilidade de cura de uma vatarsais de 2 partos, tratada aos 150 dias
em lactacdo (DEL), com um quarto posterior infeatadCCS de 2.000.000 células/ml € de
aproximadamente 1%: 1/1{1 + exp[-1 x (0.40 - 1.2505 - 1.53 -0.95)]}. Desta forma, vacas
com essas caracteristicas ndo deveriam ser tratadassim segregadas, descartadas ou nao
ter o quarto infectado ordenhado (MIDDLETON; FQ@X02a). Por outro lado, uma novilha,
com um quarto anterior infectado, 220 DEL e CCS@@000 cél/ml, tem 61% de chance de
curar: 1/1{1 + exp[- 1 x (0.40)]}.

A duracado do tratamento é um importante fator dema taxa de cura d& aureus
(BARKEMA, 2006). A antibioticoterapia estendida foa 8 dias, resultou em maior taxa de
cura do que a terapia por 2 a 3 dias (GILLESPIR&I.et2002; DELUYKER et al., 2005).
Porém, quanto maior for a duracdo do tratamentagrnavolume de leite descartado, e
muitas vezes o tratamento pode ndo ser eficieréan Ala duracdo da terapia, o sucesso do
tratamento depende da cepa invasora e do anima¢deiso (BARKEMA, 2006).

2.4.2.2 Vacinacao

A vacinacgdo contra mastite causada $oaureugem sido estudada por muitos anos,
porém nenhuma vacina estudada até a presente aatarfsistentemente eficiente em
prevenir novas infec¢cdes I[IMs causadas foraureus Além de prevenir novas |IMs, €&
desejavel que a vacinacdo também diminua a dudgddM, ou seja, qu&. aureusseja
eliminado o mais rapido possivel apds a infeccdnalWacina multivalente, composta por
paredes celulares lisadas de cepaS.deureusjue comumente causavam mastite nos EUA,
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foi estudada por muitos anos ((Lysigin, Boehrinpgrelheim Vetmedica, Inc.). Williams et

al. (1966, 1975) observaram reducdo na taxa desndih entre vaca vacinadas e néo
vacinadas. Vacas vacinadas apresentaram menor Ge8as casos de mastite cronicas apos
a infeccdo experimental IMM cof. aureusio que vacas nao vacinadas. Em estudo a campo,
Williams et al. (1966) observaram redugéo na taxaalas IIM entre vacas vacinadas e nao
vacinadas, porém ainda ocorreu [IM em algumas vaacisadas.

Em estudo mais recente, a eficiéncia da férmulexjatente da vacina Lysigin foi
comparada com duas novas férmulas (MIDDLETON et a006). Apos infeccéo
experimental, vacas vacinadas com a férmula jatetis da vacina apresentaram menor
duracdo dos casos de mastite clinica do que omeat® controle (tratamento controle:
primiparas que nao receberam vacina). Porém, naceldiferenca na CCS, producao de leite
e niveis de anticorpos opsonizadores no leite @stigrupos de vacas vacinadas e o controle.
Um estudo feito na sequéncia, a campo, demonstretemq rebanhos com prevaléncias de
5% deS. aureuse 40% de estafilococcus coagulase negativa, aaado reduziu a taxa de
novas |IM causadas por estafilococcus, e pode erdioduzido a opsonizacdo dos anticorpos
no leite para facilitar a fagocitose e eliminacé® eabtafilococcus da glandula mamaria
(MIDDLETON et al., 2006). Contrariamente, Nickersenal. (1999) observaram 45% de
reducao de novas IIM, em comparacdo ao contronapvacinaram (com Lysigin) novilhas
aos 6 meses de idade, 2 semanas apés e depoia & cadses até o parto. Além disso,
novilhas vacinadas apresentaram reducdo de 30%wis hiIM causadas por SCN ao parto,
em comparagao ao controle.

A vacinagdo com Lysigin também foi estudada comjovatite ao tratamento com
antibioticos. Em um estudo, vacas vacinadas conygioye tratadas com terapia IM estendida
com pirlimicina apresentaram maior taxa de cura\aeas nao vacinadas (SMITH et al.,
2006). Porém, dois estudos avaliaram o efeito dtarttento com a vacina Lysigin em
conjunto a terapia estendida com pirlimicina versusratamento com apenas a terapia
estendida com pirlimicina, e ndo foi encontradcederica na taxa de cura entre 0s grupos em
ambos os estudos (LUBY; MIDDLETON, 2005; MIDDLETG# al., 2007).

Recentemente foi produzida uma vacina compostebacterinas dé&. aureusTop
Vac, Hipra, Espanha), cuja funcéo foi produzir @rpos contra a formacgéo do biofilme por
S. aureusaumentando a capacidade do sistema imune daagsia como a eficiéncia do(s)
antibiotico(s) em elimina6. aureus Num estudo recente, esta vacina (administrade8 em

doses: 45 e 10 dias antes do parto, e 52 diasgt®-peduziu a taxa de proliferacéo Sle
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aureus em 45%, e apresentou moderada eficiéncia para, dega4l1%, na secagem
(SCHUKKEN, 2014).

2.4.2.3 Custo-beneficio do tratamento de masthelgiica

Alguns modelos foram utilizados para avaliar ag@&bacusto-beneficio do tratamento
de mastite subclinica, como o deterministico etocéstico. A relacdo custo-beneficio do
tratamento com antibioticos para infec¢cbes sulmami causadas po6treptococcus
dysgalactiaeou Streptococcus uberiéS. uberi3 foi avaliada por um modelo deterministico,
que utilizou dados unicos. Outra forma de fazea essliacéo, € pelo modelo estocastico, que
utiliza intervalos (SWINKELS et al., 2005b).

Para o modelo deterministico, os valores das wigale entrada (como duracdo da
infeccdo, custo com antibibticos e perda da proaldedleite) sdo fixos. No entanto, a decisédo
de tratar uma vaca com mastite subclinica croniten®@da em uma situacdo com muita
variagdo e incerteza. H4 muita variabilidade deresl de entrada e nos efeitos de tratamento
ou nenhum tratamento. Portanto, a modelagem etsitac@sde ser Util, uma vez que inclui a
variacado nas variaveis de entrada (SWINKELS eRabD5b).

A modelagem estocastica ja foi sugerida em outstgades relacionados a saude
animal (DIJKHUIZEN et al., 1991), e foi utilizadaneestudos prévios (GSTERGAARD et
al., 2005; VOSOUGH-AHMADI et al., 2006; HUIJPS; HEBREEN, 2007). Num primeiro
estudo, quando foi utilizado o modelo determingstia opcdo de se tratar uma vaca com
mastite subclinica causada @r uberisresultou em lucro médio de 11,62 euros por caso
tratado (SWINKELS et al., 2005b). Porém, num seguedtudo, foi utilizado o modelo
estocastico e os resultados foram diferentes. Aasvaatadas tiveram um custo médio de 11
euros a mais do que as nao tratadas (HOGEVEEN, &04l7). Isso ocorreu, principalmente,
devido ao fato das variaveis de entrada terem didtvibuidas nesse segundo estudo
estocasticamente, diferentemente dos valores méterministicos usados no primeiro
estudo. Por exemplo, o custo do descarte de vacamdelo deterministico (primeiro estudo)
foi um valor fixo de 526 euros (SWINKELS et al.,08B). No segundo estudo, o custo foi
especifico por caso, e em média uma vaca descaudattay 359 euros. Neste segundo estudo,

os resultados da analise de sensibilidade mostrguencom um valor fixo de 526 euros para
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0 descarte de vacas, 0s custos de tratamento t@maentiveis, assim como no primeiro
estudo de Swinkels et al. (2005b).
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3 TRATAMENTO DE MASTITE SUBCLINICA CAUSADA POR
STAPHYLOCOCCUS AUREUS NA LACTACAO E SECAGEM

3.1 MATERIAIS E METODOS

3.1.1 Selecao dos rebanhos e coleta de amostras

Foram selecionados cinco rebanhos leiteiros comdride prévio de alta prevaléncia
de mastite causada p&. aureus(aproximadamente 40% das vacas cBmaureus Os
rebanhos totalizaram 950 vacas leiteiras, todasigasgla raca Holandesa x Gir, alojadas em
sistema semi-confinado, com média anual de proddedd2 Kg de leite/dia por vaca. Em
todos os rebanhos, as vacas foram ordenhadas weta@mte 2 vezes por dia, com medicéo
automatica individual de producéo de leite, e éitiaf a segregacéo do lote de vacas com I[IM
causada po8. aureusas quais foram ordenhadas ao final da cada oagdeqds a ordenha
das vacas nao infectadas foraureus

Para identificagcdo de vacas com IIM causada $onureusforam coletadas trés
amostras compostas de leite (uma amostra por dactmdos quartos mamarios) (n=2.850),
com intervalo entre as coletas de uma semana, @Gev@&as em lactacdo, para cultura
microbioldgica. Foram identificadas 420 vacas caewolamento positivo d&. aureus das
quais foram coletadas amostras individuais de tmtequartos mamarios (n = 1510) para as
analises de cultura microbiolégica e CCS.

Para a coleta asséptica das amostras de leite sdasa cultura microbioldgica, os
procedimentos foram: imersdo dos quartos em solugidodo 0,5%, e decorridos 30
segundos, secagem dos mesmos com papel-toalhartdesca Em seguida, foram
desprezados os trés primeiros jatos de leite da gadrto mamario. As amostras foram
coletadas diretamente em tubo estéril, e imediatteneesfriadas em gelo a 5-7 °C e
posteriormente congeladas a -20 °C até a realizig@altura microbioldgica.

Logo apos a coleta de amostras de leite para autticrobiologica, foram coletadas
amostras de leite de cada quarto mamario parazaeath de CCS. Adicionalmente, foram

coletadas amostras compostas de leite dos qualmdogumamarios, representativas da



45

ordenha completa das vacas, para analise de CGfivehde vaca. As amostras para analise
de CCS foram conservadas com bronopol e armazenaudgsladeira a 5-7 °C até a analise.

3.1.2 Cultura microbiolégica e contagem de célulasomaticas (CCS)

A cultura microbiolégica do leite para isolamen®atentes causadores de mastite foi
feita de acordo com a metodologia proposta pelo NMGtional Mastitis Council (2004).
Resumidamente, foram inoculadosllOde leite em &gar com 5% de sangue. Em seguida, a
placa foi incubada invertida a 37°C. O padréo @samento bacteriano foi observado a cada
24 horas por 3 dias. De acordo com a avaliacdo mlasas, as bactérias foram
presumivelmente identificadas conforme a morfolatpa colbnias (cor, aspecto, tamanho e
presenca de hemdlise) e observacdo por microscapis coloracdo de Gram. Apos
observacéo das caracteristicas morfolégicas edatiei hemolitica das col6nias, as bactérias
foram submetidas as provas enzimaticas do hidrodelgotassio e catalase. Os isolados
presumivelmente identificados como estafilococoan@positivos foram submetidos a prova
de coagulase e latex.

Os isolados bacterianos foram classificados c@na@ureusquando apresentaram
reacdo negativa ao hidroxido de potéssio, poséticatalase, positiva a coagulase e positiva
ao latex, conforme recomendacéo do National Masfibuncil (2004). Todos os isolados de
S. aureudoram armazenados em meio com “Brain and Heauslaoh” (BHI) glicerinado e
congelados a -8C, para andlises posteriores.

As amostras de leite para andlise de CCS forana@avipara o Laboratério Clinica
do Leite — Departamento de Producdo Animal da ESAISP (Piracicaba-SP). A CCS foi

feita por citometria de fluxo (Fossomatic ™ FC, B)3008).

3.1.3 Critérios de inclusao e exclusao das vacas

Todas as vacas em lactacdo com isolament&tdphylococcus aureusa cultura
microbiolégica nas amostras de leite de quartos dmas foram incluidas no estudo. As
vacas com gestacao confirmada a cima de 4 mesas feelecionadas para a terapia de
secagem, enquanto as demais receberam a terdpidaigio.

Apés a selecdo, as vacas foram removidas do esagigeguintes situacdes:
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a) Ocorréncia de um efeito adverso, seja uma injlmi@aencga, que ndo tenha relagéo
com a mastite, necessitando de outro tratamentcacitmiotico.

b) Nao ter sido tratada com a dose ou duracao catostantibioticos.

c) Contaminacéo das amostras coletadas durante a@penperimental.

d) Perda de informagdes que impediram a interpretdgaoesultados.

e) Descarte da vaca por decisédo do produtor.

3.1.4 Tratamento de mastite subclinica causada p&. aureus durante a lactacéo

As vacas selecionadas para tratamento durantdegdac(n=117) foram distribuidas
aleatoriamente em trés tratamentos, balanceadasoddo com os dias em lactacdo e a ordem
de parto (Figura 1): a) controle, sem antibioticapéa e vacinacao; b) antibioticoterapia
(ATB); c) antibioticoterapia + vacinagdo (ATB + VACA antibioticoterapia foi uma
combinacéo de aplicacdo intramamaria, durante § dizas aplicacbes ao dia, de 75 mg de
ampicilina e 200 mg de cloxacilina (Bovigam L, Bgyklanda do Norte) associada com
injecd@o intramuscular de enrofloxacina 10% (Kineaaf®, Bayer, Brasil) em dose Unica (7,5
mg/kg), no primeiro dia da antibioticoterapia. Acwe antimastistica (TopVac, HIPRA,
Espanha) foi aplicada em 3 doses de 2 ml, viarmiszular, aos 14 dias antes, no primeiro
dia e aos 14 dias apos o inicio da antibioticotarap

Antes do procedimento de tratamento intramamamo, féita a desinfeccdo da
extremidade dos tetos com alcool 70% antes daagglicdo antibiotico, e massageamento
(dos tetos) ap0s a aplicagao.
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Figura 1 - Esquema de coletas e tratamentos dusdaidacdo, de vacas com mastite subclinica caysans.

aureus
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vacinagao  pia-14 Dia 0 Dias Dia 14 Dia 21 Dia 28

Fonte: Pinheiro (2016).

3.1.5 Avaliacdo de cura bacteriologica

As culturas microbiolOgicas para avaliacdo de foram feitas 14, 21 e 28 dias apés o
inicio da terapia com antibiético intramamario pasavacas selecionadas para o protocolo de
tratamento de lactacéo, e 7, 14 e 21 dias apéa@ para as vacas do protocolo de tratamento
de secagem.

Foram considerados curados 0s quartos mamarios apds os tratamentos
apresentaram 3 resultados de culturas negativasSpaureus(sensibilidade de 94% para
duas culturas por quarto mamario e 98% para tegsinslo SEARS et al., 1990), e como nao
curados os que apresentaram pelo menos um resylgitvo paraS. aureus(apos a
antibioticoterapia) (SOL et al., 1997; DELUYKER &, 2005). Foi considerada curada a
vaca que ndo apresentou nenhum quarto infectads ap@sultados de cultura (apés a
antibioticoterapia), e como ndo curada a que pego®@n com pelo menos um quarto

infectado (apds a antibioticoterapia).

3.1.6 Tratamento de mastite subclinica causada p&. aureus na secagem

As vacas selecionadas para tratamento na secagehB6(n foram distribuidas

aleatoriamente em quatro tratamentos, balanceadasaido com a ordem de parto (Figura
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2): a) somente antibiotico intramamario na seca¢tv), b) antibiético intramamario +
Injetavel (INT + INJ); c) antibiotico intramamarie Vacina (INT + VAC); d) antibidtico
intramamario + Injetavel + Vacina (INT + INJ + VAC)No momento da secagem, apds a
infusdo do tratamento de vaca seca, todas as vacaberam infusdo de selante de teto
(MASTBLOCK, Hipra, Espanha) e foram secas abruptameO tratamento de vaca seca
intramamario foi uma combinacdo de 250 mg de atmmcie 500 mg de cloxacilina
(Bovigam ®VS, Bayer, Irlanda do Norte). O antibidtiinjetavel foi enrofloxacina 10%
(Kinetomax®, Bayer, Brasil), dose unica (7,5 mg/kaplicado via intramuscular no dia da
secagem. A vacina antimastistica (TopVac, HIPRAyalBka) foi aplicada em 4 doses de 2
ml, via intramuscular, aos 14 dias antes da secagerdia da secagem, 21 e 85 dias apés a

secagem.

Figura - Esquema de coletas e tratamentos durasgeaaem, de vacas com mastite subclinica causada p

aureus
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Fonte: Pinheiro (2016).

3.1.7 Analise estatistica

A cura bacterioldgica (na lactagdo ou na secagemavaliada considerando-se o

guarto mamario e a vaca como a unidade experim@gstgosta binomial). Os dados foram
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analisados por meio de regressao logistica mukiday usando-se o PROC GLIMMIX do
SAS versédo 9.3 (Instituto SAS, Cary, NC), paraiaval efeito das variaveis independentes
(rebanho, nimero de lactacdes, classe de dias @atda, numero de quartos mamarios
infectados por vaca e posicdo do(s) quarto(s) mafsarinfectado(s)) sobre a variavel
dependente (cura bacterioldgica). Os modelos misteares generalizados para avaliacdo do
tratamento durante a lactacdo (modelo 1) e na sacégodelo 2) foram:

(1) Y = + Trat + Vac + Reb + NL + DEL Classe + QI + PQrriog

(2)Yij=p+Trat+Vac +Reb+NL+ QI +PQ t e

onde Y = cura bacterioldgica (sim ou ndo) do quarto mé&maw da vacap = média
geral; Trat = efeito fixo de tratamento; Vac = tfedleatério de vaca; Reb = efeito fixo de
rebanho; NL = efeito fixo do nimero de lactacbes=(primiparas; 2 = pluriparas); DEL
Classe = efeito fixo da classe de dias em lactét&o0 a 100 DEL; 2 = 100 a 200 DEL; 3 =
> 200 DEL); QI: Quartos Infectados = efeito fixo Wdmero de quartos mamarios infectados
por vaca (1 = um (1) quarto mamario infectado $oraureus 2 = dois ou mais quartos
mamarios infectados pd8, aureuy PQ: Posicdo Quarto = efeito fixo da posi¢cdo Yo(s
quarto(s) mamario(s) infectado(s) (Anteriores =rtguanamario anterior esquerdo e direito;
Posteriores = quarto mamario posterior esquerdwe#ta); = erro aleatério associado a
cada observacao.

A CCS foi avaliada considerando-se 0 quarto man@oino a unidade experimental.
Foi feito uma analise de medidas repetidas no tepgroum modelo misto linear geral,
usando-se o0 PROC MIXED do SAS versao 9.3 (Institk®, Cary, NC) para verificar o
efeito das variaveis independentes (rebanho, teateon nimero de lactagdes, nimero de
quartos mamarios infectados por vaca, posi¢do dog}to(s) mamario(s) infectado(s), tempo
e a interacdo tempo x tratamento e da covariavel 8iibre a variavel dependente (CCS).
Para esta andlise a CCS foi transformada em esogéaitmica (Log base 10) e foi
especificada uma estrutura associando as medipleisdas ao longo do tempo (coleta de leite
para CCS em diferentes visitas) para os mesmogoguaramarios. O modelo misto linear

geral foi:

Yij=p+ Trat + Vac + Reb + NL + DEL + QI + PQ + Tempdempo x Trat + g
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onde Y; = log(10) de CCS do quarto mamanios média geral; Trat = efeito fixo de
tratamento (Controle, ATB e ATB + VAC); Vac = efeidleatério de vaca; Reb = efeito fixo
de rebanho; NL = efeito fixo do nimero de lactaqdes primiparas; 2 = pluriparas); DEL =
efeito da covariavel dias em lactacdo; QIl: Quattdectados = efeito fixo do numero de
guartos mamarios infectados por vaca (1 = um (&jtqunamario infectado p&, aureus?2
= dois ou mais quartos mamarios infectados$aureuy PQ: Posicdo Quarto = efeito fixo
da posicdo do(s) quarto(s) mamario(s) infectad@{s}eriores = quarto mamario anterior
esquerdo e direito; Posteriores = quarto mamargiepor esquerdo e direito);j & erro
aleatorio associado a cada observacao do plotipaire subplot.

A resposta dos isolados ao tratamento (na lactaca@m secagem) foi avaliada
considerando-se o isolado como a unidade experan@rsposta binomial, cura ou néo
cura). Os isolados do tratamento controle (do padode tratamento na lactacdo) foram
excluidos desta analise. Os dados foram analispdosmeio de regressao logistica
multivariada, usando-se o0 PROC GLIMMIX do SAS ver§a3 (Instituto SAS, Cary, NC),
para avaliar o efeito das variaveis independentgsafho, nimero de lactacdes, tipo de
tratamento, classificacdo dos isolados em adapwdodo adaptado, resisténcia aos
antibioticos: penicilina, ampicilina, amoxicilina &cido clavulanico, oxacilina, cefalotina,
ceftioufur, penicilina + novobiocina, eritromicingentamicina, tetraciclina, enrofloxacina e
pirlimicina) sobre a varidvel dependente (cura drémibgica). O modelo misto linear

generalizado foi:

Y =p+ Reb + NL + FaseTrat + Adap + ResPen + ResAmpsARoxClav + ResOxa +

ResCefa + ResCeft + ResPenNovo + ResEri + ResGasFetra + ResEnro + ResPir+ e

onde Y; = cura bacteriologica (sim ou n&o) do quarto manar= média geral, Reb
= efeito fixo de rebanho; NL = efeito fixo do numede lactacdes (1 = primiparas; 2 =
pluriparas); FaseTrat = efeito fixo do tipo dodraento (lactacdo ou secagem); Adap = efeito
fixo da classificacdo dos isolados em adaptado@ceadlaptados; ResPen = efeito fixo da
resisténcia a penicilina; ResAmp = efeito fixo daisténcia a ampicilina; ResAmoxClav =
efeito fixo da resisténcia a amoxicilina + acidawtllanico; ResOxa = efeito fixo da
resisténcia a oxacilina; ResCefa = efeito fixo @sigténcia a cefalotina; ResCeft = efeito fixo
da resisténcia a ceftiofur; ResPenNovo = efeito fia resisténcia a penicilina + novobiocina;
ResEri = efeito fixo da resisténcia a eritromicif®esGen = efeito fixo da resisténcia a
gentamicina; ResPen = efeito fixo da resisténciatéaciclina; ResEnro = efeito fixo da
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resisténcia a enrofloxacina; ResPir = efeito fix@ mksisténcia a pirlimicina;je= erro
aleatorio associado a cada observacao.

A multirresisténcia aos antibidticos (resisténciaés ou mais classes de antibioticos)
foi avaliada considerando-se o isolado como a aieideperimental (resposta binomial). Os
dados foram analisados por meio de regresséo it@gistultivariada, usando-se o PROC
GLIMMIX do SAS versao 9.3 (Instituto SAS, Cary, N@ara avaliar o efeito das variaveis
independentes (nUmero de lactacdes, classificaggissdlados em adaptados e ndo adaptados
e resisténcia a oxacilina) sobre a variavel depged@Eura bacteriolégica). O modelo misto
linear generalizado foi:

Yi =p+ NL + Adap + ResOxa +;e

onde Y = multirresisténcia (sim ou néao) do isolagos média geral; NL = efeito fixo
do numero de lactagbes (1 = primiparas; 2 = plea§aAdap = efeito fixo da classificacédo
dos isolados em adaptados e ndo adaptados; Reséeiofixo da resisténcia a oxaciling; e

= erro aleatorio associado a cada observacgao.

A resisténcia dé&. aureusa penicilina foi avaliada considerando-se o ismladmo a
unidade experimental (resposta binomial). Os d&ol@n analisados por meio de regressao
logistica multivariada, usando-se o PROC GLIMMIX 8&S versdo 9.3 (Instituto SAS,
Cary, NC), para avaliar o efeito das variaveis petelentes (rebanho, nimero de lactacoes,
classificacdo dos isolados em adaptados e nao aaltspe fase do tratamento) sobre a

variavel dependente (resisténcia a penicilina).ddefo misto linear generalizado foi:

Yij=p+ Reb+NL + Adap + FaseTrat + e

onde Y = resisténcia a penicilina (sim ou n&o) do isolade média geral; Reb =
efeito fixo de rebanho; NL = efeito fixo do nimede lactacbes (1 = primiparas; 2 =
pluriparas); Adap = efeito fixo da classifica¢dc deolados em adaptados e ndo adaptados;
FaseTrat = efeito fixo da fase do tratamento ({@Exaou secagem);; e= erro aleatorio

associado a cada observacao.
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3.1.8 Perfil de susceptibilidade aos antimicrobiars

Os perfis de sensibilidade dos isolados aos amntimi@nos foram avaliados pelo
método de disco difusdo, conforme metodologia @daseo VET01-S2 (2013), utilizando-se
0S seguintes antimicrobianos: Amoxicilina-ClavulanaAmpicilina, Cefalotina, Ceftiofur,
Enrofloxacina, Eritromicina, Gentamicina, OxacilinRenicilina, Penicilina/Novobiocina,
Pirlimicina e Tetraciclina.

O inéculo bacteriano foi preparado a partir de whiv® puro dos isolados, de 24
horas, em caldo BHI. A turbidez do cultivo foi daga com solugéo salina estéril a densidade
otica (600 nm) de 0,9 de modo a obter uma turbmemparavel a da solugdo padréo 0,5
McFarland (aproximadamente 1 a 2 X®10FC/mL). A partir desta diluicdo, o in6culo
bacteriano foi semeado em agar Mueller Hinton dnal® suabe estéril. Apds a semeadura do
inbculo sobre a superficie do agar, os discos d@m@nobianos foram distribuidos
individualmente. As placas foram incubadas em aesebpor 24h a 37°C e, entéo,
examinadas quanto a formacao de halos de inibiederascimento bacteriano ao redor dos
discos de antimicrobianos.

Foram utilizados os critérios interpretativos disigeis nos documentos VET01-S2
(CLSI, 2013) e M100-S19 (CLSI, 2009) para avaliagés resultados obtidos (Tabela 1).
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Tabela 1 - Critérios interpretativos aplicados eesslltados do teste de disco difusédo em isolad&s dereus

Classificacado de acordo com o halo de inibicéo

Antimicrobiano (mm)
Sensivel Intermediario Resistente

Amoxicilina-Clavulanato >20 - <19
Ampicilina >29 - <28
Cefalotina >18 15-17 <14
Ceftiofur >21 18 -20 <17
Enrofloxacina >21 17-20 <16
Eritromicina >23 14 - 22 <13
Gentamicina >15 13-14 <12
Oxacilina >13 11-12 <10
Penicilina >29 - <28
Penicilina/Novobiocina >18 15-17 <14
Pirlimicina >13 - <12
Tetraciclina >19 15-18 <14

Fonte: Pinheiro, 2016.

3.1.9 Extragao de DNA

Os isolados d&. aureusdoram submetidos a extracdo de DNA segundo o po@io
descrito por Boom et al. (1990), com tratamentareatico prévio com lisozima (100 mg) e
proteinase K (20mg) (US Biological) a 37°C por 6dumos.

3.1.10 Identificacdo de S. aureus por PCR convenacial

A identificacdo deS. aureusfoi realizada pela pesquisa do ganerD por PCR,
segundo o protocolo de Pechorsky et al. (2009)CR Roi realizada utilizando-se 5 pL do
DNA ligado, 2,5 mM de MgGJ 20 pmoles de cada iniciador, 1 U de Tag DNA pefimse, 1
X tampéo de PCR e H MiliQ® até o volume final de 50 pL. A reacdo mibmetida a
desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos, segpioia30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1
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minuto a 55°C e 1 minuto a 72°C, com extenséo fileab minutos a 72°C. A detecc¢édo dos
produtos de amplificacdo foi realizada por meioetitroforese em gel de agarose a 1,5%
utilizando BlueGreen® (LGC Biotecnologia). Os fragmos amplificados foram visualizados

no sistema de fotodocumentacdo Gel Doc XR (Bio Raddmparados ao marcador 100 pb
DNA Ladder (New England Biolabs).

3.1.11 Pesquisa do gene mecA

Para os isolados que apresentaram resisténciacdirmdoi realizada a pesquisa do
genemecApor PCR segundo o protocolo de Kearns et al. (1999PCR foi realizada
utilizando-se 5 pL do DNA ligado, 2,5 mM de MgC20 pmoles de cada iniciador, 1 U de
Taqg DNA polimerase, 1 X tampédo de PCR # MiliQ® até o volume final de 50 puL. A
reacao foi submetida a desnaturacao inicial a PHC3 minutos seguida por 30 ciclos de 1
minuto a 94°C, 40 segundos a 50°C e 40 segund@%G ¢om extenséo final de 5 minutos a
72°C. A deteccgao dos produtos de amplificacdodalizada por meio de eletroforese em gel
de agarose a 1,5% utilizando BlueGreen® (LGC Bimtéagia). Os fragmentos amplificados
foram visualizados no sistema de fotodocumenta@dGc XR (Bio Rad) e comparados ao
marcador 100 pb DNA Ladder (New England Biolabs).

3.1.12 Identificagdo de S. aureus por espectromedrde massa MALDI-TOF

Uma aliquota de cultivo bacteriano em caldo BHlckntrifugada a 5.000 rpm por 5
min. O sobrenadante foi descartado e o pélete eacg®0 ul de agua ultrapura e 900 ul de
etanol. Em seguida, essa solucéo foi agitada ebas tforam centrifugados a 13.000xg por 2
minutos. ApoOs descarte do sobrenadante, os sedismdotam secos em temperatura
ambiente. Aos sedimentos, foram adicionados 50euéado férmico (70%), e 50 ul de
acetonitrila (100%). A mistura foi novamente cdoggada a 13.000xg por 2 minutos e 0
sobrenadante foi transferido a um microtubo noaoneazenado a -20°C.

Foi utilizado o espectrofotdbmetro de massa Miesoft' (Bruker Daltonik) para

captura dos espectros proteicos. Para tanto, Jawdusipensédo proteica foi transferido para a
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placa de aco inox de 96 pocos. Apds secagem enetatupa ambiente, foi adicionado sobre
a amostra 1 uL da matrix (acideciano-4-hidréxido-cinamico). A captura dos espextr
proteicos foi feita pelo programa FlexControl™ (Beu Daltonik), método MTB_autoX. O
espectrofotdmetro foi externamente calibrado pél&Zzacdo de proteinas ribossémicas de
Escherichia coli BTS - Bruker DaltoniR.

A identificacdo bacteriana foi feita pelo espegiroteico e foi utilizado o programa
BioTyper™ (MALDI Biotyper CA Systems) 3.0 (Brukeralonik), que realizou uma
comparacao dos espectros capturados para cadaa®pa biblioteca do fabricante. Desta
comparacao de presenca/auséncia de picos espegficagénero e espécie bacteriana, foi
obtido um valor de escoréof (score) valug Os critérios de interpretacdo do escore do
fabricante Bruker Daltonik foram utilizados nesstuelo como segue: escore.0, aceitos

para atribuicéo de espécie, escards? e < 2.0, utilizados para identificagéo de géne

3.2 POLIMORFISMO DO COMPRIMENTO DE FRAGMENTOS AMHAEICADOS
(AFLP)

O AFLP foi realizado segundo protocolo descrito pécLauchlin et al (2000)

utilizando a endonuclease de restriefiod 1. A técnica consistiu em trés etapas:

a) Restricdo do DNA bacteriano pela enzima Hind 111
Em um microtubo contendo 30L do DNA bacteriano extraido foram adicionadt® U
Hind lll, 2 pL tamp&o da enzimidind Il e 5,6 uL de H0 MilliQ®, perfazendo um volume
total de 2QuL. Essa amostra foi incubad@8@°C por 12 hora#\ posi¢ao reativa ao sitio de
restricdo da enzimidind 11l esta apresentada no Quadro 5

b) Ligacdo de adaptadores de ao DNA digerido.
Em um novo microtubo foram adicionadoguh do DNA digerido, 4uL tampéo de T4
DNA-ligase,0,2 uL de cada adaptador (ADH1 / A2 1 U T4 DNA ligase e kD MiliQ®
para o volume final d&5 pL. Esta reacao foi incubada a temperatura ambient8 poras.
Ao final deste periodo, o DNA ligado aos adaptasidoé aquecido a 80°C por 10 minutos
para inativacdo da enzima T4 DNA ligase. As seqgaséndos adaptadores ADH1 e ADH2
estdo descritas no Quadro 5.

c) Amplificacdo seletiva dos fragmentos de restricdo
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Os fragmentos de restricdo foram submetidos a unpdifecacao utilizando o iniciadddl-G
(Quadro 5)A PCR foi realizada utilizando-se 5 pL do DNA liga®,5 mM de MgGCJ 300
ng do iniciadoi(HI-G), 1 U de Tag DNA polimerase, 1 X tampéo dédRRCH0 MiliQ® até o
volume final de 50 pL. A reacao foi submetida andésracao inicial a 94°C por 4 minutos
seguida por 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1,5 noirautc0°C e 2,5 minutos a 72°C, com

extensao final de 5 minutos a 72°C .

Quadro 5 - Sitio de restricdo da enzima Hind Bequéncias de nucleotideos dos adaptadores ADHIHR &
do iniciador HI-G

> AGCTT-/----A%

'Sitio de restrigastind 111 , ,
¥ A--l]----TTCGA®

ADH1 % ACGGTATGCGACAG?®

’Adaptadores , ,
ADH 2 ° GAGTGCCATACGCTGTCTCGA

3Iniciador HI-G ° GGTATGCGACAGAGCTTG?®

Fonte: Pinheiro (2016).

!Sitios de restricdo da endonucleasiad IlI; *sequéncia dos oligonucleotideos complementaresfaraen os
adaptadores que se ligaram as extremidades domerags de restricAdsequéncia do iniciador utilizado na
amplificacdo dos fragmentos de restricdo.

3.2.1 Visualizacao dos produtos amplificados

A deteccao dos produtos de amplificacdo foi redhzaor meio de eletroforese em gel
de agarose a 2%, utilizando-se tampédo TBE 0,5)X{dase 45 mM, acido boérico 45 mM e
EDTA 1 mM, pH 8) e voltagem de 30 V durante 26 bof@s fragmentos amplificados foram
visualizados no sistema de fotodocumentacdo GelX®¢Bio Rad), sendo os fragmentos
corados com BlueGreen® (LGC Biotecnologia) e comgas ao marcador 100 pb DNA
Ladder (New England Biolabs).
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3.2.2 Analise de agrupamento dos fragmentos ampltfidos

Para a analise de agrupamento dos perfis de fragsmamplificados foi utilizado o
programa Bionumerics 7.5 (Applied Maths). Um degdama foi construido utilizando o
coeficiente de Dice e o0 método de UPGMA(eighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean. O ponto de corte de 90% de similaridade gendticatilizado para determinacao e
analise dos agrupamentos obtidos (VAN BELKUM et2007).

3.2.3 Determinac&o do indice Discriminatoério (DI)

Os resultados da caracterizacdo genotipica foraalisados segundo o método
numérico descrito por Hunter e Gaston (1988), semwssivel calcular o indice

Discriminatorio (DI) a partir da seguinte formula:

1 "
DI =1-— S ni(nj-1
N(N 1) > ni(nj - 1)

onde N é o numero de amostra da populacéo wéte, nimero de diferentes tipos e
nj € o niumero de amostras representando cada tipalo®©DI indica a probabilidade de dois

iIsolados selecionados ao acaso em uma popula¢éséesm alocados em diferentes grupos.
3.3 RESULTADOS

Um total de 253 vacas de 5 rebanhos apresentacdamisnto positivo d&. aureusa
partir de amostras compostas de leite de todosuagay mamarios (fase de selecdo das
vacas). Do total de vacas com isolamento posites8.caureus]117 foram selecionadas para
receberem o tratamento durante a lactagao, e Y8@getamento na secagem.

Das 117 vacas selecionadas para receberem o trdatacherante a lactacdo, foram

excluidas: a) 24 vacas que nao apresentaram neghamo com isolamento d& aureusno
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dia em que o tratamento foi iniciado (d 0), b) Atas tratadas com outro antibiético, contra
infec¢des de casco, c¢) 7 vacas com falha de cdbest@uartos e/ou contaminacdo em mais de
uma amostra apoés o tratamento, d) 3 vacas desaanatb proprietario. Apds a exclusdo de
45 vacas, 120 quartos mamarios de 72 vacas fordoidas nas analises estatisticas (Figura
3)

Das 136 vacas selecionadas para o tratamento agesecforam excluidas: a) 33
vacas descartadas pelo proprietario, b) 21 vacasnga apresentaram nenhum quarto com
isolamento positivo par&. aureuso dia da secagem, c) 18 vacas tratadas contraemet
retencdo de placenta apdés o parto, d) 8 vacas atima e coleta dos quartos e/ou
contaminagdo em mais de uma amostra apos o tra@nedrt vacas que abortaram. Apos a
exclusdo de 84 vacas, 101 quartos mamarios de &&svimram incluidas nas analises

estatisticas (Figura 3).
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3.3.1 Tratamento de mastite subclinica causada p&. aureus durante a lactacéo

No tratamento durante a lactacéo, a maior freqaéheiquartos mamarios tratados foi
de vacas com: a) 2 e 4 ou mais partos, representdhd e 30% do total de quartos,
respectivamente, b) mais de 200 DEL, represent@i?® do total de quartos. Vacas com
apenas um quarto infectado foram as mais frequéat8% do total de vacas), e em média

cada vaca tratada na lactacéo apresentou 1,7 sjuaig¢otados poB. aureugTabela 2).

Tabela 2 - Estatistica descritiva do total de aquearnamarios e vacas com infeccdo intramamaria
causada por S. aureus e tratados durante a lactacdo

(continua)
ttemn Tratamentos Total
Controle ATB ATB + VAC
Vacas 22 (16,7%) 31(31,9%) 19 (16,7%) 72 (100%)
NL?
1 4 5 4 13 (18,1%)
2 9 11 5 25 (34,7%)
3 4 3 6 13 (18,1%)
>4 5 12 4 21 (29,2%)
DEL Classé
1 3 5 3 9 (12,5%)
2 7 8 7 22 (30,6)%)
3 12 18 9 41 (56,9%)
Numero de Quartds
1 13 20 5 38 (52,8%)
2 4 8 9 21 (29,2%)
3 4 3 5 12 (16,7%)
4 1 ) ) 1 (1,4%)

Quartos mamarios 38 (31,7%) 44 (36,7%) 38 (31,7%) 120 (100%)

NL
1 5 8 8 21 (17,5%)
2 15 15 8 38 (31,7%)
3 10 3 12 25 (20,8%)
>4 8 18 10 36 (30,0%)
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(concluséo)

itemn Tratamentos Total
Controle ATB ATB + VAC
DEL Classe
1 4 6 1 11 (9,2%)
2 12 11 13 36 (30,0%)
3 22 27 24 73 (60,8%)
Posicdo Quarfo
Posteriores 20 23 20 63 (52,5%)
Anteriores 18 21 18 57 (47,5%)

Fonte: Pinheiro (2016).

Tratamento: Controle, sem antibioticoterapia e \agin; ATB (antibioticoterapia); ATB + VAC (antibiotiterapia +
vacinacg&o)?NL: nimero de.lactacBesSDEL: dias em lactagéo, Classe: 1 a 100 dias emgketDEL); 2, >100 a 200 DEL;
3, >200 DEL*NUmero de guarto mamario infectado gorureus 5Posi(;éo do Quarto infectado.

3.3.2 Cura bacteriologica

A taxa de cura bacteriolégica ndo ajustada dosemitnatados na lactacéo foi de 2,6%
para os quartos do tratamento Controle, 77,3% @amguartos do tratamento ATB e 84,2%
para os quartos do tratamento ATB + VAC (tabelaA3jaxa de cura bacterioldgica, apos ser

ajustada para os demais efeitos do modelo estatistita apresentada na Tabela 4.

Tabela 3 - Estatistica descritiva das taxas de deiteatamento de S. aureus durante a lactaca@moido com o
namero de lactacBes, estagio da lactacdo, nimerquddos infectados e posicdo dos quartos
infectados (72 vacas e 120 quartos mamarios)

(continua)
Vaca Quarto

Item Cura Cura

Total N (%) Total N (%)
Tratamentd
Controle 22 1 (4,5%) 38 1 (2,6%)
ATB 31 23 (74,29%) 44 34 (77,3%)
ATB + VAC 19 14 (73,7%) 38 32 (84,2%)
NL?
1 13 9 (69,29%) 21 16 (78,29%)
2 25 11 (44,0%) 38 16 (42,19%)
3 13 7 (53,8%) 25 13 (52,0%)

>4 21 11 (52,4%) 36 22 (61,1%)



62

(concluséo)

Vaca Quarto

Item Cura Cura

Total N (%) Total N (%)
DEL Classé
1 9 5 (55,6%) 11 5 (45,5%)
2 22 10 (45,5%) 36 18 (50,0%)
3 41 23 (56,1%) 73 44 (60,3%)
Namero de quartds
1 38 23 (60,5%) 38 23 (60,5%)
2 21 9 (42,9%) 42 22 (52,4%)
3 12 6 (50,0%) 36 22 (61,1%)
4 1 0 (0%) 4 0 (0%)
Posicdo Quarfo
Posteriores 63 35 (55,6%)
Anteriores 57 32 (56,1%)

Fonte: Pinheiro (2016).

aRResultados com letra sobrescrita sdo difereftesq,05).

Tratamento: Controle, sem antibioticoterapia e \&gdo; ATB (antibioticoterapia); ATB + VAC (antibiotiterapia +
vacinacao)?NL: nimero de lactac6e¥DEL: dias em lactacéo, Classe: 1 a 100 dias emcimtéDEL); 2, >100 a 200 DEL;
3, >200 DEL*NUmero de guarto mamario infectado gorureus 5Posi(;éo do Quarto infectado.

Quartos mamarios tratados com ATB e ATB + VAC apnégram maior taxa de cura
(77,3 e 84,2 vs. 2,69 = 0,0018) do que quartos mamarios nao tratadodrde). Porém,
ndo houve diferenca na taxa de cura entre os @uagiee foram tratados com
antibioticoterapia e com antibioticoterapia + vaci#o (P = 0.932), o que indica que néo
houve melhora na eficiéncia do tratamento com etitloterapia quando a vacina foi
utilizada (Tabela 4).

Houve uma tendéncid@ (= 0,055) de maior taxa de cura bacteriologica glosrtos
mamarios das primiparas (93%) do que os quartopldaparas (28,9%). Nao houve efeito
de rebanho, classe de dias em lactacdo, nUmeraateos] mamarios infectados por vaca e
posicdo do quarto mamario infectado sobre a taxacuta bacteriolégica dos quartos

mamarios (Tabela 4).
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Tabela 4 — Resultados do modelo misto de regrdegasiica referentes a taxa de cura bacteriolGajastada
de quartos mamarios infectados por S. aureus eddigdms ao tratamento durante a lactagao

Erro Taxade Razao de

. . 0
Efeito Coeficiente Padrio cura (%)1 IC 95% P chance
Cura bacterioldgica
Intercepto 0,80 2,03 -3,27 4,87 0,696
Tratamentb 0,0018

Controle Referéncia 43

ATB 5,99 1,74 947 2,49 9,48 0,0012 397,87

ATB + VAC 5,89 1,59 94,1 2,68 9,10 0,0006 360,74
NL3 0,0552

1 Referéncia 93

>2 -3,49 1,77 28,9 -7,06 0,08 0,0552 0,03
DEL Classé 0,5492

1 Referéncia 85,4

2 -1,10 1,19 66,1 -3,48 1,30 0,76 0,57

3 -1,66 1,86 52,6 -5,40 2,08 0,38 0,19
Nimero de quartos 0,16

1 Referéncia 84,4

>2 -1,68 1,18 50 -4,06 0,69 0,16 0,18
Posicao Quarfo 0,437

Posteriores Referéncia 63,1

Anteriores 0,62 0,79 76,1 -0,972,22 0,437 1,86

Fonte: Pinheiro (2016).

Taxa de cura: % ajustado de quartos curados baseaniodelo misto de regresséo logistica.

*Tratamento: Controle, sem antibioticoterapia e \&gdo; ATB (antibioticoterapia); ATB + VAC (antibiotiterapia +
vacinagao), A antibioticoterapia foi uma combinadéaaplicacdo de 75 mg de ampicilina e 200 mg akacilina (Bovigam
L - Bayer Irlanda do Norte), via intramamaria podi&s, com uma dose de enrofloxacina 10% (Kinetomad&®er S, A,,
Sao Paulo Brasil), via intramuscular, aplicada rimeiro dia da ATB, A vacina antimastistica (TopVBEGPRA, Espanha)
foi aplicada via intramuscular 14 dias antes da AT@primeiro da ATB e 14 dias ap6s a aplicacéo dars#a dose (total de
3 doses),

3NL: nimero de lactacde$;Classe de DEL (dias em lactacéio) ,1: 1 a 100 ;1R0a 200; 3: >200°Numero de quartos
infectados poB, aureus®Posicdo do quarto infectado p®raureus.

Quando a analise foi feita com a vaca como a deidaxperimental, primiparas
tiveram maior taxa de cura bacteriol6gica do queiphras P = 0,02), e vacas com apenas
um quarto infectado tiveram maior taxa de cura de gacas com dois ou mais quartos
infectados P = 0,04).
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Tabela5- Resultados do modelo misto de regrefsgistica referentes a cura bacteriol6gica de vacas
infectadas por S. aureus e submetidas ao tratardardaote a lacta¢do

) - Erro Taxa de 0 Razao de
Efeito Coeficiente Padrio cura (% } IC 95% P chance
Cura bacteriolégica
Intercepto -1,63 2,25 - -6,13 2,882 0,4735 -
Tratamentb - - - - - 0,0051 -

Controle Referéncia - 1,1 - - - -

ATB 6,69 2,03 89,7 2,62 10,75 0,0017 803,0

ATB + VAC 577 1,81 77,6 2,15 9,39 0,0023 320,7
NL3 - - - - - - -

1 Referéncia - 78,9 - - - -

>2 -3,39 1,428 11,2 -6,24 -0,53 0,0208 0,034
DEL Classé - - - - - 0,2855 -

1 Referéncia - 27,1 - - - -

2 -0,04 1,58 26,4 -3,19 3,12 0,9816 0,964

3 1,87 1,73 70,8 -1,59 5,34 0,2836 6,509
NUmero de quartds - : . . - 0,0417 -

1 Referéncia - 69,8 - - - -

>2 -2.,43 1,17 16,9 -4,76 -0,1 0,0417 0,088

Fonte: Pinheiro (2016).
Taxa de cura: % ajustado de vacas curadas baseadodelo misto de regresséo logistica.
*Tratamento: Controle, sem antibioticoterapia e \agin; ATB (antibioticoterapia); ATB + VAC (antibiotiterapia +

vacinagao), A antibioticoterapia foi uma combinadéaaplicacdo de 75 mg de ampicilina e 200 mg akacilina (Bovigam
L - Bayer Irlanda do Norte), via intramamaria podi&s, com uma dose de enrofloxacina 10% (Kinetomad&®er S, A,,
Sao Paulo Brasil), via intramuscular, aplicada rimeiro dia da ATB, A vacina antimastistica (TopVBGPRA, Espanha)
foi aplicada via intramuscular 14 dias antes da AM®primeiro da ATB e 14 dias apés a aplicacdo darsta dose (total de
3 doses);

3NL: nimero de Iactagﬁeé;CIasse de DEL (dias em lactacéo) ,1: 1 a 100 ;1R0>a 200; 3: >200NUmero de quartos

infectados poB, aureus®Posicdo do quarto infectado p®raureus.

3.3.3 Contagem de células somaticas

A CCS foi analisada em 85 quartos mamarios (deba@nhos), sendo que as amostras
de leite de 35 quartos restantes (de outros 2 helsamao foram coletadas para analise de
CCS. As médias aritiméticas néo ajustadas de CC@rinteiro dia da antibioticoterapia
foram: 1.175, 744 e 678 x A@él/mL, nos grupos Controle, ATB e ATB + VAC,

respectivamente. Apos 28 dias do inicio da anttmtérapia, as médias ndo ajustadas de
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CCS foram :1.089, 590 e 266 x°16él/mL, nos grupos Controle, ATB e ATB + VAC,
respectivamente.

Houve interacdo entre o tempo e os tratamerfos (0,04). No primeiro dia da
antibioticoterapia ndo houve diferenca entre a @@$S3 tratamentos, porém, apos 28 dias, a
CCS dos quartos mamarios do tratamento ATB + VAGnenor do que a CCS dos quartos
do tratamento Controle (Tabela 6).

A CCS de quartos mamarios de primiparas foi meleogue a CCS de quartos de
pluriparas P = 0,034). Porém, ndo houve efeito de interacace emtempo e o numero de
lactagBes sobre a CCS. Portanto, a CCS de quatpsndiparas foi menor do que a CCS de

quartos de pluriparas em ambos os tempos de ¢aldts e depois do tratamento).

Tabela 6 - Modelo misto linear geral com mediaégetidas no tempo da CCS de 85 quartos mamaries ent
depois do protocolo de tratamento na lactacéo

Tempo Tratamentos P

de EP Trat x
coleta Controle ATB  ATB+VAC Trat  Tempo Tempo
1° dia* 5,76 5,46 5,61 0.059 0.17 <.0001 0.04
28°dia’ 5,37 5,03¢ 4,76 0.097

Fonte: Pinheiro (2016).

'CCS1: log (10) da CCS dos quartos mamarios no prinségrala antibioticoterapi&CCS2: log (10) da CCS dos quartos
mamarios 28 dias apo6s o inicio da antibioticoterapi

Resultados com letra sobrescrita diferente na méshmforam estatisticamente significativés< 0,05).
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Figura 4 - Valores médios de CCS (n=85 quartos mas)dantes e as 28 dias ap0ds tratamento na lactaga
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Fonte: Pinheiro (2016).

3.4 TRATAMENTO DE MASTITE SUBCLINICA CAUSADA POR S. AURUS NA
SECAGEM

A maior frequéncia de quartos mamarios tratadosetagem foi de vacas com 2
partos, representando 40,6% do total de quartosas/aom apenas um quarto infectado
foram as mais frequente (43,6% do total de vaeasin média cada vaca tratada na secagem
apresentou 1,9 quartos infectados (Tabela 7).
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Tabela 7 - Estatistica descritiva do total de qusanhamarios e vacas com infec¢do intramamaria daysar
S. aureus e tratados na secagem

Tratamentos
Item Intra Intra + Inj  Intra + Vac Intra + Inj + Total
Vac
Vacas 12 (21,8%) 21 (38,2%) 15 (27,3%) 7 (12,7%) 55 (1p0%
NL!
1 1 4 5 3 13 (23,6%)
2 3 9 6 2 20 (36,4%)
3 3 4 2 1 10 (18,2%)
>4 5 4 2 1 12 (21,8%)
Numero de Quartds
1 7 7 7 3 24 (43,6%)
2 3 6 4 3 16 (29,1%)
3 1 6 3 - 10 (18,2%)
4 1 2 1 1 5 (9,1%)

Quartos mamarios 20 (18,9%) 45 (42,5%) 28 (26,4%) 13 (12,3%) 106¢4D

NL

1 2 8 8 5 23 (21,7%)
2 5 21 14 3 43 (40,6%)
3 4 7 3 4 18 (17%)
>4 9 9 3 1 22 (20,8%)
Posicdo Quarto

Posteriores 10 25 17 6 58 (54,7%)
Anteriores 10 20 11 7 48 (45,3%)

Fonte: Pinheiro (2016).

Tratamento: Controle, sem antibioticoterapia e \&gdo; ATB (antibioticoterapia); ATB + VAC (antibiotiterapia +
vacinacao)’NL: namero de lactacde¥)EL: dias em lactacéo, Classe: 1 a 100 dias emgiatéDEL); 2, >100 a 200 DEL;
3, >200 DEL*NUmero de guarto mamario infectado gorureus 5Posi(;éo do Quarto infectado.

3.4.1 Cura bacteriologica

A taxa de cura bacterioldgica ndo ajustada dosaminatados na secagem foi de 100,
88,9, 85,7 e 100% para os quartos dos tratamemtias Intra + Inj, Intra + Vac e Intra + Inj +

Vac, respectivamente (tabela 8).
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Tabela 8 - Estatistica descritiva das taxas de dar&atamento de S. aureus na secagem, de acomi® ¢
namero de lactagGes, nimero de quartos infectagosiedo dos quartos infectados (55 vacas e 106
quartos mamarios)

Vaca Quarto
ltem Cura Cura
Total N (%) Total N (%)
Tratamentd
Intra 12 12 (100%) 20 20 (100%)
Intra + Inj 21 17 (81,0%) 45 40 (88,9%)
Intra + Vac 15 12 (80,0%) 28 24 (85,7%)
Intra + Inj + Vac 7 7 (100%) 13 13 (100%)
NL?
1 13 13 (100%) 23 23 (100%)
2 20 16 (80%) 43 37 (86%)
3 10 10 (100%) 18 18 (100%)
>4 12 10 (83,3%) 22 19 (86,4%)
Numero de quartds
1 24 24 (100%) 24 24 (100%)
2 16 14 (87,5%) 32 29 (90,6%)
3 10 8 (80%) 30 27 (90%)
4 5 3 (60%) 20 17 (85%)
Posicdo Quarto
Posteriores 58 54 (93,1%)
Anteriores 48 4389,6%)

Fonte: Pinheiro (2016).

Tratamento: Controle, sem antibioticoterapia e \&gdo; ATB (antibioticoterapia); ATB + VAC (antibiotiterapia +
vacinacéo)), 2NL: nimero de lactagde¥DEL: dias em lactacéo, Classe: 1 a 100 dias emciotéDEL); 2, >100 a 200
DEL; 3, >200 DEL*Numero de guarto mamadrio infectado gorureus 5Posi(;éo do Quarto infectado.

As taxas de cura bacteriolégica, ap0s serem apstad demais efeitos do modelo
estatistico, estdo apresentadas na Tabela 9. Qumamarios tratados com Intra, Intra + Inj,
Intra + Vac e Intra + Inj + Vac apresentaram taxa alira de 100, 81, 80 e 100%,
respectivamente. Nao houve diferenca na taxa deentre os quartos tratadés=£ 1,00), o
gue indica que houve uma alta eficiéncia do tratemeom ampicilina + cloxacilina na
secagem. (Tabela 9). Ndo houve efeito de numertactacbes, do rebanho, nimero de
guartos mamarios infectados @raureugor vaca e posi¢cao do quarto mamario(s) infectado

sobre a taxa de cura bacteriologica dos quartosamesn(Tabela 9).
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Tabela 9 - Resultados do modelo misto de regreksgistica referentes a cura bacterioldgica de qsart
mamarios infectados por S. aureus e submetidawtortento na secagem

Efeito Coeficiente ErrON Taxa de IC 95% P Razdo de
Padrdo cura (%} chance

Cura bacteriolégica

Intercepto 2,29 1,14 0,02 4,56 0,048

Tratamentb 1,00
Intra + Inj + Vac 13,57 973,66 1,00 -1919 1946 0,98 >099,9
Intra + In; 14,61 769,32 1,00 -1512 1542 0,98 >099,9
Intra 14,94 777,75 1,00 -1529 1559 0,98 >099,9
Intra + Vac Referéncia 0,99

NL® 0,98
1 13,81 655,40 -1287 1315 0,98 >099,9
>2 Referéncia

NUmero de quartds 0,98
1 13,87 667,21 -1311 1338 0,98 >099,9
>2 Referéncia

Posicdo Quarfo 0,58
Anteriores -0,44 0,798 -2,031,14 0,58 >999,9
Posteriores Referéncia

Fonte: Pinheiro (2016).

Taxa de cura: % ajustado de quartos curados baseadwdelo misto de regresséo logistfdaatamento: Intramamario
(Intra), vacas secas com antibidtico intramamadid]); Intramamario + Injetavel (INT + INJ), vacaecas com AIM e
antibidtico injetavel (Al); Intramamario + Vacin®N{T + VAC) vacas secas com AIM e vacina; Intramamarilnjetavel +

Vacina (INT + INJ + VAC), vacas secas com AIM, o dlvacina. SNL: numero de Iacta(;(”)e‘éDEL: dias em lactacéo,
Classe: 1 a 100 dias em lacta¢do (DEL); 2, >1000a2BL; 3, >200 DEL’NUmero de guarto mamario infectado [Sr

aureus. 5Posic;é\o do Quarto infectado.

3.5 ANTIBIOGRAMA E AFLP

Cento e dezenove isolados, de 5 rebanhos diferefieam selecionados para as
andlises de antibiograma e AFLP. Destes, 97 iselémtam tratados na lactagédo e 22 tratados
na secagem. Os demais isolados nédo foram consereatd8HI para posteriores andlises.

Antes da realizacdo das andlises de antibiogranddld®, esses isolados foram
submetidos aos exames de PCR convencional e MAIQHLT para confirmacdo da
identificacdo comé. aureusDois isolados (1 do tratamento na lactacao e ttadamento na
secagem) nao foram confirmados coBwoaureusportanto 117 isolados confirmados pelos

exames de PCR convencional e MALD-TOFI foram aadls no antibiograma e AFLP.
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Com base nos resultados de variabilidae genétisasdlados, pela técnica de AFLP,
foi feito um dendograma e os isolados foram agrapan 8 grupos (Al a A8, sendo que 0s
isolados de um mesmo grupo apresentaram mais ded8G¥nilaridade genética entre si. O
resultado do agrupamento dos isolados pelo AFLP clminparado ao resultado do
antibiograma (Figura 5). O resultado do agrupameiu® isolados pelo antibiograma foi
comparado a regido geogréfica (Figura 6), rebaRigula 6) e resposta a antibioticoterapia
(Figura 7) do isolado.
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Dendograma dos isolados apés o agrupganmaio AFLP (cada cor representa um grupo de

Figura 5 -

isolados), comparado ao resultado do antibiograme&d, resistente; cinza, intermediario; e branco,

sensivel)
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Fonte: Pinheiro (2016).
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Figura 6 - Dendograma dos isolados apds o agrugameto antibiograma, comparado a regido geogrééica
esquerda) e rebanho (a direita) que os isoladasnuésim. Cores diferentes significam regiées
geograficas (azul escuro, centro oeste de Minaai§erermelho, noroeste de Minas Gerais; verde,
Vale do Paraiba, SP) e rebanhos (amarelo, rebgrdmullclaro, rebanho 2; azul escuro, rebanho 3;
verde, rebanho 4; vermelho, rebanho 5) diferentes
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Fonte: Pinheiro (2016).
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Figura 7 - Dendograma dos isolados apés o agrugameelo antibiograma, comparado a resposta a
antibioticoterapia (azul, isolados de quartos aersidos curados; vermelho, isolados de quartos
considerados ndo curados)
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Fonte: Pinheiro (2016).
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Os isolados mais frequentes, em todos os rebafdrasn os dos grupos Al e A2,
representando 55,6% (65/117) e 35% (41/117) do detasolados, respectivamente. Sendo
assim, os grupos Al e A2 juntos representaram 9@6%otal de isolados, portanto foi
sugerido que esses isolados eram adaptados a lgldndonaria. Os isolados dos grupos A3 a
A8 representaram apenas 9,4% (11/117) do totadadados, e foram considerados como néo
adaptados a glandula mamaria. Dos isolados adaptadpandula mamaria, 3,8% (4/106)
foram multirresistentes (resistentes a 3 ou maissels de antibioticos), enquanto que 45,5%
(5/11) dos isolados nao adaptados foram multitersiss.

Um total de 9 isolados (7,7% do total de isoladosam multirresistentes, e 88,9%
(8/9) destes form isolados do mesmo rebanho (rebénhrodos os isolados multirresistentes
que receberam a antibioticoterapia (8/9) ndo forarnperados nas amostras pos tratamento
(curaram). O unico isolado que nédo recebeu anitbigrapia (do grupo controle), foi
recuperado nas coletas pds tratamento (ndo curodps os isolados multirresistentes foram
resistentes a penicilina e ampicilina (9/9), e 88,8/9) destes isolados foram sensiveis a
amoxicilina + acido clavulanico.

Quatorze isolados foram sensiveis a todos osiaintiis. Destes, 64,3% (9/14) foram
isolados de vacas pertencentes ao rebanho 3, e d@@¥b6isolados que receberam
antibioticoterapia (6/10) nao foram recuperadosamagstras pés tratamento.

Houve efeito da classificacdo dos isolados em adapte ndo adaptadd3 £ 0,03) e
da resisténcia a oxacilin® € 0.002) sobre a probabilidade de multirresistcis isolados.

A média ajustada de isolados adaptados e ndo ddapgae foram multirresistentes foi de 16
e 63%, respectivamente. A média ajustada de isslagiosiveis e resistentes a oxacilina que
foram multirresistentes foi de 8 e 78%, respecteat®. Nao houve efeito da ordem de parto

(1, 2 e 3 ou mais partos) sobre a multirresistéasielasses de antibioticos (Tabela 10).



75

Tabela 10 - Efeito da classificacdo dos isoladosSdeaureus em adaptados e ndo adaptados, resisténci
oxacilina e ordem de parto sobre a multirresistasiclasses de antibi6ticos

: - Erro  Multirresistentes 0 Razdao de
Efeito Coeficiente Padrio (% )1 IC 95% P chance
Multirresisténcia
Intercepto 2.57 1.34 -0.08.23 0.0574
AFLP? 0.0346

Adaptados -2,16 1.00 16,2 -4.19,16 0.0346 0,11
Nao Adaptados  Referéncia 62,6

Oxacilina 0.0016
Sensiveis -3,70 1.14 8,2 -5,94.,43 0.0016 0,025
Resistentes Referéncia 78,3

NL® 0.6931

1 0,14 1,36 447 -2,572,85 0,91 1,15
2 -0,77 1,03 24,4 -2,821,27 0,45 0,46
>3 Referéncia 41,2

Fonte: Pinheiro (2016).

"Multirresistentes (%): média ajustada do percentigalsolados resistentes a 3 ou mais classes itgotinos (classes de
antibidticos avaliadas: beta-lactamicos, cefalaspsr rifamicina, macrolideos, aminoglicosideos traticlinas,
fluorquinolonas e lincosamidagpFLP: Adaptados: isolados considerados adaptadp&nalula mamaria (pertencentes aos
grupos Al e A2); Nao Adaptados: isolados consideatho adaptados a glandula mamaria (pertencergegrapos A3 a
A8). °NL: nimero de lactacéo

Um total de 7 isolados (6% do total de isoladosarh resistentes a oxacilina. Destes,
5 foram isolados do rebanho 4, e 2 do rebanho &dfu). Ambos os rebanhos localizavam-
se da regido do Vale do Paraiba, SP. Dos isolagesageberam a antibioticoterapia (6/7),
66,7% (4/6) ndo foram recuperados nas amostrasra@snento. O Unico isolado que nao
recebeu antibioticoterapia (do grupo controle), fetuperado nas coletas pos tratamento.
Todos os isolados resistentes a oxacilina foramstezges a penicilina e ampicilina, e 85,7%
(6/7) destes isolados foram sensiveis a amoxiciliaaido clavulanico.

Houve efeito do rebanho sobre a resisténcia a ipeaidP = 0.0006). A média
ajustada de isolados resistentes a penicilinada3@Pb, no rebanho 3, nos demais rebanhos
foi de aproximadamente 90%. Porém, ndo houve ef@itordem de parto sobre a resisténcia
a penicilina.

N&o houve efeito da classificacdo dos isolados daptados e ndo adaptados a
glandula mamaria, numero de lactacao, fase dareatto (lactacdo ou secagem) e resisténcia
a qualquer um dos 12 antibioticos avaliados solresposta dos isolados a antbioticoterapia
(isolados do grupo Controle foram excluidos de#igaalavaliacdo).
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Quadro 6 - Descricdo da associacdo entre os isolatissificados pelo AFLP e os rebanhos, resposta a
antibioticoterapia e antibiograma

Associagdo com a

con|1

Classificagéo Associagao com . Associagao
N (%) resposta a g
AFLP rebanhos L . antibiograma
antibioticoterapia
78,5% resistentes a
Mais frequente em 60,9% curaram. Maior| penicilina. 2  isolado$
Al 65 (55,56) todos os rebanhos, taxa de cura no rebanhanultirresistentes e D
! exceto no rebanhg 1 (83,3%), e menor no| resistentes a oxacilina. |8
4. rebanho 5 (46,2%). isolados sensiveis a todps
0s antibidticos.
85,4% resistentes a
_ 76% curaram. Menor penl_cnlna_l. 2 isolados
Mais frequente no multirresistentes e 1
A2 41 (35,04) taxa de cura no rebanho . . i,
rebanho 4. resistente a oxacilina. 5
5 (40%). . Al
isolados sensiveis a todps
0s antibiéticos
Resisténcia intermediaria
A3 1(0,85) Presente no Curou. para enrofloxacina 2]
rebanho 3. sensivel a todos os outrps
antibidticos.
Presentes no 2 isolados resistentes |a
A4 3(2,56) 100 % de cura. penicilina e 1 sensivel |a
rebanho 1. .
todos os antibidticos.
Resisténcia intermediaria
Presente no Grupo controle (ndo foj para eritromicina e sensivel
A5 1(0,85)
rebanho 3. tratado). a todos os outros
antibidticos.
A6 1 (0,85) Presente no Curou. Multirresistente.
rebanho 4.
A7 4 (3,42) Presentes no 100% de cura. 3 . . isolados
rebanho 4. multirresistentes.
A8 1 (0,85) Presente no Curou. Multirresistente.
rebanho 4.

Fonte: Pinheiro, 2016.
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4 DISCUSSAO

Entre momento em que as vacas foram identificagiam® énfectadas pds. aureusaté
o inicio do tratamento na lactacdo e na secagemsdorreu um periodo médio de 60 a 85
dias, respectivamente. Portanto, as vacas tratadate estudo estavam naturalmente
infectadas poiS. aureusha pelo menos 2 meses, sendo sugestivo assim denfieccao
cronica.

No tratamento durante a lactacdo, as taxas deajustadas para os outros efeitos do
modelo estatistico, foram de 77,3 e 84,2% parauasi@s tratados com ATB e ATB + VAC,
respectivamente. As taxas de cura observadas semecestudo foram maiores do que as
observadas em outros estudos que usaram terapiadielst (5 a 8 dias de tratamento). O
tratamento com cefapirina intramamaria (IMM) pattiés resultou em taxa de cura de 25,8%
(n = 31 vacas) (ROY et al., 2009). O tratamento®per8 dias com ceftioufur IMM resultou
em taxa de cura de 17 (n = 12 quartos) e 36% (b gquartos), respectivamente (Oliver et al.,
2004). No entanto, em 2 estudos foram observadas t#e cura semelhantes as do presente
estudo. No estudo de Deluyker et al. (2005), 53tgeanamarios foram tratados por 8 dias
com Pirlimicina via intramamaria, e a taxa de ctoade 86%. Com o uso de mesmo
protocolo de tratamento estendido por 8 dias, paré@m menor nimero de quartos tratados,
Gillespie et al. (2002) observaram uma taxa de dear@3,3% (5/6 quartos).

Uma possivel razdo para as elevadas taxas de curatamento durante a lactacao,
no presente estudo, pode ser a duracdo da teBARKEMA et al., 2006). Roy e Keef
(2012) em uma revisdo sobre tratamento de mastiteacda por S. aureus durante a lactacao,
concluiram que a terapia intramama@ria estendidébdias foi a melhor opcao terapéutica.
Porém, deve-se considerar que o uso de terapesdéetds pode estar associado a infecgdes
por microrganismos secundarios, como leveduras e aguns casos coliformes
(MIDDLETON; LUBY, 2008; ROY; KEEFE, 2012). Além ds, a taxa de cura a longo
prazo, mesmo com 8 dias de terapia com antibiéiitibamamarios, pode ser baixa. Num
estudo de Middleton et al. (2007), a taxa de cuwa quartos apdés 4 dias do final do
tratamento foi de 80%, porém, apds 28 dias essadaxcura caiu para 29%. No presente
estudo, a taxa de cura foi avaliada com base erctilétas de amostras de todos quartos até
28 dias apds o tratamento, para minimizar o nunderaesultados falso-negativos. Além
disso, os quartos foram considerados curados sentemh 3 resultados negativos para S.

aureus apos o tratamento, sendo que outros aiogesem que 2 resultados negativos para
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S. aureus apo0s o tratamento (geralmente 21 e 8&pé@s o tratamento) seja o suficiente para
gue o quarto seja considerado como curado (SEARSal.et 1990; SCHUKKEN;
DELUYKER, 1995; DELUYKER et al., 2005).

Outra razéo para as elevadas taxas de cura nméntia durante a lactacdo, pode ser o
uso do antibidtico injetdvel a base de enrofloxaciAs principais caracteristicas da
enrofloxacina séo: baixa toxicidade, alta biodispitidade, excelente penetragéo tecidual e
longo tempo de meia vida no sangue (BROWN, 199B0OINDO et al., 1997). O leite nédo
interfere significativamente na atividade antimimema da enrofloxacinan vitro (FANG;
PYORALA, 1996), e a classe de fluoroquinolonas fal@ enrofloxacina pertence), podem
ter efeito positivo sobre a modulagéo do sistemamanpelo aumento da habilidade de matar
dos neutrofilos (HOEBEN et al.,, 1997). Além disgpando € distribuida na corrente
sanguinea da vaca, a enrofloxacina é degradaddigaetto dando origem a um metabdlito
(ciprofloxacina), que também apresenta acdo baitariApos a administracao sistémica de
enrofloxacina, altas concentragdes de ciprofloxabtinam alcangadas e mantidas no sangue e
no leite (KAARTINEN et al., 1995; RANTALA et al.@®2).

Houve tendénciaR = 0,055) dos quartos mamarios das primiparagdaataa lactacao
apresentarem maior taxa de cura do que os quadogros de pluriparas. Quando a analise
foi feita usando a vaca como unidade experimeptahiparas apresentaram maior taxa de
cura do que pluriparaP € 0,02), este resultado € similar ao relatado etros estudos (ZIV;
STORPER, 1985; SOL et al., 1997; PYORALA; PYORAL®98; TAPONEN et al., 2003;
DELUYKER et al., 2005). A taxa de cura das primgsartratadas com antibiotico
(tratamentos ATB e ATB + VAC) foi de 100%. A maiaxa de cura das primiparas pode ter
ocorrido porque: 1) vacas mais velhas podem apasierieccdes cronicas ha mais tempo do
que as infec¢cdes em vacas mais jovens, e 0 aurdantiuracdo da infeccdo intramamaria
reduz a taxa de cura (SOL et al., 1994; 1997; DINEEW et al., 2003), 2) o sistema imune
das vacas torna-se menos efetivo de acordo cormerda da idade (SOL et al., 1997), 3) o
maior tamanho da glandula mamaria das vacas aghatiscontribuir para reduzir as chances
de cura, pois o antibiotico deve difundir e elinmiBa aureusem um volume maior de tecido
(BARKEMA et al., 2006), 4) a prevaléncia 8e aureugesistentes a penicilina foi maior em
vacas mais velhas do que em vacas mais jovens €@L, 2000), e em outros estudos, a
taxa de cura dos quartos infectados $oaureugesistentes a penicilina foi menor do que a
taxa de cura dos quartos infectados oaureusensiveis a penicilina, mesmo quando foram
utilizados antibidticos que ndo eram beta-lactami€dlV; STORPER, 1985; SOL et al.,
1997; PYORALA; PYORALA, 1998; TAPONEN et al., 2003)orém, no presente estudo,
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nao houve efeito da resisténcia a penicilina sabtaxa de cura, 5) a CCS dos quartos das
primiparas foi menor do que a CCS dos quartos dagparas, antes do tratamento, e quartos
com CCS< 1.000.000 cél/mL apresentam maior chance de cuigud quartos com CCS >
1.000.000 cél/mL (SOL et al., 1997).

O estagio de lactacdo nédo teve efeito sobre adecara dos quartos mamarios e das
vacas. Em outros estudos, a taxa de cura das nadasl da lactacao (>200 DEL) foi maior
do que a taxa de cura das vacas no inicio de &xtég100 DEL) (SOL et al.,, 1997,
DELUYKER et al.,, 2005). Wilson et al. (1972) hiptitaram que o efeito do estagio da
lactacd@o era devido a mais rapida eliminacao dbiatico com a maior producéo de leite no
inicio da lactacdo. Os resultados do nosso estéio uma importante aplicacdo prética,
considerando que néo houve efeito do estagio decka sobre a taxa de cura, o tratamento
das vacas no inicio da lactacdo pode gerar maiornce financeiro, visto que estas vacas
permaneceriam sadias por um periodo maior da Ex@dg que se fossem tratadas no final da
lactacéo.

No tratamento durante a lactacdo, quartos mamédeoscas com apenas um quarto
infectado polIS, aureuspresentaram taxa de cura semelhante a dos qdar@sas com dois
ou mais quartos infectados p8r aureus(P = 0,16). Outros estudos relataram que quanto
maior o nimero de quartos infectados foraureusmenor a chance de cura do quarto e da
vaca (SOL et al., 1994; OSTERAS et al., 1999; JAN&Sl., 2001). No nosso estudo, esse
efeito foi observado somente em nivel de vaca, gja, yacas com dois ou mais quartos
infectados poIS. aureustiveram menor taxa de cura (16,9 vs. 69,8%) do aeas com
apenas um quarto infectad®£ 0,04).

A posicdo dos quartos mamarios néo teve efeitcesatiaxa de curd(= 0,44). Em
outros estudos, os quartos posteriores tiveram nmaxa de cura do que 0s quartos anteriores
(SOL et al., 1997; DELUYKER et al., 2005). Barkeetal. (2006) descreveram que a menor
taxa de cura dos quartos posteriores pode seralaviagnaior volume destes quartos, quando
comparados aos quartos anteriores (essa tambéra dagipoteses do porqué da maior taxa
de cura das primiparas em relacdo as pluriparasju@rtos posteriores produzem mais leite
do que os quartos anteriores, 0 que poderia aceleeiminacdo do antibiotico, e também
poderia ser uma razao para diminuir a taxa de cura.

Houve efeito da interacdo tratamento*vacinacacantatédo sobre a CCS dos quartos
mamarios. Apos a antibioticoterapia, a CCS dostgsdratados com ATB + VAC foi menor
do que a CCS dos quartos do grupo Controle. End@sacente, a mesma vacina utilizada no

presente estudo diminuiu a taxa de proliferaca®.daureusem 45% (SCHUKKEN et al.,
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2014). No presente estudo, a vacina pode ter r@duzitaxa de proliferacdo & aureuse,
consequentemente, diminuido a migracéo de leusdgéra o interior da glandula mamaéria, o
que resulta em menor CCS, ou alternativamente, @awhe a capacidade de eliminacadsde
aureusnas vacas vacinadas.

Quatorze dias antes do inicio da antibioticoterapgialactacdo, a primeira dose da
vacina foi aplicada nas vacas do tratamento ATBACYVe destas vacas, foram coletadas
amostras de leite por quarto mamario para anaiseé@S. A média de CCS dos quartos do
tratamento ATB + VAC aos 14 dias antes do tratamémit de 881.000 cél/mL. Quando a
segunda dose da vacina foi aplicada (no iniciondidiaticoterapia), a média de CCS destes
guartos foi de 678.000 cél/mL. A terceira dose aeina foi aplicada 14 dias apds o inicio da
antibioticoterapia, e a ultima coleta de CCS doartps foi 28 dias ap0s o inicio da
antibioticoterapia. Nesta ultima coleta, a médiaCd&S dos quartos do tratamento ATB +
VAC foi de 266.000 cél/mL, vs. 1.089.000 cél/mL dpsartos do tratamento Controle £
0,01). Os gquartos tratados somente com ATB, mesmouma taxa de cura de 77,3%, nao
apresentaram CCS menor do que os quartos do tratmr@entrole (590.000 vs. 1.089.000
cél/mL, P = 0,15). E provavel que a maior reducio de CCSydastos do tratamento ATB +
VAC seja devido a vacinagdo. Um dos provaveis mspas de acdo da vacina conB8a
aureusé a inibicdo da formacao do biofilme @raureuso que pode acelerar a eliminagéo
dessa bactéria e a reducdo de CCS.

Independentemente do tratamento feito na lactac&&S de primiparas foi menor do
que a CCS de pluriparas. A menor CCS das primigaods ter contribuido para a elevada
taxa de cura dessas vacas (100% de cura das masigas tratamentos ATB e ATB +
VAC). Em estudos prévios, a alta CCS reduziu a thxaura de mastite clinica (SOL et al.,
2000) e subclinica (SOL et al., 1997) causadeSpaureus

No tratamento de secagem, as taxas de cura doawgjnaamarios, ajustadas para os
outros efeitos do modelo estatistico, foram de »pradamente 100% em todos o0s
tratamentos. As taxas de cura observadas no peesstiido foram maiores do que as
observadas em outros estudos. Estudo préviosrafataxas de cura dos quartos mamarios
de 63 a 68%, (BROWNING et al., 1990; OSTERAS et H094), sendo que, na secagem,
pode ser esperada uma taxa de cura espontariaadecusie 25 a 38% (OSTERAS et al.,
1991). Em outro estudo, o tratamento com cloxaxilenzatina (500 mg) ou tilmicosina
(1500 mg), ambos via IMM, resultou em taxa de dos quartos mamarios de 62,9 e 72,5%
(n = 308 guartos), respectivamente (DINGWELL et 2003). Nos estudos de Browning et

al. (1990) e Dingwell et al. (2003), os quartostamas com cloxacilina benzatina
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apresentaram taxa de cura semelhante, de aproxmeatia 63%. No presente estudo, 0s
quartos tratados apenas com cloxacilina (500 manpicilina (250 mg) apresentaram 100%
de cura (20/20). Portanto, a maior taxa de curgnesente estudo poderia ser atribuida a
ampicilina (apesar de, no resultado de antibiogram# dos isolados terem sido resistentes a
ampicilina). Porém, outros fatores afetam a chateeliminacdo d&. aureusda glandula
mamaria, como caracteristicas da vaca tratadacemia deS. aureuscausadora da infeccao
(BARKEMA et al., 2006).

No que diz respeito aos fatores relacionados a, estados prévios descreveram que,
na secagem, o aumento de: a) ordem de parto (S@IL, 4994; OSTERAS et al., 1999), b)
namero de quartos posteriores infectados (SOL et 1894; OSTERAS et al.,, 1999;
DINGWELL et al., 2003), ¢) CCS (SOL et al., 19945TERAS et al., 1999; DINGWELL et
al., 2003), d) numero de amostras com isolamensdipo antes do tratamento (SOL et al.,
1994; DINGWELL et al., 2003), e) unidades formadoce colonia (DINGWELL et al.,
2003) e f) numero de quartos infectados (SOL etl@P4; OSTERAS et al., 1999), diminui a
chance de cura da vaca. No presente estudo, ddarente do que foi relatado nos 3 estudos
citados a cima, quartos posteriores e anterioresseptaram mesma taxa de cura, e assim
como no estudo de Dingwell et al. (2003), ordenpalto e niumero de quartos infectados nao
afetaram a taxa de cura da vaca. Nao foi possieatificar nenhum fator relacionado a vaca
gue afetou a taxa de cura, uma vez que a taxardeleunodo geral foi muito elevada.

Quanto aos fatores relacionados resisténcia aabiditbs de S. aureus foi
observado que a resisténcia a penicilina e o agrep® dos isolados de acordo com a
variabilidade genética com base no AFPL, apresamtaefeito sobre a resposta a
antibioticoterapiaS. aureugesistentes a penicilina apresentaram menor texaic do que
S. aureussensiveis a penicilina (SOL et al., 1997; OSTERASI., 1999; SOL et al., 2000).
Porém, no presente estudo, ndo houve efeito detéesia a penicilina sobre a taxa de cura,
provavelmente porque houve uma elevada taxa dedmutados os quartos mamarios que
receberam antibioticoterapia. Em estudo que avalieficiéncia de tilmicosina ou cloxacilina
benzatina na secagem, apos o exame de tipificagdecotar de Eletroforese em Gel de
Campo Pulsado, foi observado que os grupos predones de isolados, nomeados A, D, e F,
responderam igualmente ao tratamento com tilmieos{i@l, 75, e 80% de -cura,
respectivamente), porém houve uma diferenca marcaat resposta ao tratamento com
cloxacilina (46, 87, e 33% de cura, respectivan)e(@@NGWELL et al., 2004). Luby e
Middleton (2005) e Tikofsky e Zadoks (2005) relatarque isolados pertencentes aos grupos
menos frequentes nos rebanhos (ndo adaptados)cigmareresponder melhor a



82

antibioticoterapia (maior cura) do que isolados guam dos grupos predominantes nos
rebanhos (adaptados). O mesmo foi notado no peesstiido, pois os isolados dos grupos
predominantes nos rebanhos (grupos Al e A2, deadds como adaptados a glandula
mamaria) apresentaram 66,2% de cura, enquanto guésotados dos grupos menos
frequentes nos rebanhos (grupos A3 a A8, clasddEaomo ndo adaptados a glandula
mamaria) apresentaram 100% de cura. Um total d&@#8ps isolados ndo adaptados foram
multirresistentes, e apenas 3,8% dos isolados adiaptforam multirresistentes, ou seja, a
multirresisténcia ndo aumentou a resistémgiarivo dos isolados a antibioticoterapia. No
presente estudo, assim como nos estudos de Lubigaietbn (2005) e Tikofsky e Zadoks
(2005), o total de isolados ndo adaptados foi hgweotanto o teste estatistico utilizado néo
foi capaz de identificar uma diferenca na taxa uta entre isolados pertencentes aos grupos
predominantes (adaptados) e menos frequentes daftados) nos rebanhos.

O principal reservatorio d8. aureusnos rebanhos foi a glandula mamaria de vacas
infectadas, porén$. aureuspresentes no ambiente também foram capazes der ddig
(Roberson et al., 1998). Estudos que avaliaanaureusde diferentes regiées do mundo,
sugeriram que poucos clones adaptados a glandufénaasao responsaveis pela maioria das
[IMs (KAPUR et al., 1995; ZADOKS et al., 2002). Shiet al. (2005), ao avaliare®®.
aureus de diferentes paises (Estados Unidos, Reino Umeid@hile), encontraram um
complexo clonal (CC97) que foi comum em 87,4% ddosoos isolados. Os autores
concluiram que um Uunico grupo clonal 8e aureusalcancou distribuicdo mundial e €&
responsavel pela maioria das IIMs. Graber et @092, identificaram uma cepa &e aureus
(Gendtipo B), que foi associada a altas prevaléndé&llMs em rebanhos e vacas da Suica,
enguanto que as cepas Gendétipo C e Gendticpo @ fasaociadas a baixas prevaléncias nos
rebanhos. Bardiau et al. (2016) avaliar8maureusde 4 paises (Bélgica, Canada, Italia e
Suica), e dividiram os isolados em 2 grupcepB-agrll, que demonstraram baixa taxa de
invaséo; ecapb-agrl, que demonstraram alta taxa de invaséo. Diveésascas foram usadas
para dividir S. aureusem diferentes grupos, Eletroforese em Gel de Campisado
(DINGWELL et al., 2004), Tipagem de Sequéncias Nudus (SMITH et al., 2005),
amplificacdo por PCR do espacador intergénico 1BS-(RNA (GRABER et al., 2009),
genotipagem da capsula (PCR), ensaios de invasidag epiteliais bovinas) e producgéo de
biofilme (Espectrofotometria) (BARDIAU et al., 2016lodas essas técnicas foram capazes
de diferenciar grupos d&. aureugjue foram mais frequentes em todos os rebanhdsnpm
foram considerados adaptados a glandula mamarigrékente estudo, a técnica de AFLP

agrupou os isolados em 8 grupos, sendo que 2 dgsipss, Al e A2, foram os mais
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frequentes em todos os rebanhos, representand® dh6total de isolados, portanto esses
grupos foram considerados adaptados a glandula naar@uando o resultado de AFLP foi
comparado ao do antibiograma, os isolados adaptadés adaptados também apresentaram
diferenca quanto a resisténcia aos antibioticos; 4536,4% dos isolados ndo adaptados
foram multirresistentes e resistentes a oxaciliegpectivamente, e apenas 3,8 e 2,8% dos
isolados adaptados foram multirresistentes e estest & oxacilina, respectivamente. E
provavel que a transmissao e infeccdo das vacasg@ados adaptados tenha ocorrido pelo
leite e equipamentos de ordenha, e que a fontefdecbo dos isolados ndo adaptados seja
outra, como pele do teto, méos de ordenadoresarubiente. Estudos prévios descreveram
gue isolados presentes no leite pertenceram a cifieasntes do que isolados presentes na
pele do teto, indicando uma especificidade naocesw pospedeiro, mas também pelo local de
infeccdo (BOOTH et al., 2001; ZADOKS et al., 2002).

O rebanho 4 foi 0 que apresentou maior diferengaenfil genético dos isolados &
aureus estudados. Este foi o Unico rebanho em que oadagsl (classificados pelo AFLP
como) A2 foram os mais frequentes. Além disso, ndaignetade (6/11) dos isolados néo
adaptados a glandula mamaria pertecenciam a edianh@ Talvez essa maior
heterogeneidade d8. aureusneste rebanho seja devido a capacidade desta ibad&er
sobreviver ao ambiente ou a falhas no manejo diaarde ordenha (por exemplo a falta de
uso de luvas pelos ordenhadores).

De acordo com os resultados do presente estudmbalplidade de um isolado ndo
adaptado a glandula mamaria ser multirresistemteéor do que a de um isolado adaptado.
Porém, a taxa de cura dos isolados ndo adaptadosifor do que a de isolados adaptados,
portanto o resultado de antibiograma ndo auxiliartamada de decisdo de para escolha de
principios ativios mais recomendados para o tratéme

Os resultados do presente estudo forneceram inf@esade grande aplicabilidade
para o tratamento de mastite subclinica causada&Sp@ureus O tratamento de mastite
subclinica causada p8r. aureuglurante a lactacéo tem sido considerado inviamehpitos
pesquisadores, devido as baixas taxas de curantsote, de acordo com o presente estudo, 0
presente protocolo de tratamento de mastite suteloausada p@. aureusesultou em altas
taxas de cura, inclusive em vacas com idade avangatbm multiplos quartos infectados.
Além disso, o presente estudo possibilitou caraeteos isolados d8. aureusie acordo com
a variabilidade genética, resposta ao tratamergerid de resisténcia aos antimicrobianos

desta bactéria.
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5 CONCLUSOES

O tratamento com os antibidticos ampicilina e ctilkaa, aplicados via intramamaria,
associado com enrofloxacina por via intramuscudéingiu taxas de cura de 84% contra
mastite subclinica causada @r aureusdurante a lactacdo. O uso da vacinacao cdhtra
aureusem conjunto com a antibioticoterapia ndo aumemtdaxa de cura no tratamento
durante a lactacdo, porém foi eficiente em redaZdCS. Primiparas e vacas com apenas um
quarto infectado, apresentaram maior taxa de cupud pluriparas e vacas com dois ou mais
quartos infectados, respectivamente. A terapiaedagem apresentou taxa de cura 80% em
todos os tratamentos. A resisténcia a penicilimaafétou a taxa de cura dos isoladosSde
aureus A probabilidade de um isolado ndo adaptado adglanmamaria ser multirresistente
e resistente a oxacilina foi maior do que a de smfado adaptado, porém a taxa de cura dos

isolados ndo adaptados foi maior do que a de igsladaptados.
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