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We evaluated the use of Escherichia coli |5 vaccine immunization in dairy cows for
the prevention and control of mastitis caused by E. coli. Were analyzed the prevalence
of postpartum intramammary infections (IMM), occurrence and severity of clinical ca-
ses of mastitis in the first 100 days of lactation, influence on somatic cell count (SCC)
and milk production. The experimental group consisted of 187 animals that were di-
vided into two groups, vaccinated and unvaccinated cows. Immunizations occurred 60
days before calving, 30 days before calving and the first week postpartum. On the day of
drying and seven days after birth, samples were collected for microbiological diagnosis
of mastitis pathogens. The occurrence of clinical cases was verified by testing during the
milking and data was recorded related to the intensity and duration. Samples were col-
lected monthly starting at day ten of lactation to evaluate the CCS. Milk production was
recorded monthly for the first 100 days of lactation. It was found in the vaccinated group
reduction in the prevalence of E. coli in the postpartum period, the occurrence of clinical
cases of E. coli in the first 100 days of lactation as well the intensity of these clinical ca-
ses. There were no statistically significant differences in CCS, however vaccinated cows
had higher milk production, compared to unvaccinated cows. Vaccination with E. coli ]5
was effective in reducing the prevalence of intramammary infections (IMM) at calving,
occurrence and intensity of clinical cases and an increase in milk production in the first
100 days of lactation.
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RESUMO.- Avaliou-se a utilizagdo da vacina Escherichia
coli ]J5, na imunizagdo de vacas leiteiras, para prevencdo
e controle da mastite causada por E. coli através da ana-
lise da prevaléncia das infec¢des intramamarias (IMM) no
pos-parto, ocorréncia e intensidade dos casos clinicos de
mastite nos primeiros 100 dias de lactacdo, influéncia na
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contagem de células somaticas (CCS) e producdo de leite. O
grupo experimental foi composto de 187 animais, divididos
em 2 grupos, vacas vacinadas e nao vacinadas. As imuni-
zagOes ocorreram 60 dias antes do parto, 30 dias antes do
parto e na primeira semana pds-parto. No dia da secagem
e sete dias apds o parto foram coletadas amostras para
diagnoéstico microbiolégico dos patégenos causadores de
mastite. A ocorréncia de casos clinicos foi verificada pelo
teste da caneca durante as ordenhas sendo registrados os
dados relacionados a intensidade. Amostras foram coleta-
das mensalmente, a partir do décimo dia de lactagdo, para
avaliacdo da CCS. A producdo de leite foi registrada men-
salmente nos primeiros 100 dias de lactagio. Verificou-se
no grupo vacinado, reducdo na prevaléncia de E. coli no
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pos-parto, na ocorréncia de casos clinicos por E.coli nos
primeiros 100 dias de lactagdo bem como na intensidade
destes casos clinicos. Nio foram observadas diferencas es-
tatisticas significativas na CCS, entretanto vacas vacinadas
apresentaram maior producdo de leite, comparadas as va-
cas ndo vacinadas. A vacinagdo com E. coli J5 foi eficaz em
reduzir a prevaléncia de infec¢des intramamarias (IMM) ao
parto, ocorréncia e intensidade dos casos clinicos e aumen-
to na producdo de leite nos primeiros 100 dias de lactacdo.

TERMOS DE INDEXACAO: Gado de leite, vacina, mastite, Escheri-
chia coli |5, coliforme.

INTRODUCAO

As bactérias conhecidas como coliformes compreendem o
grupo mais importante de microrganismos responsaveis
pelos casos de mastite clinica ambiental. O maior impacto
econOmico das mastites por coliformes baseia-se no custo
decorrente dos casos clinicos de mastite aguda, devido ao
grande descarte de leite, a ineficiéncia do tratamento com
antibidticos e a alta taxa de mortalidade relacionada ao
choque endotoxico oriundo da infecgdo por estes agentes.

A ocorréncia de novas infecgdes intramamadrias (imm)
no periodo seco é um dos principais fatores que afetam a
manifestacdo de mastite clinica por coliformes no inicio da
lactacdo, sendo estes casos mais severos e associados ao
periodo de imunossupressao. Observa-se que, em algumas
circunstancias, as concentragdes de anticorpos no soro e no
leite podem aumentar com o uso de vacinas, contra colifor-
mes, constituidas de microorganismos mutantes, tais como
E. coli]5. A vacinagao, portanto, pode ser eficaz no aumento
da resisténcia das vacas as infec¢des por coliformes no pe-
riodo pds-parto, reduzindo, significativamente, as perdas
causadas por esta doenga.

Estudos controlados, na Europa e Estados Unidos, de-
monstraram a eficiéncia da imunizacdo de animais com E.
coli J5, ndo somente no que se refere a ocorréncia de no-
vas infeccoes intramamarias e de casos clinicos de mastite,
bem como a intensidade dos mesmos. No entanto, verifica-
-se que as condi¢des de producdo e, consequentemente os
fatores de risco, em rebanhos brasileiros sdo bastante dis-
tintas, se comparadas a outros paises. Neste contexto, este
estudo teve como objetivo avaliar a eficicia da utilizacdo
de uma vacina comercial, contendo a bacterina Escherichia
coli ]5, na prevenc¢do e controle das mastites clinicas cau-
sadas por coliformes, em especial Escherichia coli, em di-
ferentes ordens de lactacdo. Para tanto, foi analisada a pre-
valéncia das infecgdes intramamarias por estes agentes no
poOs-parto, a ocorréncia e intensidade dos casos clinicos de
mastite nos primeiros 100 dias de lactagdo, bem como sua
influéncia na contagem de células somaticas e producado de
leite em vacas e novilhas leiteiras.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi realizado entre marco e julho de 2007, em um re-
banho comercial no municipio de Pitangui, MG, composto de 450
vacas mesticas Holandés x Gir leiteiro, em lacta¢do, com produgao
média de 25 kg de leite/dia. Os animais foram ordenhados duas
vezes ao dia em um intervalo de 12 horas, em equipamento me-
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canico tipo espinha de peixe com 24 conjuntos (2x12=24) e me-
canismo de extragdo automatica de teteiras. A fazenda adota um
programa intensivo de controle de mastite por meio dos seguintes
procedimentos: rotina de ordenha higiénica, utilizacdo de terapia
de vacas secas, manutenc¢do da limpeza dos ambientes de perma-
néncia dos animais, adequada limpeza e manutenc¢do do equipa-
mento de ordenha e tratamento imediato de todos os casos cli-
nicos de mastite. Ha, também, o controle intensivo de patdgenos
contagiosos - Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae
- de baixa prevaléncia na fazenda. Os animais infectados com es-
ses patdgenos, identificados por meio de culturas microbioldgicas
realizadas apds o parto, eram descartados do rebanho. Resultados
de cultura microbiolégica do tanque de refrigeracdo e culturas in-
dividuais realizados antes do inicio do estudo demonstravam que
as infecgdes intramamarias eram causadas predominantemente
por patdgenos ambientais.

O grupo experimental possuia 187 animais distribuidos ao
acaso, obedecendo a ordem de parto, producdo de leite, média de
contagem de células somaticas da tltima lactagdo e provavel data
de parto, em dois grupos experimentais: J5V (n=96) - grupo de
vacas vacinadas que receberam 3 doses de vacina contra Escheri-
chia coli (Rotatec®- ]5); J5Vcont (n=91): grupo de vacas controle
que ndo receberam nenhuma dose da vacina contra Escherichia
coli (Rotatec® - ]5).

Os animais foram imunizados com a vacina comercial (Rota-
tec®- |5 Biogénesis-Bago, Paran4, Brasil) obedecendo ao seguinte
protocolo: Grupo J5V - trés aplicacdes por via subcutanea na dose
de 3 mL, aplicadas com seringa dosadora no ter¢o médio do pes-
coc¢o - duas doses da vacina foram administradas no pré-parto, a
primeira 60 dias antes do parto previsto e a segunda 30 dias apos
a primeira e uma terceira dose administrada na primeira semana
apds o parto. Todos os animais foram mantidos sob as mesmas
condi¢des quanto as instalagdes, nutricdo e ambiente, durante o
periodo experimental.

O tratamento com antibidtico especifico para vacas secas, a
base de cloxacilina benzatina, foi realizado em todas as vacas, 60
dias antes do parto previsto, isto é, no dia da secagem. Para rea-
lizacdo do mesmo, apds a ordenha e esgota completa das vacas,
utilizou-se desinfecgdo e antissepsia dos tetos com hipoclorito de
sodio (pré-dipping); secagem dos tetos com papel toalha apoés 30
segundos; antissepsia do esfincter do teto com algodao embebido
em alcool 70% e infusdo do medicamento, utilizando-se seringa
de canula curta. Apés a aplicagdo do medicamento, foi realizada
nova antissepsia com iodo (pés-dipping). As vacas que apresenta-
ram periodo seco maior que 60 dias ou as que abortaram durante
o periodo experimental foram excluidas do estudo.

No momento da secagem, sete dias apds o parto e quando de-
tectados casos clinicos de mastite colheram-se amostras de leite
para diagnéstico microbiolégico individual visando a identifica-
¢do de patdgenos causadores de mastite. As amostras de leite fo-
ram obtidas imediatamente antes da ordenha, apés descarte dos
trés primeiros jatos de leite, desinfec¢do dos tetos com solugdo
de hipoclorito de sédio e secagem com papel toalha descartavel.
No momento da coleta, realizou-se antissepsia do esfincter do
teto utilizando algoddo umedecido em alcool a 70%. Os jatos dos
quatro tetos forneciam uma amostra dnica, composta e acondi-
cionada em frascos estéreis previamente identificados. O material
amostrado foi congelado e encaminhado em recipiente isotérmi-
co ao laboratdrio para isolamento e caracterizagdo dos microrga-
nismos. Volumes de 10 ml de cada amostra foram semeados com
alca calibrada e descartavel em cada quadrante de uma placa de
agar-sangue contendo 5% de sangue desfibrinado de carneiro,
seguindo-se incubagdo a 35°C, por 24 horas, de acordo com as re-
comendagdes de Harmon et al. (1990).
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Apbs o periodo de incubagdo, realizou-se a primeira leitura
das placas, observando-se o crescimento microbiano, aspecto, co-
loragdo e o nimero de colonias presentes. Em seguida, as placas
foram incubadas a 352 C por mais 24 horas, realizando-se a se-
gunda leitura apds 48 horas de incubac¢do. Nas amostras de leite
que apresentaram crescimento de microrganismos, selecionou-se
uma colonia representativa, a qual foi semeada em agar BHI (Brain
Heart Infusion - agar infusdo de cérebro e coragio) e incubada a
35°C por 24 horas. Ap0s este periodo, os isolados foram examina-
dos ao microscépio em esfregacos corados pela técnica de Gram e
avaliados quanto a producio de catalase para, entdo, serem sub-
metidos aos testes de identificagdo (Brito & Brito 1999).

Amostras de leite compostas e individuais, destinadas a con-
tagem de células somaticas (CCS), foram coletadas mensalmente
a partir do 109 dia de lactagdo, segundo o protocolo do National
Mastitis Council (NMC 1999). Estas foram retiradas diretamente
de medidores de leite acoplados ao equipamento de ordenha e
acondicionadas em frascos contendo dois comprimidos do con-
servante Bronopol (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol), permitin-
do sua conservagdo a temperatura ambiente. As amostras foram
homogeneizadas por inversdo do frasco, até a completa dissolu-
¢do dos comprimidos, e enviadas ao laboratério. As analises de
CCS foram realizadas pelo método eletrénico (equipamento Ben-
tley CombSystem® 2300).

O monitoramento da ocorréncia de mastite subclinica foi
feito por meio de acompanhamento individual. Considerou-se
portador de mastite subclinica o animal que apresentasse CCS
>250.000 células/mL, de acordo com Green et al. (2002).

A ocorréncia de mastite clinica foi determinada pelo teste da
caneca telada, executado pelos funcionarios responsaveis pela or-
denha. Os casos clinicos de mastite foram classificados, de acordo
com sua intensidade, em grau 1 - apenas alteragdes visiveis no lei-
te, isto é, codgulos; grau 2 - presenca de codgulos e inflamagdo no
ubere; e grau 3 - coagulos, inflamag¢do no ubere e acometimento
sistémico (Bradley & Green 2001). Foram consideradas a duragio
e a intensidade de casos clinicos durante o periodo experimental
com o objetivo de comparar os grupos vacinados e nio vacinados.

A producdo de leite foi avaliada, mesalmente, a partir do 10°
dia de lactagdo entre os meses de margo a junho. A produgao foi
mensurada por meio de medidores de leite acoplados ao equi-
pamento de ordenha, nas ordenhas da manha e da tarde, possi-
bilitando, assim, a avaliagdo da producdo individual e diaria dos
animais.

Para as andlises dos dados relacionados a producdo, CCS e
composicao do leite, utilizou-se o delineamento inteiramente ao
acaso, em sistema de parcelas subdivididas para 15 tratamentos
em arranjo fatorial 5x3 - cinco grupos e trés periodos de coleta

- com os grupos na parcela e periodos de coleta na subparcela.
Usou-se o teste SNK para comparagdo de médias, utilizando-se
os recursos do programa SAS (SAS 1999), a 5% de probabilidade.
Os dados de CCS foram transformados em Log, ,CCS para que ad-
quirissem distribuicdo normal. A frequéncia de microrganismos
no pds-parto e a ocorréncia de casos clinicos durante a lactagdo,
bem como os dados relacionados a intensidade dos casos clinicos,
foram analisados empregando-se quadros de contigéncia e teste
exato de Fisher. Para interagdo de fatores usou-se o teste de Mc-
Nemar, e a andlise da intensidade dos casos clinicos utilizou-se
somente a andlise descritiva dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No Quadro 1 apresenta-se a prevaléncia de infecgdes intra-
mamarias (IMM), na secagem e pds-parto, em vacas vaci-
nadas e ndo vacinadas. Houve reducao (p<0,05) na preva-
léncia de Escherichia coli no p6s-parto, no grupo de vacas
vacinadas (J5V), comparadas as ndo vacinadas (J5Vcont).
Nao houve diferencga significativa entre os grupos com re-
lagdo aos outros patégenos (p>0,05). Atribui-se este resul-
tado ao efeito do tratamento com antibidtico realizado no
dia da secagem, isto é, a terapia de vacas secas e a ocor-
réncia de cura espontanea, principalmente relacionada aos
coliformes, geralmente presente durante o periodo seco.
Este resultado evidencia a importancia desta terapia na re-
solucdo de infecgdes pré-existentes e prevencdo de novas
infeccdes durante o periodo seco, especialmente, aquelas
causadas por outros agentes que ndo os coliformes. Em am-
bos os grupos, quando observados isoladamente, nota-se
redugdo significativa (p<0,05) na porcentagem de animais
infectados no pds-parto, com aumento na porcentagem de
animais com resultados negativos na cultura microbiolégi-
ca (Quadro 1). Apesar de ndo terem sido percebidas dife-
rencas estatisticas significativas, entre os grupos, notou-se
um aumento de 100% nos animais negativos na cultura mi-
crobiolégica em vacas vacinadas (J5V), sendo este aumen-
to de 50% em animais ndo vacinados (J5Vcont). Todas as
vacas receberam antibidtico especifico para vacas secas no
dia da secagem, isto é, 60 dias antes do parto. No entanto,
constata-se a ocorréncia de melhores resultados, conside-
rando-se o aumento em animais negativos, no grupo de va-
cas vacinadas (J5V). Este fato indica alguma contribui¢do
da imunizac¢do com E.coli |5 na eliminacdo de infec¢des ad-
quiridas durante o periodo seco, em especial as causadas

Quadro 1. Prevaléncia de infec¢des intramamarias em vacas vacinadas e nao
vacinadas, na secagem e pés-parto, segundo os tratamentos

Grupos Microrganismo
E.coli Negativo Outros*
SEC! POS? SEC! POS? SEC? POS?
% n % n n % n % n % n
J5V (n=96) 833 8* 1,04 1* 37,50 36* 7396 71F 54,17 524 25,00 24°

J5Vcont (n=91)

10,98 10* 6,59 6" 40,66 37* 61,54 56° 48,36 44 31,87 29°

J5V = vacas vacinadas; J5Vcont = vacas controle; ! SEC = Secagem, ? POS = Pds-parto; * Frequén-
cias seguidas de letras minudsculas distintas, na mesma coluna, indicam diferencas estatisticas,
entre grupos, pelo Teste Exato de Fisher (p<0,05); 8 Frequéncias seguidas de letras maits-
culas distintas, na mesma linha, indicam diferengas estatisticas significativas entre secagem e
pés-parto, no mesmo grupo e para o mesmo microrganismo, pelo Teste de McNemar (p<0,05);
* Nesta categoria estdo incluidos os patégenos Bacillus sp., Streptococcus sp., Pseudomonas sp.
e Leveduras.
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por coliformes, visto que a protecido oferecida pela vacina-
¢do com E. coli |5 é atribuida ao aumento na concentracdo
de anticorpos que possuem reagdo cruzada contra varias
espécies de bactérias Gram-negativo (Hogan et al. 1992c).

Apesar da terapia de vacas secas ndo apresentar efici-
éncia comprovada contra bactérias Gram-negativas, esta é
capaz de aumentar a taxa de cura em animais infectados
por outros tipos de patégenos e prevenir a ocorréncia de
novas infecgdes durante o periodo seco (Bradley & Green
2001). Este fato torna-se evidente quando se observam os
resultados do presente estudo em que, ambos os grupos,
os quais foram tratados com antibiéticos especificos para
vacas secas no dia da secagem, apresentaram reducdo na
prevaléncia de infec¢oes causadas por outros tipos de mi-
crorganismos, de 54,17% na secagem para 25,00% no pos-
-parto em vacas vacinadas e de 40,45% na secagem para
31,87% no pds-parto em vacas ndo vacinadas.

Durante o periodo seco, em especial apés o periodo
de involucdo completa da glandula mamaria, esta é par-
cialmente resistente as infec¢des devido aos altos niveis
de lactoferrina presentes na secrecdo mamaria (Bradley e
Green 2004). Esta proteina possui capacidade bacteriosta-
tica, principalmente, por tornar os niveis de ferro na glan-
dula mamaria indisponiveis (Green et al. 2002, Kutila et al.
2003, Chaneton et al. 2008). Estudos realizados por Diarra
et al. (2002) indicam, ainda, uma potente atividade bacte-
ricida da lactoferrina por meio do aumento da permeabi-
lidade da membrana celular bacteriana e lesdo da parede
celular externa, particularmente, em bactérias Gram-nega-
tivo, podendo aumentar o efeito de alguns antimicrobianos.
Este fato pode justificar os resultados aqui apresentados,
nos quais nota-se a ocorréncia de diminui¢ao na porcenta-
gem de vacas infectadas no grupo de vacas ndo vacinadas
(J5Vcont), ainda que menos acentuada quando compara-
das as vacinadas (J5V), podendo-se atribui-la ao aumento
na taxa de cura espontdnea dos animais, presente no peri-
odo seco pela acido da lactoferrina, bem como outros fato-
res imunolégicos inerentes ao animal nesta fase fisiologica
(Burvenich et al. 2007), associada a terapia de vacas secas.
Assim, verifica-se que o periodo seco é ideal para se conse-
guir uma completa sinergia entre a terapia antimicrobiana
e afun¢do imune para eliminac¢io de patégenos da glandula
mamaria, sem incorrer nos elevados custos tipicos das te-
rapias para vacas em lactacdo.

A agao da lactoferrina nas secre¢cdes mamarias é ainda
maior contra bactérias Gram-negativo, em especial, E.coli,
como demonstrado por Chaneton et al. (2008) que obser-
varam que a inibicdo do crescimento E.coli depende das
concentracdes de lactoferrina na glandula mamaria. Ainda,
Todhunter et al (1990) verificaram que esta inibicdo pode
ser otimizada pela presenca de imunoglobulinas, uma vez
que a combina¢do imunoglobulina e lactoferrina resultou
em significativas redu¢des no crescimento de E. coli, com-
paradas a acdo isolada da lactoferrina, indicando que os
anticorpos presentes na secre¢do mamaria que interagem
com a lactoferrina sdo mais efetivos contra E. coli. Assim,
de acordo com os achados aqui expostos e baseados nos
estudos de Chaneton et al. (2008) e Todhunter et al. (1990),
a reducdo observada, na prevaléncia de infec¢des intrama-
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marias no pds-parto, resulta da associacdo entre as altas
concentracdes de lactoferrina e imunoglobulinas na glan-
dula mamaria durante o periodo seco, juntamente com sua
capacidade bacteriostatica, bem como sua capacidade em
aumentar a eficiéncia do antibidtico de vacas secas. A inte-
racdo entre estes fatores pode levar a um aumento na taxa
de cura dos animais, limitando o estabelecimento de IMM
neste periodo.

Devido ao fato de vacas vacinadas (J5V) terem apresen-
tado redugao mais pronunciada na prevaléncia de E. coli no
pos-parto, comparadas as ndo vacinadas (J5Vcont) e, ain-
da, de a lactoferrina apresentar otimizagio do potencial de
acdo quando associada as imunoglobulinas (Todhunter et
al. 1990), verifica-se que a vacinag¢do com E. coli J5 pode ter
influenciado na redugio da prevaléncia de E. coli no pds-
-parto, potencializando a ag¢do da lactoferrina e aumentan-
do a taxa de cura espontanea. Esta potencializacio se deve
ao aumento nos niveis de anticorpos no colostro e nas se-
crec0es mamarias que reconhecem E. coli, devido a vacina-
¢do com E. coli ]5, diminuindo a suscetibilidade dos animais
em adquirir o agente no periodo pré-parto, como proposto
por Tomita et al. (2000).

Apesar de ndo terem sido avaliados os titulos de imu-
noglobulina no presente estudo, pesquisas anteriores de-
monstraram que vacas vacinadas com E. coli |5 apresenta-
ram titulos de IgM e IgG, nas secrecdes mamarias, maiores
do que vacas nido vacinadas, estando os mesmos relaciona-
dos ao aumento da capacidade fagocitica e opsonizadora
para leucécitos e macroéfagos. Este aumento esta envolvido
na prevencao da colonizacdo da glandula mamaria pelos
organismos invasores e aumento da taxa de eliminagdo
destes quando a infeccdo ja se encontra estabelecida (Gon-
zales et al. 1989, Hogan et al. 1992). Assim, pelos resulta-
dos observados neste estudo, pode-se admitir a possibili-
dade de que o aumento nos titulos de anticorpos, em vacas
vacinadas com E. coli |5, seja capaz de induzir uma protecao
inicial, em vacas, antes do inicio do periodo de alto risco de
aquisicdo de IMM, isto €, o periodo pré-parto.

Todavia, o presente estudo contrasta com resultados
obtidos em estudos anteriores, os quais nido encontra-
ram redug¢do na prevaléncia de IIM causadas por E. coli e
pelo uso da imunizacdo com E. coli J5 (Hogan et al. 1992b,
1992c¢, 1995, 1999, Clark & Van Rockel 1994, Tomita et al.
1998, Smith et al. 1999). As discrepancias observadas en-
tre este estudo e estudos anteriores sdo atribuidas, prin-
cipalmente, as diferencas metodolégicas entre os mesmos.
A maioria destes estudos utilizou infeccdo experimental,
isto ¢, inoculagdo intramamaria de E. coli para avaliacdo da
resposta animal, e ndo a avaliacdo da resposta baseada na
infecgdo natural por este agente, como aqui apresentado.

Os achados deste estudo estdo de pleno acordo com es-
tudos prévios que avaliaram a eficiéncia da vacinagdo com
E. coli ]5 na prevencdo da ocorréncia de IMM por E. coli no
pos-parto, naturalmente adquiridas, em rebanhos comer-
ciais e com a administracdo de trés doses da vacina (Gonza-
lez et al. 1989, 1996, Cullor 1991, Hogan et al. 1992b). Em
concordancia ao presente estudo, os anteriores demonstra-
ram a reducdo na prevaléncia de infec¢des causadas por E.
coli no p6s-parto em vacas vacinadas com E. coli ] 5.
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No Quadro 2 apresenta-se a ocorréncia de IMM por E.
coli que se tornaram clinicas no pds-parto em vacas vacina-
das e ndo vacinadas. No grupo de vacas vacinadas (J5V) nao
houve manifestacdo do caso clinico no Unico animal posi-
tivo para E. coli no pés-parto. A diferenca entre os grupos
foi estatisticamente significativa (p<0,05). Os resultados
evidenciam a eficiéncia da vacina E. coli |5 na prevengao da
ocorréncia de casos clinicos de mastite no inicio da lacta-
¢do, mesmo quando o animal j& se encontra infectado por E.
coli no pés-parto. Esta prevencdo pode ser justificada com
base nos achados de Hogan et al. (1992a, 1995), os quais
verificaram que 66,7% das IMM no pés-parto em vacas
ndo vacinadas se tornaram clinicas nos primeiros 90 dias
de lactagdo, comparadas a 20% em vacas vacinadas com E.
coli J5. Os autores demonstraram que a imunizagido com E.
coli |5 pode aumentar a capacidade de defesa do animal a
infeccdo, por meio do estimulo da produgao de anticorpos
especificos contra antigenos de nucleo do LPS, os quais sdo
comuns a todas as bactérias Gram-negativas, promovendo
a eliminacdo do patégeno sem a apresentagao de sinais cli-
nicos (Burvenich et al. 2007). Ainda, Smith et al. (1999),
utilizando a mesma metodologia empregada no presente
estudo, observaram que, durante os primeiros 90 dias de
lactacgdo, as vacas vacinadas apresentaram risco cinco ve-
zes menor de apresenta¢do de mastite clinica por colifor-
mes, quando comparadas as nio vacinadas.

Quadro 2. Infecgdes Intramamarias (IMM) por Escherichia
coli que se tornaram clinicas no pés-parto, em vacas
vacinadas e ndo vacinadas

Grupos Prevaléncia E .coli IIM por E. coli que
no pds-parto se tornaram clinicas
n % n %
J5V (n=96) 1 1 0? 0
J5Vcont (n=91) 6 6,5 4b 66,6

J5V = vacas vacinadas; J5Vcont = vacas controle. Frequéncias seguidas de
letras minusculas distintas diferem estatisticamente pelo Teste de Mc-
Nemar (p<0,05).

No Quadro 3 apresenta-se o total de casos clinicos de
mastite nos primeiros 100 dias de lactacdo em vacas, va-
cinadas e ndo vacinadas. Quando comparados o grupo
vacinado e ndo vacinado, considerando-se a ocorréncia
de casos clinicos totais, isto é, os resultados combinados
de casos clinicos causados tanto por E. coli quanto nega-
tivos na cultura microbiolégica, observa-se que o grupo
de vacas ndo vacinadas (J5Vcont) apresentou maior nu-
mero (p<0,05) de casos clinicos totais. Contudo, quando
estratificados os dados da cultura microbiolégica, ou seja,
os casos clinicos causados por E. coli e negativos, isolada-
mente, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos. As
quantidades de unidades formadoras de colénia (UFC) no
leite, para bactérias Gram-negativas, sdo, muitas vezes, me-
nores que 100 UFC/ml durante o caso clinico ou subclinico
da doenca, dificultando seu isolamento em determinadas
circunstancias. Conforme o exposto, os casos negativos na
cultura microbioldégica foram aqui considerados, uma vez
que animais que apresentam casos clinicos de mastite, com
resultado negativo na cultura microbiolégica, podem estar

Quadro 3. Total de vacas que apresentaram casos clinicos de
mastite nos primeiros 100 dias de lactacdo

Grupo Escherichia coli Negativo Total
n % n % n %
J5V (n=96) 11 11,45 9 9,37 20 20,83?
J5Vcont (n=91) 19 20,87 14 15,38 33 36,26°

J5V = vacas vacinadas; J5Vcont = vacas controle. Frequéncias seguidas de
letras minusculas distintas diferem estatisticamente pelo Teste Exato de
Fisher (p<0,05).

infectados por E. coli, pelo fato da bactéria poder se encon-
trar metabolicamente inativa na amostra coletada, dificul-
tando a identificacdo do agente (Hogan & Smith 2003).

Muitas das IMM, por bactérias Gram-negativas, adqui-
ridas no fim do periodo seco, podem se manifestar como
casos clinicos de mastite no inicio da lactacdo, devido ao
comprometimento imunolégico associado ao poés-parto
(Bradley & Green 2000, Burvenich et al. 2007). Os resulta-
dos do presente estudo demonstram que a imunizag¢ao de
vacas, com E. coli |5 pode influenciar na redugdo da ocor-
réncia de casos clinicos de mastite, tanto no momento pos-
-parto imediato, quanto nos primeiros 100 dias de lactagao.
Estes achados condizem com o proposto por Tomita et al.
(2000), que relataram que o mecanismo de agdo da vaci-
nacdo com E. coli ]5, contra as mastites clinicas causadas
por E. coli, consiste na protecdo por meio do aumento da
opsonizacdo do LPS bacteriano e aumento dos titulos de
anticorpos séricos e no leite. Em um estudo de campo, altos
titulos de IgGL no soro, contra E. coli |5, foram associados
com diminui¢do na incidéncia de mastites clinicas por co-
liformes (Tyler et al. 1988). Este aumento na opsonizagdo
do LPS bacteriano promove uma maior migracao de poli-
morfonucleares (PMN) para o interior da glandula mama-
ria, além de aumentar a capacidade fagocitica dos mesmos,
gerando maior eliminagdo de bactérias do interior da glan-
dula e diminuindo a incidéncia de casos clinicos de mastite
(Tomita et al. 2000, Burton & Erskine 2003, Burvenich et
al. 2007).

No Quadro 4 apresenta-se a intensidade dos casos cli-
nicos de mastite, causados por E.coli, em vacas, vacinadas
e ndo vacinadas, ocorridos durante o periodo experimen-
tal. Verifica-se que apenas o grupo de vacas ndo vacina-
das (J5Vcont) apresentou casos clinicos de grau 3 - casos
severos com sinais sistémicos. Em 7% (2/33) dos casos
clinicos de mastite neste grupo, houve manifestacdo de
sinais sistémicos, comparados a nenhum animal do grupo
vacinado. No entanto, ndo foram observadas diferencas es-
tatisticas (p>0,05) com relagdo a intensidade (graus) dos
casos clinicos entre os grupos vacinados (J5V) e ndo vaci-

Quadro 4. Intensidade dos casos clinicos de mastite, causados
por Escherichia coli durante todo o periodo experimental

Grupo Grau 1 Grau 2 Grau 3
n % n % n %
J5V (n=20) 15 75 5 25 0 0
J5Vecont (n=33) 22 66 9 27 2 7

J5V = vacas vacinadas; J5Vcont = vacas controle. Ndo houve diferenga esta-
tistica significativa entre os grupos pelo Teste Exato de Fisher (p>0,05).
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nados (J5Vcont). Porém, uma andlise descritiva dos dados
faz-se interessante devido a auséncia de casos severos em
animais vacinados. E importante enfatizar que se trata de
um estudo a campo, observando-se as infec¢des naturais
pelo agente diferindo, portanto, de resultados obtidos em
estudos com infec¢cdes experimentais, mas que estdo de
pleno acordo com estudos anteriores (Gonzalez et al. 1989,
Hogan et al. 1994, 1995, Tomita et al. 2000). Estes repor-
tam que mais de 90% das IMM experimentais levam ao de-
senvolvimento de casos clinicos agudos de mastite por E.
coli, tanto em animais vacinados quanto em ndo vacinados,
comparados a menos de 10% nas ocorréncias naturais.
Assim, embasado nestes estudos e pelos resultados aqui
apresentados, sugere-se que a imunizacdo com E. coli |5
pode ser eficaz em reduzir a intensidade dos sinais clinicos
de mastite causados por E. coli. Entretanto, estudos mais
detalhados com a observacdo de maior nimero de casos
clinicos sdo necessarios.

0 mecanismo pelo qual a vacinagdo com E. coli ]5 atua,
reduzindo a incidéncia e intensidade dos casos clinicos, ain-
da nao é totalmente conhecido. Contudo, realizando a ana-
lise descritiva dos dados, os resultados aqui apresentados
podem ser justificados, baseando-se em uma das hipoteses
da eficacia da imunizacdo com E. coli |5, em que a protegdo
oferecida pela vacinacdo, aparentemente, esta relacionada
ao aumento na producdo de anticorpos especificos contra
antigenos do niucleo do LPS e aumento na opsonizagao de
bactérias (Dosgne etal. 2002, Hogan & Smith. 2003). O pico
de contagem bacteriana e a intensidade dos sinais clinicos
da doenca sdo dependentes da rapidez e eficiéncia da res-
posta dos neutroéfilos e da opsonizacdo de bactérias pelos
anticorpos (IgG e IgM), facilitando, assim, o reconhecimen-
to destas para a fagocitose e, conseqlientemente, morte
intracelular (Hogan et al. 1995, Tomita et al. 2000, Hogan
& Smith 2003, Burvenich et al. 2007, Wilson et al. 2007).
Assim, observa-se uma reducdo no nuimero de bactérias
no interior da glandula mamaria, com subsequente redu-
¢do na intensidade dos casos clinicos. No presente estudo,
nota-se que apenas as vacas nao-vacinadas (J5Vcont) apre-
sentaram casos clinicos de mastite com manifestagio sis-
témica, demonstrando que a vacinagdo com E. coli |5, em
vacas, pode promover uma eliminacao eficiente da bactéria
e neutralizacdo do LPS, responsavel pelos sinais sistémicos
dos casos clinicos de mastite causados por E. coli.

Outro fator que corrobora a hipétese aqui apresentada
sdo os achados de Shafer-Weaver et al. (1999) e Wilson et
al. (2007), os quais demonstraram que os titulos séricos de
IgG, e IgG, contra E. coli |5 sdo significativamente maiores
em vacas vacinadas, comparadas as ndo vacinadas. Este
fato, em especial o aumento dos titulos de IgG,, favorece
a formacdo da resposta imunoldgica do tipo 1, importante
contra a mastite bovina, principalmente no inicio da infec-
¢do, uma vez que esta imunoglobulina auxilia na fagocitose
da bactéria pelo neutréfilo pela rapida fixacdo do comple-
mento (Burton & Erskine 2003). Sabendo-se que a respos-
ta imunolégica em vacas no inicio da lactacdo é predomi-
nantemente do tipo 2, esta mudanca do tipo de resposta,
com predominancia da IgG,, é extremamente benéfica na
reducdo dos sinais clinicos. A viabilidade de maiores titulos
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de IgG, contra E. coli ]5, imediatamente apos a invasdo bac-
teriana da glandula mamaria, parece ser um dos maiores
beneficios da vacinagdo com E. coli |5, principalmente se
verificarmos que as concentragcdes desta imunoglobulina
em vacas nao vacinadas ocorre 12 horas ap6s a invasio de
E. coli, enquanto em vacas vacinadas este aumento ocorre
em, aproximadamente, quatro horas (Shafer-Weaver et al.
1999). Portanto, estes achados explicam o fato de casos cli-
nicos de mastite com sinais agudos terem ocorrido apenas
em animais nao vacinados, como apresentado neste estudo.

No entanto, mesmo com a utilizagao da vacina E. coli |5,
observa-se que alguns animais vacinados apresentaram ca-
sos clinicos de mastite de grau 2 (Quadro 4), caracterizados
pela presenca de coagulos e sinais de inflamagdo no ubere
com edema e aumento de temperatura. No grupo de vacas
vacinadas (J5V), 25% dos animais apresentaram caso cli-
nico de grau 2. Este fato é elucidado baseado em Dosgne et
al (2002) que propuseram que ha diferencas individuais
entre os animais no que se refere a resposta a imunizac¢ao
com E. coli J5, podendo-se classificad-los em animais com
alta ou baixa resposta a imunizacdo baseado na magnitude
da resposta de anticorpos contra E. coli J5. Aproximada-
mente um terco das vacas responde normalmente a imu-
nizagao, enquanto dois ter¢os dos animais demonstram um
grau variavel de resposta & imunizagdo no periparto. Estes
achados indicam que, neste periodo, ha enfraquecimento
da resposta de anticorpos a imunizagido ativa, havendo,
portanto, aumento da suscetibilidade destes animais de
baixa resposta a novas infec¢des, por E. coli, no periodo
pré-parto. Portanto, apesar da imunizagdo com E. coli ]5
ser eficaz em auxiliar na reducdo da intensidade dos sinais
clinicos de mastite, como aqui apresentado, espera-se que,
em rebanhos submetidos a altos desafios ambientais, casos
de mastite moderados (grau 2) ou severos (grau 3) ocor-
ram, mesmo apos as imunizacoes.

0 Quadro 5 apresenta as médias das CCS e producio de
leite em vacas vacinadas e nio vacinadas, nos primeiros
100 dias de lactagdo. Nao foram observadas diferencas sig-
nificativas (p>0,05) com relagdo a CCS nos animais vacina-
dos (J5V) e ndo vacinados (J5Vcont). E relevante considerar
que a maioria das IMM causadas por coliformes, em espe-
cial Escherichia coli, sdo caracterizadas por serem de curta
duragdo e frequentemente com manifestacdo clinica aguda.
No presente estudo foram realizadas apenas trés avaliacoes
da CCS dos animais, intercaladas de um més, estas podem
ndo ter sido suficientes para se avaliar o efeito da vacina

Quadro 5. Média da contagem de células somaticas (CCS)
(log10 células/mL) do leite e producio de leite (kg de leite/
vaca/dia) de vacas vacinadas e ndo vacinadas nos primeiros

100 dias de lactagao
Grupo Variaveis (Médias = s)
Ccs Produgdo
(células/mL) (kg leite/vaca/dia)
J5V (n=96) 4,75 +0,63 22,79 +7,09
J5Vcont (n=91) 4,80° +0,68 21,26° +6,04

J5V =vacas vacinadas; ]5Vcont = vacas controle; s = desvio padrdo. Médias
seguidas de letras distintas, nas colunas, diferem estatisticamente pelo
Teste SNK (p<0,05).
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E. coli ]J5 na reducdo da CCS, principalmente, apés a ma-
nifestacdo do caso clinico de mastite. Entretanto, estudos
anteriores demonstraram o efeito protetor da vacina por
meio da observacdo dos valores de CCS do leite de vacas
vacinadas com E. coli |5, apds desafio intramamario com
E. coli, em média de 500.000 células/mL contra 5.000.000
células/mL para vacas controle. Além disso, 30 horas apos
o desafio, as vacas vacinadas apresentaram reduc¢do na CCS
para 300.000 células/mL, enquanto as controle apresenta-
ram média de 2.000.000 células/mL. Estareducdo na CCS é
um importante indicador da menor reagdo inflamatdria na
glandula mamaria de vacas vacinadas, demonstrando me-
nor intensidade dos sinais clinicos associada aos efeitos da
imunizacdo com E. coli J5 (Wilson et al. 2007).

Com relagdo a producio de leite, observou-se que as
ndo vacinadas (J5Vcont) apresentaram média de producido
de leite inferior (p<0,05) as vacas do grupo vacinado (J5V)
nos primeiros 100 dias de lactacdo (Quadro 5). Neste peri-
odo, a média de producdo de vacas ndo vacinadas (J5Vcont)
foi de 21,26 kg de leite/vaca/dia, enquanto as vacinadas
(J5V) apresentaram média de produgao 22,79 kg de leite/
vaca/dia, ou seja, o grupo ndo vacinado produziu 1,53 kg
de leite/vaca/dia a menos comparado ao grupo vacinado.
Um estudo realizado por Wilson et al. (2008) relatou que
a vacinacdo com E.coli J5 esteve associada a menor redu-
¢do na produgio de leite, apds casos clinicos de mastite, em
vacas vacinadas comparada as controles. Vacas vacinadas
apresentaram uma producdo didria de leite de 7 a 16 kg
maior que vacas nao vacinadas cerca de trés semanas apos
a manifestacdo do caso clinico de mastite, com inicio nos
primeiros 50 dias de lactacdo, e aproximadamente 2 kg de
leite a mais durante toda a lactagdo. Estes achados estdo
de acordo com os aqui expostos, nos quais, a imunizacdo
com E. coli ]5 esteve associada a maior produgao de leite
nos trés primeiros meses de lactacio.

Os resultados aqui apresentados, em conjunto com os
achados de Wilson et al. (2007, 2008), indicam que a imu-
nizacdo com E. coli |5 esta relacionada ao retorno mais ra-
pido da produgio de leite apés o caso clinico, uma vez que
ocorre reducdo na intensidade dos sinais clinicos, permi-
tindo o restabelecimento das func¢des de producdo da glan-
dula mamaria, com menores efeitos deletérios na producdo
de leite durante a lactagao.

CONCLUSOES

A vacinagido com Escherichia coli |5 demonstrou-se efi-
caz em reduzir a prevaléncia de infec¢des intramamarias
no pos-parto, bem como a ocorréncia e intensidade dos ca-
sos clinicos de mastite, causados por E. coli, nos primeiros
100 dias de lactacdo.

A contagem de células somaticas ndo é alterada pela
utilizacdo da vacina E. coli |5 e vacas imunizadas com E.
coli J5 produzem mais leite nos primeiros 100 dias de lac-
tacao.
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