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Resumo

Do presente relatério constam a descricdo das atividades desenvolvidas no ambito do estagio
curricular do Mestrado Integrado de Medicina Veterinaria, assim como uma revisao bibliografica
referente as mastites bovinas, nomeadamente as de origem ambiental. Por fim, é apresentado
um trabalho experimental desenvolvido, cujo objetivo foi estudar os agentes ambientais
responsaveis por mastites clinicas com visivel descoloracao do leite.

Atualmente, as mastites bovinas representam o maior desafio da industria leiteira e sdo, ndo sé
uma preocupacao entre produtores, mas também entre os consumidores que sdo cada vez
mais exigentes com a qualidade dos produtos lacteos.

Ao longo das ultimas décadas, os agentes contagiosos tém vindo a perder importancia para os
agentes ambientais, sendo estes apontados como os principais responsaveis pela incidéncia
de mastites clinicas.

O caracter adaptativo dos agentes maioritarios ambientais, nomeadamente Escherichia coli e
Streptococcus uberis, é referido por varios autores e parece estar evidente no trabalho

experimental conduzido.

Palavras-chave: mastites clinicas, Escherichia coli, Streptococcus uberis, agentes ambientais



Abstract

Clinic and surgery of livestock species: a study of environmental agents in

clinical mastitis

This report contains the description of the activities carried out under the traineeship of Master
of Veterinary Medicine, as well as a literature review related to bovine mastitis, particularly those
on environmental origin. Finally, an experimental work aimed to study the environmental agents
responsible for clinical mastitis with visible discoloration of milk is presented.

Currently, bovine mastitis presents the greatest challenge on dairy industry and is not only a
concern among producers but also among consumers who are increasingly demanding hight
quality of dairy products.

Over the past decades, infectious agents have been losing importance to environmental agents,
which are pointed out as the main responsible for the incidence of clinical mastitis.

The adaptive nature of the majority environmental agents, including Escherichia coli and
Streptococcus uberis, is mentioned by several authors and seems to be evident in the

experimental work here conducted.

Keywords: clinical mastitis, Escherichia coli, Streptococcus uberis, environmental agents
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1. Introducéo
Este relatério tem como objetivo a exposicdo das actividades acompanhadas e desenvolvidas

ao longo do estagio curricular do Mestrado Integrado de Medicina Veterinaria.

O estéagio teve inicio no dia 14 de outubro de 2013 e terminou no dia 03 de marco de 2014.
Através da sua realizacao foi possivel aplicar de forma pratica os conhecimentos adquiridos ao
longo do curso, adquirir novos conhecimentos nas mais diversas areas relacionadas com os
bovinos de leite, e ainda competéncias ao nivel do trabalho laboratorial desenvolvido no &mbito
da qualidade do leite.

O tema de revisdo “estudo dos agentes ambientais em mastites clinicas” foi escolhido por ser
uma problemética, ndo sé na area geografica de realizagdo do estagio, mas também por se
verificar em todo o mundo. O trabalho experimental apresentado procura determinar o0s
agentes isolados em mastites clinicas, e verificar se os achados se encontram de acordo com a

bibliografia, procurando explicar a prevaléncia destes agentes ambientais.
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Lista de abreviaturas

Ac — Anticorpo

ADN - Acido desoxirribonucleico

BEA - Agar bilis esculina

BHI — Brain Heart Infusion

BRSV - Bovine Respiratory Syncytial Virus
BVDV - Bovine Viral Diarrhoea Virus

CAVC — Cooperativa Agricola de Vila do Conde
CCS — Contagem de Células Sométicas

DAD - Deslocamento de abomaso a direita

DAE - Deslocamento de abomaso a esquerda
DEL — Dias Em Leite

Fa — Frequéncia absoluta

FNT-a — Fator de Necrose Tumoral alfa

Fr — Frequéncia relativa

GnRH - Hormona Libertadora de Gonadotrofinas
IA — Inseminagdo Artificial

IBRV - Infectious Bovine Rhinotracheitis Virus

IG — imunoglobulina

IIM — Infe¢do Intra- Mamaria

IL — Interleucina

LPS - Lipopolissacarideo

MC — Mastite clinica

MSA — Agar sal manitol

PGF2a — Prostaglandina dois alfa

PMN — Polimorfonucleados

PRID - Progesterone-releasing intravaginal device
PTR — Palpacéo Transrectal

RMF — Retencdo das membranas fetais

RPF - Agar plasma e fibrinogénio de coelho
SaaC - Complexo antigénico associado ao Slime
SCN - Staphylococcus coagulase negativo
SUAM - Streptococcus uberis adhesion molecule
TCM — Teste Californiano de Mastites

UFC — unidades formadoras de colénias
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1.1. Apresentacdo do local de estagio
O estagio curricular decorreu na Cooperativa Agricola de Vila do Conde (CAVC), localizada no

concelho de Vila do Conde, distrito do Porto, regido de Entre-Douro e Minho, Portugal.

A regido de Entre-Douro e Minho, de acordo com Soares et al (2007) representa 47% do
efetivo leiteiro de Portugal continental, manifestando deste modo a modificag&o da estrutura do
setor produtivo conduzindo a uma intensificag&o e concentragéo regional.

O concelho de Vila do Conde faz parte, a par de Barcelos e Pdvoa do Varzim, dos trés
concelhos a nivel nacional que comportam cerca de 25% do efetivo leiteiro de Portugal, em
exploragdes de regime intensivo (figura 1).
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Figura 1 — Distribuic&o regional do efetivo de bovinos em regime intensivo por concelho (fonte
DGV in : Soares et al, 2007)



A CAVC tem como missao o apoio da atividade agricola do concelho com especial enfoque
para as exploracfes de bovinos de leite. Conta com a existéncia de varias secbes que para
além de prestarem servicos nas mais variadas areas, desenvolvem programas de investigacéo
no sentido de se adquirir novos conhecimentos e capacidades relativas a producéo de leite. A
formacao dos colaboradores e produtores é umas prioridades da CAVC.



2. Casuistica

2.1. Apresentacdo e descricdo das atividades desenvolvidas
Na CAVC surgiu a oportunidade de acompanhar o trabalho desenvolvido nas varias areas que

se relacionam diretamente com os bovinos de leite.

As atividades desenvolvidas estiveram relacionadas, na sua maior parte, com 0s Sservicos que
competem ao Médico Veterinario realizar nas mais diversas areas. No entanto, existiu a
oportunidade de acompanhar o trabalho desenvolvido pelo departamento de Nutricdo e,
através de equipas multidisciplinares formadas por Engenheiros Zootécnicos e Médicos
Veterinarios, procurar encontrar solugcdes para problemas comuns. Esta experiéncia
demonstrou que o trabalho interdisciplinar € um ponto-chave no sucesso de qualquer
exploracdo de bovinos de leite.

Foram frequentadas também varias formagBes com componentes tedricas e préaticas, umas
destinadas aos Médicos Veterinarios da CAVC, outras que tinham como publico-alvo os
produtores. Destas, salientam-se as que permitiram o contato direto com as davidas e opiniées
dos produtores e que mostraram 0 quanto € importante a comunicacdo entre o Médico
Veterinario e o produtor.

Neste capitulo, pretende-se apresentar as atividades desenvolvidas durante os cinco meses de
estagio curricular.

De forma a tornar mais pratica a apresentacdo de toda a casuistica, esta sera dividida nas
véarias areas de acado, sendo apresentadas a frequéncia absoluta (Fa) e a frequéncia relativa
(Fr) correspondente ao numero de casos observados dentro da respetiva area, sendo n o

ndmero de animais intervencionados.

2.2 Distribuicéo por espécies
Os bovinos de leite foram, ao longo de todo o estdgio, a principal espécie intervencionada.

Foram examinados 5181 animais distribuidos pelas véarias areas de atuacao.

Num ndmero significativamente menor, foram também consultados caprinos (n=6), leporideos
(n=5) e canideos (n=4), sendo animais que se encontravam nas exploragdes e que eram vistos
no decorrer das visitas técnico-clinicas (grafico 1).

Por se tratar de um nimero de casos de tal modo pouco expressivo, 0s caprinos, leporideos e
canideos ndo constardo na caracterizacdo que se seguira, sendo esta apenas relativa aos

bovinos.
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Gréfico 1 - Distribuigdo de animais por espécie (n=5181)

2.3 Distribuicéo por areas de intervenc¢ao
No decorrer dos cinco meses de estagio, foram varias as areas intervencionadas.

Como se pode constatar pela tabela 1, a area do Controlo da Qualidade do Leite foi onde se
registou um maior nimero de animais observados, a saber cerca de 2000 animais. Nesta area,
0 nimero de casos apresentados corresponde ao numero aproximado de animais submetidos
ao Teste Californiano de Mastites. Por representar um volume muito elevado, as amostras e o
respetivo processamento no laboratdrio ndo foram contabilizados, sendo que serd feita uma
revisdo e caracterizacdo deste trabalho mais adiante.

As visitas mensais as varias exploragdes com plano de fertilidade contribuiram para que a érea
do Controlo reprodutivo representasse o segundo lugar com um numero de animais
contabilizando 1681 animais.

A Medicina preventiva, area que tem vindo a adquirir um papel cada vez mais importante nas
exploracfes de bovinos de leite, contou com cerca de 1100 animais intervencionados.

Por fim, surge a Clinica de ambulatério onde se registaram um total de 385 animais

consultados.

Tabela 1 — Nimero de animais registados por area de intervencgao

Areas de intervencéo
Frequéncia absoluta

Medicina preventiva 1100
Controlo reprodutivo 1681
Clinica de ambulatdrio 385
Controlo da qualidade do leite +/-2000




u Clinica de ambulatério

u Controlo reprodutivo

Medicina preventiva

Controlo da qualidade
do leite

Grafico 2 — Distribuicdo dos animais em percentagem pelas varias areas
de intervencgao

2.4 Medicina Preventiva
As acdes profilaticas realizadas durante o estagio consistiram essencialmente na vacinagao de

alguns efetivos.

A vacinagéo tem como objetivo promover o desenvolvimento de imunidade adquirida através
da inoculacdo de agentes ou componentes de agentes ndo patogénicos embora imunogénicos,
ou organismos estreitamente relacionados (Meeusen et al, 2007).

As vacinas classificam-se, de modo geral, quanto ao tipo de imunidade conferida em vacinas
vivas e vacinas inativadas e quanto a valéncia, em vacinas monovalentes e polivalentes
(Tizard, 2009).

Na tabela 2 sdo referidas as principais vantagens e desvantagens do uso de vacinas vivas e
inativadas.

Em relacdo a valéncia, as vacinas monovalentes caracterizam-se por promoveram a
imunizacdo apenas contra um agente etiolégico enquanto as vacinas polivalentes conferem
protecdo contra varios agentes. Na pratica clinica, as vacinas polivalentes sdo as mais
utilizadas uma vez que o uso deste tipo de vacinas representa um menor numero de
contengbes necessdrias e, consequentemente, uma diminuicdo de custos associados a
profilaxia.

A existéncia de um bom plano vacinal ndo sé é fundamental para um maximo desempenho
produtivo, sendo que este sé é alcancado quando os animais se encontram saudaveis, como
também vai originar uma diminuicdo da incidéncia e severidade de determinadas patelogias
doengas e, assim, reduzir as perdas economicas e produtivas (Waldner et al, 2014).

O plano vacinal deve ser especifico e determinado para cada exploracdo tendo em conta
fatores como o maneio dos animais, instalagdes fisicas, prevaléncia da doenca e o seu custo, e

ainda custo da implementacg&o do plano vacinal.



Tabela 2 — Comparagao entre vantagens e desvantagens da utilizagdo de vacinas vivas e vacinas

inativadas (Adaptado de Tizard, 2009; Waldner et al, 2014).

Vacinas vivas

Vacinas inativadas

Conferem uma resposta
imunitaria mais rapida e
duradoura

Probabilidade reduzida de
provocar doenca devido a
viruléncia residual

dependendo do agente viral

(2]

é Inducéo de imunidade humoral e Mais estaveis durante

® celular armazenamento

S Conferem imunidade local Auséncia de perigo de

> Raramente causam reacc¢des de transmissdo de doenca mesmo a
hipersensibilidade pois ndo animais imunologicamente
necessitam de adjuvantes comprometidos
Probabilidade de provocar doenca Conferem uma resposta

" devido a viruléncia residual imunitaria mais lenta e de curta

S duracéo

2 Inducéo de imunidade humoral e

‘% celular limitada

> Usadas em animais gestantes N&o conferem imunidade local

8 podem ocorrer abortos, Probabilidade de ocorréncia de

reacc¢Oes de hipersensibilidade
devido ao uso de adjuvantes

A maior parte das exploragBes visitadas tem um plano vacinal definido que é elaborado e

executado pelo Médico Veterinario assistente. No entanto, uma pequena minoria das

exploracdes, sobretudo as de menor dimensao, ndo possui qualquer plano vacinal.

Os principais agentes infecciosos contra os quais os efetivos leiteiros foram vacinados séo:

virus da diarreia viral bovina (BVDV — Bovine Viral Diarrhoea Virus), virus da rinotraqueite

infeciosa bovina (IBRV — Infectious Bovine Rhinotracheitis Virus), virus respiratério sincicial

bovino (BRSV - Bovine Respiratory Syncytial Virus), virus da parainfluenza-3 e Clostridium sp..

As vacinas escolhidas para proceder a imunizagdo foram vacinas polivalentes cujas

caracteristicas e modo de administracdo se encontram descritos na tabela 3.



Tabela 3 — Caracteristicas e modo de administragdo das vacinas aplicadas

Vacinas
Nome Agentes Dose Viade Revacinagéo
comercial administracao
Triangle 4® BvDV, BRSV, IBRV, PI3 5mL Subcuténea; Anual
inativados Intramuscular
Rispoval 4 BVDV, IBRV - inativados 5mL Subcuténea; Anual
® P13, BRSV — vivos modificados Intramuscular
Covexin 8® Clostridium perfringens tipo B, tipo 5mL Subcutanea Semestral

C, tipo D; C. novyi; C. septicum; C.
tetani — toxdides
C. chauvoei — cultura completa
C. haemolyticum - células

Startvac® Staphylococcus aureus (CP8) 2mL Intramuscular -
estirpe SP 140 inactivada, com
expressédo do SaaC;
Escherichia coli J5 inactivada

Como parte do plano de controlo de mastites, foram ainda imunizados dois efetivos (com
aproximadamente 30 vacas aleitantes e novilhas cada) com a vacina Startvac®.

Esta vacina previne novas infec¢bes por Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase-
negativa, Escherichia coli e outros coliformes, originando uma reducéo na severidade das
mastites e, consequentemente, o decréscimo da contagem individual de células somaticas
(CCS), sendo a primeira e Unica vacina aprovada para este efeito pela Agéncia Europeia dos
Medicamentos. Uma das suas caracteristicas € a prevencéo da formacao do biofilme produzido
por determinadas estirpes de Staphylococcus aureus.

O Staphylococcus aureus é considerado o agente etiolégico mais importante nas mastites
bovinas contagiosas e a sua capacidade de formacdo de biofilme é, possivelmente, o seu fator
de viruléncia mais relevante no estabelecimento da infec¢éo da glandula mamaéaria (Costerton et
al, 1999).

Prenafeta et al. (2010) referem que a imunizagdo com o0 componente antigénico SaaC
(Complexo antigénico associado ao Slime) expresso pela estirpe Staphylococcus aureus SP
140, pode resultar numa protecado contra novas infegcdes por S. aureus e uma reducdo na
multiplicagdo de S. aureus na glandula mamaria, devido ao papel ativo dos Ac (anticorpos) anti-
SaaC.

Na composi¢do da vacina, entram também bacterinas de Escherichia coli J5 que, apls a
sensibilizacdo do sistema imunitéario, vdo resultar na producdo de Ac anti-E.coli J5. Numa
situagdo de infecdo intramamaria (IIM), os anticorpos anti-E.coli J5 que vdo opsonizar o
lipopolissacarideo da membrana exterior das bactérias gram-negativo (LPS). Estes Ac foram
associados a uma maior capacidade de resposta imunitaria contra o agente causal resultando
num menor periodo de IIM, e consequentemente numa diminui¢ao significativa das perdas de

leite e abate devido a mastites clinicas (Wilson et al, 2009).



Para que a imunizacao seja bem-sucedida, é fundamental cumprir o esquema vacinal: todas as
vacas e novilhas gestantes devem ser vacinadas de acordo com a figura 2, sendo que, 45 dias
antes do parto, deve ser administrada a primeira dose, 35 dias depois, a segunda dose, e, por
fim, a terceira e Ultima doses 52 dias pés-parto.

O uso de vacinas anti-mastiticas é parte integrante do plano de controlo de mastites e néo
substitui nenhuma das outras medidas, como, por exemplo, a higiene da rotina de ordenha, o
uso adequado e uma verificagdo frequente do equipamento da ordenha, terapia adequada na
secagem, tratamento das mastites clinicas durante a lactacdo e uma limpeza frequente das
camas e parques. O produtor deve assim ser elucidado que a sua colaboracéo é fundamental e

gue é o seu papel que, em parte, vai determinar o sucesso da vacinagéo.

45 dias antes 10 dias antes 52 dias pos-
do parto do parto parto

Figura 2 — Representacdo esquematica do protocolo vacinal de Startvac® (Adaptado de
www.hipra.com)
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2.5 Controlo reprodutivo
No decorrer do estagio, foram realizadas visitas no ambito da reproducdo a cerca de 20

exploracBes, com efetivos cuja dimensdo total € muito variavel entre si (desde 30 a 250
animais).

O Plano de Fertilidade executado para as varias exploracdes determina visitas de controlo
reprodutivo mensais ou bimensais (dependendo da dimensado do efetivo) onde é realizado o
diagndstico de gestacao, avaliacdo da involucao uterina, avaliacdo do desenvolvimento ovarico
em novilhas, confirmacgéo da gestacdo na pré-secagem, sincronizagdo de cios e tratamento de
patologias reprodutivas diagnosticadas nas visitas.

Em exploracdes de menor dimensdo onde ndo se verifica a existéncia de programas
informéticos que permitem o registo dos dados reprodutivos, é também prestado apoio ao nivel
do registo da informacgao recolhida apdés a visita no “Mapa de Estabulo”. O “Mapa de Estabulo”
possibilita o registo individual dos dados reprodutivos de cada animal de forma simplificada e
ainda as acgbes a implementar no futuro (por exemplo, data de secagem). Foram ainda
realizadas visitas para além das agendadas com o objetivo de confirmar o cio e recomendar a

altura ideal para se proceder a inseminacéo artificial (1A).

2.5.1. Diagnésticos de gestacao
Diferentes métodos de diagndstico de gestacdo tém sido usados para a dete¢cdo da presenca

ou auséncia de gestacdo nos bovinos de leite. Baseados no maneio como o ndo retorno ao
estro, em testes laboratoriais, no exame clinico, como a palpac¢éo transrectal (PTR) ou em
técnicas de ultrasonografia. Os métodos escolhidos permitem uma identificacdo dos animais
ndo gestantes e, consequentemente, a tomada de medidas para uma nova indugédo de cio,
revelando-se essenciais para a gestao da eficiéncia produtiva (Noakes et al, 2001).

Os diagnosticos de gestacdo nas exploracdes assistidas foram realizados com recurso a PTR.
Através deste método € possivel detetar as alteragcdes morfoldégicas ocorridas no aparelho
reprodutor e inferir se existe ou ndo gestacao.

Os animais sdo examinados a partir do 35° dia apds a IA e, se o resultado for duvidoso na
primeira visita, realiza-se um novo diagnéstico de gestacdo para confirmagéo, na proxima
visita.

A PTR tem a vantagem de ser precisa, rapida e relativamente barata quando comparada com
os outros métodos de diagnodstico de gestacdo. No entanto, para ser bem-sucedida, é
necessario experiéncia do uso desta técnica por parte do Médico Veterinario (Broaddus &
Vries, 2005).

A ocorréncia de morte embrionaria ou fetal subsequente, falha da involugcdo uterina ou a
existéncia de mucometra, piometra ou hidrémetra sao as principais razdées que podem levar a
gue um diagnéstico de gestacdo seja falso-positivo. Um diagnostico falso-negativo pode
ocorrer quando é feita uma retracdo incompleta do Utero, problema associado a animais

multiparos com abdémen profundo (Noakes et al, 2001).



2.5.2. Exame da vaca no pds-parto
A involugdo uterina representa o retorno, apos o parto, a sua condicdo pré-gravidica, ocorrendo

durante este processo alteragfes tanto a nivel micro e macroscépico como a nivel funcional. E
esperado que o diametro do corno uterino anteriormente gravidico reduza para metade em
cinco dias e, 0 seu comprimento anterior, em quinze (Noakes et al, 2001).

Para a avaliagcdo da involugao uterina examinaram-se, através da PTR, todos os animais com
mais de 30 dias pés-parto. Nesta altura espera-se que tenha ocorrido uma involugdo completa
do Utero com a presenca de ovarios ciclicos.

A falha na involucdo uterina surgiu, na maior parte dos animais, associada a presenca de
metrites e endometrites clinicas encontrando-se de acordo com o que € referido por Sheldon et
al (2008).

2.5.3. Avaliagdo do desenvolvimento ovarico em novilhas
Durante as visitas foram também observadas novilhas cujos produtores referiam que néo

manifestavam o cio, apesar de ja terem idade para serem inseminadas. Na maioria dos casos,
estas novilhas apresentavam-se com baixa condigdo corporal e um fraco desenvolvimento
ovarico, perceptivel a PTR. Como tratamento recomendava-se a administracdo de vitaminas

via parenteral.

2.5.4. Confirmacéo da gestacéo na pré-secagem
Em algumas exploragBes onde era prestado o servico de fertilidade, aos animais prestes a

entrarem no periodo de secagem, era realizada uma reconfirmacao do diagnéstico de gestagéo
efetuado anteriormente.
Através da PTR, é possivel palpar o frémito da artéria uterina e os cotilédones e, assim,

reconfirmar o diagnéstico de gestacéo como positivo.

2.5.5. Sincronizacao de cios
Ao longo do tempo, tém sido desenvolvidos varios protocolos de sincronizagdo de estro e/ou

ovulacao de forma a maximizar as probabilidades de uma fémea ficar gestante com um ndmero
reduzido de inseminagfes, alguns dos quais sem necessidade de dete¢cdo de cios. A maioria
destes protocolos consiste na manipulacdo das ondas de desenvolvimento folicular,
estimulacdo da ovulacdo em vacas em anestro, regressdo do corpo liteo em vacas ciclicas e
sincronizacdo do estro e (ou) ovulacéo no final do tratamento (Lucy et al, 2004; Cavalieri et al,
2006).

As hormonas usadas no controlo farmacoldgico do ciclo éstrico dos bovinos séo idénticas (ou

anélogas) as hormonas reprodutivas naturalmente presentes no hipotdlamo (Hormona
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Libertadora de Gonadotrofinas - GnRH), ovario (estradiol e progesterona) e (tero
(Prostaglandina dois alfa - PGF2a) (Lucy et al, 2004).

Os principais protocolos de sincronizacdo implementados nas visitas de fertilidade foram:
PGF2a, progesterona + PGF2a, GnRH + PGF2a.

a)

Detecdo do
CL

b)

Detecdo do
CL

PGF2a: consiste na administracdo de uma ou duas doses com um
intervalo de 11-14 dias entre si, como é demonstrado na figura 3. A sua

eficacia depende da presenca de um corpo liteo responsivo (Lucy et al,

2004).
s
-
L=
Detecdo do cio e IA
od 5-7d
£ o s &
T o S =
- g
’ ; Detegdo do cio e 1A
f |
od 11-14d
Figura 3 - Representacdo esquematica do protocolo de

sincronizagdo PGF2a: a) administragdo unica apés detegédo do
CL com detecéo do cio e posterior IA; b) administra¢céo no dia
O repetida 11 a 14 dias depois, com detecéo do cio e IA.

Este protocolo foi escolhido para vacas que a PTR tinham um corpo liteo bem desenvolvido,

cios dificeis de detetar e/ou um nimero elevado de IA.

Progesterona + PGF2a: consiste na utilizacdo de um dispositivo intravaginal
PRID (Progesterone-releasing intravaginal device) impregnado com
progesterona (P4) durante 7 dias seguida de administracdo de PGF2a um a
dois dias antes da retirada do dispositivo (figura 4). Este método resulta numa
melhoria da taxa de gestacdo, mas a taxa de exibicdo do cio diminui, quando
comparado com os tratamentos de longa duragdo com progesterona
(>12dias) (Lane et al, 2008).
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Figura 4 - Representacdo esquematica do protocolo
Progesterona + PGF2a: colocagdao do dispositivo
intravaginal com administragcdo de PGF2a um a dois dias
antes da sua retirada; IA fixa 56 +/- 3h ap6s a remocéao do
dispositivo.

Este protocolo foi usado em vacas ndo ciclicas ou com elevado niumero de |IA e ainda néo

estavam gestantes.

= GnRH + PGF2a: consiste na administracio de GnRH ou anélogos
seguida, 7 dias mais tarde, pela administracdo de PGF2a com a IA apés a
detecdo do cio (figura 5). Este protocolo surge como uma alternativa ao
Ovsynch (duas injec¢des de GnRH, 7 dias antes e 48H apoés a inje¢céo de
PGF2a) permitindo, assim, uma diminuigdo dos custos hormonais, uma vez
gue existe menos uma administragdo de GnRH, apresentando, apesar
disso, uma taxa de concecao semelhante (Rabiee et al, 2005).

3
z = N - Detec&o do cio
CHE o elA

; i

od 7d

Figura 5 — Representacdo esqueméatica do protocolo
GnRH + PGF2a: administragcdo de GnRH seguida de
administragcdo de PGF2a apo6s 7 dias; apos a detegao do
cio realizar a IA.

Este foi o protocolo escolhido para vacas nédo ciclicas ou com elevado nimero de IA.

No decorrer das visitas de fertilidade foram acompanhados varios casos onde se suspeitou de
mortalidade embrionaria.

De acordo com Silke et al, 2002, um nimero muito baixo de perdas embrionérias ocorrem nos
8 dias imediatos a fecundacao, 70-80% ocorrem entre os 8 e 16 dias ap6s a inseminacgéo, 10%

entre os dias 16 e 42 e 5-8% entre o dia 42 e o final de gestacao.
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Uma patologia reprodutiva encontrada com alguma frequéncia nos animais examinados
durante as visitas foram os quistos foliculares.

Os quistos foliculares caracterizam-se por uma estrutura ovarica anovulatéria, mole, preenchida
por liquido e com cerca de 25mm de didmetro a PTR. Cerca de 10 a 13% dos efetivos de
bovinos de leite podem desenvolver esta condicdo, o que pode representar um aumento dos
intervalos entre partos de 40 a 50 dias sendo, portanto, uma causa importante de infertilidade e
perdas econdmicas para os produtores (Garverick, 1997).

O tratamento aplicado nestes casos consistiu na administracao Unica de um analogo da GnRH,
acetato de buserelina (Receptal®), na dose de 20ug.

Hillman & Gilbert (2007) referem que entre 2/3 a 3/4 dos animais tratados com GnRH

respondem ao tratamento e 18 a 23 dias apds o seu inicio manifestam o cio.
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2.6 Clinica de ambulatério
A clinica de ambulatorio consistiu na realizacdo de consultas em varias exploracdes sendo

estas solicitadas através de contacto telefénico.

A casuistica relativa a clinica de ambulatério compreendeu duas areas de ac¢éo: a clinica
médica e a clinica cirlrgica.

No decorrer do estagio foram contabilizadas um total de 300 animais consultados cujo
diagndstico foi classificado e distribuido pelos varios sistemas, e 29 procedimentos cirdrgicos.
No grafico 3 para além do nimero de animais intervencionados clinica e cirurgicamente,
encontra-se ainda referido o numero de animais aos quais foram realizados exames

complementares de diagnostico, no seguimento da consulta.

M Clinica médica

H Clinica cirdrgica

M Exames complementares de
diagnéstico

Gréafico 3 — Numero de animais intervencionados na clinica de ambulatério

2.6.1. Clinica médica

Foram vérios os sistemas organicos intervencionados na clinica médica. No entanto, a
frequéncia de casos clinicos entre os sistemas variou, como € possivel constatar pela tabela 4.
Os problemas relacionados com o sistema reprodutivo foram os que originaram o maior
numero de consultas, representando uma Fr de 27% de todos os casos clinicos assistidos. As
doencas metabdlicas surgiram com uma Fr de 19%, seguidas pela neonatologia e sistema

digestivo, 13% e 12% respetivamente. No grafico 3 esta representada a Fr dos casos clinicos

pelas vérias areas intervencionadas.
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Tabela 4 — Numero de casos clinicos (Fa) registados por areas de

Intervencao
Areas de intervencéo
Numero de casos (Fa)

Sistema digestivo 34
Sistema respiratério 27
Sistema musculo-esquelético 5
Sistema cardiovascular 4
Sistema reprodutivo 82
Doencas metabdlicas 57
Pele e glandulas anexas 23
Doencas parasitarias 16
Doencas infecciosas 13
Neonatologia 39

Sistema Sistema
digestivo respiratério

Dengas Neonatologia
infecciosas 13%

4% \

9%
Doengas ——— Sistema
parasitarias musculo-
5% squelético
Sistema %
Pele e / reprodutivo cardiovascular

1%
glandulas 27% ?

anexas
8%

Grafico 4 — Distribuicdo (Fr) dos casos clinicos assistidos nas varias areas de
intervencéao

2.6.1.1. Sistema digestivo

No decorrer do estagio foram varias as afe¢fes diagnosticadas do foro digestivo (tabela 5).

Os deslocamentos de abomaso a esquerda (DAE) foram a doenca digestiva mais frequente,
com uma Fa de 15 casos. Destes, apenas dois ndo foram submetidos a resolucédo cirdrgica por
opcédo dos produtores.

Os deslocamentos de abomaso a direita (DAD) verificaram-se num ndmero muito menor e, dos
trés casos acompanhados, apenas dois foram submetidos a tratamento, neste caso, cirdrgico,
enquanto o terceiro caso, por o animal se encontrar ja bastante debilitado e com uma
pneumonia concomitante, o produtor optou por néo tratar.
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Tabela 5 — Distribuicdo absoluta e relativa das vérias afe¢des registadas no sistema
digestivo

Doencas digestivas
Frequéncia absoluta  Frequéncia relativa

DAE 15 44,1%

DAD 3 8,8%

Torcao do ceco 1 2,9%
Meteorismo 1 2,9%
Disenteria de inverno 3 8,8%
Ulcera perfurada de abomaso 1 2,9%
Indigestao simples 10 29,4%

Foram acompanhados trés casos de disenteria de inverno, diagnosticados na mesma
exploracdo no espaco de duas semanas.

A disenteria de inverno € uma doenca viral causada por determinadas estirpes de coronavius
bovino. Manifesta-se por surtos subitos e explosivos de diarreia entre os meses de outubro e
abril (meses frios) e afeta quase 100% do efetivo em exploragfes onde os animais contactem
com o virus pela primeira vez (Metre et al, 2007).

Os sinais clinicos manifestam-se em poucos animais de cada vez e incluem diarreia fluida,
escura e fétida, perda de apetite, perdas abruptas na producdo entre os 10 e 50% e
desidratacdo ligeira a moderada. Em alguns animais, sobretudo aqueles que se encontram na
primeira lactacdo e experienciam a doenga pela primeira vez, os sinais clinicos sdo mais
severos e caracterizam-se por diarreia com abundantes coagulos de sangue devido a
enterocolite hemorragica (figura 6), podendo, inclusive, levar a anemia por perda de sangue
(Metre et al, 2007).

Geralmente a doenca é autolimitante circulando pelo efetivo entre 7 a 14 dias, e apenas 0s
animais com sinais clinicos mais severos necessitam de intervencdo médica, sendo o
tratamento apenas sintomatico e recomendado em casos de desidratacdo severa ou anemia
(Metre et al, 2007).

Nos casos acompanhados, o tratamento instituido teve como objetivo compensar as perdas de
sangue severas através da administracdo de um farmaco anti-anémico, Fercobsang 12®,

constituido por ferro, tiamina, vitaminas do complexo B.
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|Figura speto tipico de fezes de animais
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original)

Dos casos clinicos acompanhados com sede no sistema digestivo ha ainda a salientar o caso
de Ulcera perfurada de abomaso cujo diagnéstico foi estabelecido através da realizacdo de
necrépsia.

O animal em questdo encontrava-se bastante deprimido no momento da consulta e acabou por
morrer subitamente durante a manipulagdo no exame fisico.

Na necrépsia verificou-se a existéncia de uma peritonite difusa envolvendo varios 6rgéos,
facilmente perceptiveis através da figura 7. A mucosa abomasal encontrava-se hemorragica e

verificou-se a presenga de uma Ulcera de espessura completa perfurada (figura 8)

N

W

B 2l i . SR Lo ,
Figura 7 — Folhetos de fibrina aderentes aos Figura 8 — Ulcera perfurada de abomaso —
8:?9?;’;) da cavidade abdominal (fotografia achado de necrépsia (fotografia original)
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2.6.1.1 Sistema musculo-esquelético

De entre os casos clinicos registados no sistema musculo-esquelético, foram os abcessos que
contabilizaram uma maior Fa, a saber trés casos (tabela 6).
Verificou-se ainda a existéncia de um caso com lesédo do nervo ciatico e um caso da luxacao

coxo-femural (figura 9).

Tabela 6 - Distribuicdo absoluta e relativa das varias afe¢des registadas no sistema
musculo-esquelético

Patologias musculo-esqueléticas
Frequéncia absoluta  Frequéncia relativa

Luxacéo coxo-femural 1 20%
Lesdao do n. ciatico 1 20%
Abcesso 3 40%

Figura 7 - Luxacd@o coxo-femural (fotografia

original)

2.6.1.2. Sistema cardiovascular

A reticulo-pericardite traumatica foi o diagnéstico presuntivo atribuido a quatro animais.
Estes animais apresentavam a auscultacdo sons cardiacos bastante alterados, pulso jugular e
baixa da producdo de leite que, ap6s a administragdo do iman, mostraram melhorias

satisfatorias.
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2.6.1.3. Sistema reprodutivo

Como ja foi referido, o sistema reprodutivo foi aquele que registou um maior nimero de casos
clinicos. A retencdo das membranas fetais (RMF) foi a afecdo com uma maior frequéncia,

seguida pelas distécias, metrites, abortos e fetos mumificados (tabela 7).

Tabela 7 - Distribuicdo absoluta e relativa das varias afe¢cdes registadas no sistema

reprodutivo

Patologias reprodutivas
Frequéncia absoluta  Frequéncia relativa

Distocias 19 22,4%
Metrites 24 28,2%
RMF 32 37,6%
Abortos 7 8,2%
Fetos mumificados 3 3,5%

RMF — retencéo das membranas fetais

A distécia pode ser classificada como uma alteracdo da evolugdo natural do parto,
especialmente na fase de expulsdo, que pode resultar num atraso na expulsdo do feto ou
impedi-la definitivamente (Stilwell, 2013).

As causas de distocia podem ser de origem maternal ou fetal. De origem maternal, as causas
podem estar relacionadas com a for¢a expulsiva, como é o caso da inércia uterina, ou
relacionadas com o canal de parto, quer seja por uma pélvis inadequada (imaturidade, fraturas,
dieta) ou por insuficiente dilata¢do (torsdo uterina, prolapso vaginal). De origem fetal, as causas
podem dever-se a fetos anormalmente grandes, fetos com alteracbes de desenvolvimento
(monstros) ou incorreta apresentacdo (Noakes et al, 2001).

As principais causas de distdcia apuradas nos casos clinicos acompanhados encontram-se
referidas na tabela 8, sendo essencialmente por defeitos de postura.

Vitelos com apresentacdo anormal e torsdes uterinas foram as causas mais comummente
encontradas aquando das consultas.

Apenas trés casos dos referidos na tabela 8 ndo foram resolvidos medicamente através do
auxilio no trabalho de parto, sendo necesséario partir para a resolucdo cirdrgica através de
realizacdo de cesariana. Os casos cuja intervencgdo cirurgica foi necesséria foram aqueles em
que se verificou a existéncia de Schistosoma reflexus e um vitelo com apresentagdo anterior

“sentada”.
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Tabela 8 — Distribuicdo absoluta e relativa das principais causas de distocias no decorrer

do estagio
Causas de distocias
Frequéncia absoluta  Frequéncia relativa

Torcao uterina 5 26,3%
Desproporc¢éao feto-maternal 1 5,3%
Apresentacao anterior ¢/ flexao 4 21,1%
de MA
Apresentacado anterior c/ 2 10,5%
desvio lateral da cabeca
Apresentacao anterior c/ 2 10,5%
desvio ventral da cabeca
Apresentacédo anterior 1 5,3%
“sentada”
Partos gemelares 2 10,5%
Schistosoma reflexus 2 10,5%

A ocorréncia de Schistosoma reflexus representou 10,5 % das dist6cias assistidas durante o
estagio.

Schistosoma reflexus é uma condi¢cdo congénita rara e fatal, primariamente observada em
ruminantes. As malformagbes que definem este sindrome consistem na eventracdo das
visceras abdominais, inversdo espinal e membros adjacentes a cabega com existéncia de
anquilose (Laughton et al, 2005) (figura 11). A apresentacdo pode ser visceral, com projecao
das visceras fetais através da vulva (figura 10), ou apresentacdo pelas extremidades (Noakes
et al, 2001).

Em casos onde a apresentacdo é visceral pode suspeitar-se de ruptura uterina numa primeira
abordagem a distdcia, mas, através de palpacéo, verifica-se que ha integridade uterina e uma
continuidade das visceras com o feto.
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Figura 8 — Aspeto da distécia ao Figura 9 - Schistosoma reflexus apés realizagdo da
exame fisico (fotografia original) cesariana (fotografia original)

2.6.1.4. Doencgas metabdlicas

As doencas metabdlicas representaram uma componente importante de toda a casuistica,
onde a hipocalcémia se verificou ser a principal razdo das chamadas com um total de 35
animais contabilizados (tabela 9). Também a cetose foi um achado clinico bastante frequente

nas consultas realizadas, presente em 38,6% dos animais examinados.

Tabela 9 —Distribuicao absoluta e relativa das doencas metabdlicas

Doencas metabdlicas
Frequéncia absoluta  Frequéncia relativa
Hipocalcémia 35 61,4%
Cetose 22 38,6%

2.6.1.5. Pele e glandulas anexas

As mastites foram uma afecdo bastante comum na clinica de ambulatério. Geralmente revelam-
se de caracter urgente e podem resultar em morte se o animal n&o for intervencionado
rapidamente. Sendo as mastites ambientais o tema de desenvolvimento deste relatério serao,
mais a frente, descritas pormenorizadamente.

Como é possivel constatar na tabela 10, as doencas de pele diagnosticadas, ao longo do

estagio foram maioritariamente de origem parasitaria, nomeadamente sarnas: sarcéptica e
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coridptica; cujo diagnostico foi estabelecido presuntivamente. Registaram-se ainda trés casos
de tricofitiase e um caso de alopécia idiopatica dos vitelos.

Tabela 10 - Distribuicdo absoluta e relativa das afe¢cfes da pele e glandulas anexas

Pele e glandulas anexas
Frequéncia absoluta  Frequéncia relativa

Alopécia idiopatica dos vitelos 1 2,9%
Sarna sarcéptica 4 11,4%
Sarna coridptica 5 14,3%
Tricofitiase 3 8,6%
Mastites 22 62,9%

2.6.1.6. Doencas infecciosas

As doencas infecciosas desempenham um papel de extrema importancia nas exploracbes de
bovinos de leite pois sdo responsaveis pela existéncia de mortalidade e morbilidade no efetivo,
originando graves perdas econdmicas se a prevencgdo e o controlo n&o forem criteriosos.

Ao longo do estagio foram acompanhados varios casos clinicos que se revelaram muito
interessantes, nomeadamente as clostridioses.

Dois surtos de clostridioses foram acompanhados em duas exploracdes (tabela 11), onde

foram registados trés animais afetados em cada uma das clostridioses, botulismo e edema

maligno.

Tabela 11 — Distribuicdo absoluta e relativa das doencas infecciosas diagnosticadas

Doencas infecciosas
Frequéncia absoluta  Frequéncia relativa

Edema maligno 3 16,7%
Botulismo 3 16,7%
Paratuberculose 6 33,3%
Febre Q 2 22,2%
Neosporose 4 11,1%

As clostridioses sdo doencas causadas por bactérias do género Clostridium. Anaerébias e
ubiquitérias, estdo presentes na flora bacteriana do trato intestinal dos ruminantes e séo
normalmente encontradas no solo e fezes, onde podem permanecer durante longos periodos

de tempo gragas a sua capacidade de formar esporos extremamente resistentes.
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O botulismo é uma doenca caracterizada por uma paralesia progressiva flacida em todas as
espécies animais (Galey et al, 2000).

Clostridium botulinum é responsavel pela producdo de toxinas conhecidas como substancias
com um enorme poder letal em todo o mundo. Das oito neurotoxinas produzidas, sdo o tipo B,
C e D as mais letais para os bovinos (Stilwell, 2013).

A bactéria desenvolve-se em condi¢fes ideais de anaerobiose, pH e presenca de proteina em
decomposicao, sendo que o tipo de toxina produzido vai depender do tipo de material orgéanico.
Silagens mal conservadas, cadaveres em contacto com as matérias primas (figura 13) ou em
fontes de agua, e agua estagnada com grande quantidade de matéria organica, sao fatores de
risco que podem proporcionar o crescimento bacteriano (Stilwell, 2013).

A infecdo ocorre através da ingestédo de alimento contaminado e, apds a absorcao intestinal, a
toxina entra em circulacdo e, uma vez na juncdo neuromuscular e outras terminacdes
colinérgicas, impede a libertagdo da acetilcolina, afetando essencialmente os musculos
estriados (Stilwell, 2013).

Os sinais clinicos surgem entre um a sete dias apés a ingestdo e a sua severidade vai
depender da dose de toxina ingerida. Anorexia, fraqueza e ataxia sdo 0s primeiros sinais
demonstrados. A paralisia simétrica parcial, geralmente ascendente, leva a prostacdo e, numa
fase mais avancada, o animal deixa de conseguir erguer a cabe¢a e ha uma perda de
tonicidade do ténus lingual (figura 12). A lingua aparece assim flacida e pendente por
incapacidade de o animal a retrair, constituindo um sinal tipico no exame fisico em animais
numa fase avancada da doenca, apesar de ndo ocorrer em todos os casos de botulismo
(Lahunta & Divers, 2007). Existe ainda disfagia, timpanismo, ptose e ptialismo. A paralisia do
diafragma e musculos intercostais vao ser responséaveis pela asfixia e morte (Stilwell, 2013).

O diagnéstico é feito considerando os sinais clinicos e a existéncia de alimentos ou agua
suspeitos, no entanto apenas a inoculacdo em ratos, de extratos do alimento suspeito ou
contelido ruminal permite chegar a um diagnéstico definitivo (Lahunta & Divers, 2007).

O tratamento é apenas de suporte e pode revelar-se eficaz apenas em animais que ingeriram
pequenas doses e manifestem um quadro clinico ligeiro (Lahunta & Divers, 2007).

A prevencdo é um fator de extrema importdncia para evitar a recorréncia de surtos de
botulismo. Nao fornecer alimento em mau estado de conservacgéo, recolher os cadaveres das
pastagens, eliminar os alimentos que tenham estado em contacto com cadaveres, limitar
acesso de animais (caes, gatos, pombos, ratazanas) ao local de armazenamento das matérias
primas, limpar frequentemente os reservatérios de agua e nao enterrar os cadaveres de
animais com botulismo, sdo algumas medidas eficazes na prevencdo do botulismo (Stilwell,
2013).

O surto de botulismo acompanhado resultou na morte de trés vitelos (provenientes de dois
lotes de idades diferentes), e ainda dois cavalos presentes na exploragdo. A causa do surto

deveu-se a um cadaver de gato presente no rolo de fenosilagem (figura 13), tendo sido
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relatado por Galey et al (2000) um surto de botulismo com origem na mesma causa que

provocou a morte de 427 vacas.

Figura 12 - Vitelo com botulismo em fase
avancada; notar a lingua pendurada, a
ptose e a cabeca apoiada no flanco
(fotografia original)

Figura 13 - Cadavér de gato retirado do rolo
de fenosilagem com o qual foram
alimentados os vitelos e equinos da
exploracdo assistida (fotografia original)

2.6.1.7. Neonatologia

Na neonatologia, as pneumonias foram o principal motivo para a consulta, representando uma

Fr de 66,7% de todas as chamadas (tabela 12). De seguida surgem as diarreias neonatais que

representaram 28,2% da casuistica nesta area e, por fim, ha a referir uma caso de poliartrite

séptica e meteorismo gasoso.
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Tabela 12 - Distribuicdo absoluta e relativa dos casos registados na area da neonatologia

Neonatologia
Frequéncia absoluta  Frequéncia relativa

Diarreias neonatais 11 28,2%
Pneumonias 26 66,7%
Poliartrite séptica 1 2,6%
Meteorismo gasoso 1 2,6%

2.6.2. Exames complementares de diagnéstico

No decorrer do estagio foram varios 0os exames complementares realizados com o objetivo de
estabelecer um diagnéstico definitivo (tabela 13).

A cultura bacteriolégica de leite de animais consultados com suspeita de mastite revelou-se o
exame complementar mais frequentemente realizado (Fr de 33,9%). A identificacdo do agente
causador da mastite é de importancia extrema para um tratamento bem sucedido, sendo que a
colheita deve ser asséptica e realizada antes da administracdo de qualquer antibiético. Os
véarios procedimentos laboratoriais para a cultura e identificacdo ser@o descritos mais a frente,
enquadrados na casuistica da qualidade do leite.

A recolha de sangue para serologia foi o exame escolhido sempre que a consulta se
apresentavam animais com suspeita de: Paratuberculose - identificacdo de Ac de
Mycobacterium. paratuberculosis; Neosporose — identificacdo de Ac de Neospora caninum;
Febre Q — identificacdo de Ac de Coxiella burnetti.

Outro exame que permite a identificacdo de agentes patogénicos comummentes presentes nas
exploragdes de leite é a serologia de leite do tanque.

Através da andlise do leite do tanque é possivel a detegcdo de Ac de IBR, Ac de BVD, Ac Myc.

paratuberculosis e Ac de Neospora caninum, revelando-se assim como uma metodologia facil,

eficaz e barata para monitorizar a exposi¢édo do efetivo a agentes infecciosos.

Tabela 13 - Distribuicdo absoluta e relativa dos exames complementares de diagnéstico

Exames complementares de diagndstico
Frequéncia absoluta  Frequéncia relativa

Sangue p/ serologia 15 26,8%
Leite p/pesquisa de AC 11 19,6%
Cultura bacteriolégica 19 33,9%
Mensuracéo [-hidroxibutirato 10 17,9%
Necropsia 1 1,8%
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2.6.3. Clinica cirurgica

No decorrer do estagio foram varios os casos que necessitaram de intervencao cirargica
(tabelal4).

O aparelho digestivo foi 0 que registou um maior ndmero de intervencdes, sendo os DAE
aqueles que registaram uma maior Fr, 44,8%. Num numero significativamente mais baixo
procedeu-se também a resolucdo de DAD e tor¢do de ceco, com uma Fr de 7,1% e 3,6%,
respetivamente. Foi ainda realizada uma laparotomia exploratéria num animal com suspeita de
deslocamento de abomaso intermitente.

As técnicas cirargicas realizadas foram essencialmente a omentopexia, piloro-omentopexia,
tifflotomia e ruminotomia.

As cirurgias efetuadas ao nivel do aparelho reprodutor foram todas elas realizadas na
sequéncia de partos distocios. As cesarianas (figura 14) representaram uma Fr de 13,8% das
intervencdes cirdrgicas e optou-se pela sua realizacdo sempre que 0 parto ndo se conseguiu
resolver medicamente. A sutura de Bhiner (figura 15) foi realizada com o intuito de prevenir
um possivel prolapso uterino, uma vez que se tratava de um animal com 10 lactagbes cujo
parto se revelou distécico e gemelar.

Foram ainda realizadas intervencdes cirdrgicas com o objetivo de desobstruir o canal do teto
(com uma Fr de 17,2%) que onde a presenga de pdlipos provoca uma estase no quarto da

glandula maméria afetado e evolui rapidamente para uma situacao de mamite.

Tabela 14 - Distribuicdo absoluta e relativa das intervengdes cirrgicas

Intervengdes cirurgicas
Frequéncia absoluta  Frequéncia relativa

DAE 13 44.8%

DAD 2 6,9%

Torcdo do ceco 1 3,4%

Laparotomia exploratéria 1 3,4%

Cesariana 4 13,8%

Sutura de Bhuner 1 3,4%

Remocao de pdlipos do canal 5 17.2%
do teto

Laceracgédo de teto 2 6,9%
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Figura 10 — Cesariana para resolucéo de Figura 11 — Sutura de Bhiiner (fotografia
distécia por Schistosoma reflexus original)
(fotografia original)

2.7 Controlo da qualidade do leite
A area da qualidade do leite representou uma componente importante de toda a casuistica,

compreendendo 39% de todas atividades desenvolvidas ao longo do estagio.

No periodo de realizagdo do estagio foram contabilizados cerca de 2000 animais submetidos a
prova de estabulo e realizaram-se 2250 analises microbioldgicas de amostras provenientes de
158 exploracg@es diferentes.

As atividades englobadas nesta area dividiram-se em trés componentes: o trabalho de campo
onde foram recolhidas as amostras, o trabalho laboratorial que permitiu a identificacdo do
agente etiolégico e a entrega dos resultados com a respetiva prescricdo do tratamento e

discussé@o com o produtor das medidas a tomar.

2.7.1. Provas de estabulo

As provas de estabulo foram realizadas mensalmente nas explorac¢des inscritas no programa
de controlo da qualidade do leite da CAVC, e esporadicamente a algumas exploracdes que
solicitavam este servico. As visitas consistiram na realizagéo do teste californiano de mastites

(TCM) a todas as vacas em ordenha, quando se tratava de efetivos de pequena dimenséo, e
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as vacas enumeradas na lista de animais problema do contraste leiteiro, no caso das
exploracfes de média a grande dimenséao. Neste Ultimo caso, também as vacas recém-paridas
e as vacas prestes a entrar no periodo de secagem foram submetidas ao teste.

Sempre que uma exploracao entrou pela primeira vez no programa de controlo da qualidade do
leite, todas as vacas em lactacéo, independentemente do tamanho do efetivo, foram testadas.
Nas provas de estabulo procedeu-se ainda a observacao da rotina de ordenha por parte dos
ordenhadores, funcionamento e limpeza da méaquina de ordenha e higiene da respetiva sala,
de modo a verificar a existéncia de possiveis comportamentos de risco ou procedimentos

incorretos e delinearem-se as medidas a constar no programa de qualidade.

2.7.2. Teste Californiano de Mastites

O TCM é o teste mais fiavel e barato que permite o diagnostico de mastites subclinicas
(Radostitis et al, 2007).

Este teste faz uma estimativa quantitativa de acido desoxiribonucleico (ADN) presente no leite,
sendo que a concentracdo de ADN esta diretamente relacionada com a concentracdo de
células nucleadas presentes nessa mesma amostra. O reagente do TCM, quando misturado
com o leite em partes iguais, tem uma acao detergente provocando a lise dos leucdcitos e a
gelificacdo do ADN livre cuja consisténcia vai ser usada para estimar a quantidade de
leucécitos presentes no leite (George et al, 2007). O reagente possui ainda um indicador de pH
(bromocresol roxo) que muda de cor quando o pH do leite estd aumentado para além do seu
valor normal (6.6) (Radostitis et al, 2007).

O teste é depois lido subjetivamente tendo em conta o grau de gelificagao formado, de acordo
com a tabela 15.

S&o consideradas positivas para mastites as amostras classificadas +1, +2 ou +3.
No ambito das provas de estdbulo foram colhidas amostras de quartos sempre que, ao TCM,

estes adquiriram uma classificagdo de +2 ou +3. Leite com altera¢gBes visiveis de mastite
clinica como coagulos, descoloracdo ou aspeto aquoso foi também recolhido sob a
designacéo de MC (mastite clinica).

O TCM foi realizado ja com os animais na sala de ordenha, imediatamente antes da insercéo

das tetinas.
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Tabela 15 — Relagéo entre o grau e o n° de células somaticas (adaptado de Radostitis et al,
2007)

Teste Californiano de Mastites
Contagem aproximada de
células somaticas (x103)

0-200

Grau Reac¢bes observadas

A mistura continua fluida
sem formacéo de gel
Ligeira formacéo de gel que
Suspeito € mais notdria quando a 150 - 500

raquete é rodada
Formacdo distinta e imediata
+1 de gel que tende a 400 — 1 000
desaparecer com o tempo
Formacéo distinta e imediata
de gel; quando a raquete é
rodada forma-se uma massa
na periferia que expde o
fundo; a inclinacdo verte de
forma continua.
Formacdo distinta e imediata
de gel; quando a raquete é
rodada forma-se uma massa
convexa que preenche o
fundo; a inclinacéo verte de
forma subita

Negativo

+2 800 - 5000

+3 >5000

2.7.3. Colheita de amostras

A colheita de amostras deve ser realizada de forma a reduzir ao méximo a contaminagéo
exterior, com o objetivo de que, na cultura bacteriolégica, seja isolado apenas o agente
causador da mastite.
Sempre que possivel, as amostras foram colhidas de quartos individuais, exceto nos casos de
vacas prestes a secar em que o leite proveniente de todos os tetos foi colhido para um Unico
frasco estéril.
Devem ser respeitados 0s seguintes passos antes da recolha de uma amostra:
= Os tetos devem ser imersos numa solucéo desinfetante que deve atuar 30 segundos
antes de serem completamente limpos com um papel de uso Unico ou um pano limpo;
= A ponta do teto deve ser exaustivamente limpa com algoddo ou uma gaze estéril e
alcool etilico a 70% , prestando especial atencao ao orificio do teto;
Os primeiros dois ou trés jatos de leite devem ser rejeitados pois, segundo Radostitis et al
(2007), estes jatos conterdo bactérias e células que apenas véo refletir a contaminagdo do
canal do teto.
A colheita deve ser realizada o mais rapido possivel, com o frasco estéril posicionado quase na

horizontal.
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A identificagdo da amostra deve conter o numero da vaca, o teto e o resultado do TCM ou a
nota MC caso seja mastite clinica. ApGs a identificacdo a amostra deve ser imediatamente

refrigerada.

2.7.4. Cultura bacteriol6gica

Uma vez no laboratério, 10 uL da amostra de leite recolhida foram semeadas através do
método de esgotamento por estria em agar Columbia com 5% de sangue de ovelha.

Ap6s uma incubacdo de 24 horas a 37° é realizada a primeira leitura das colénias que
cresceram, onde séo registadas as caracteristicas morfolégicas como a pigmentacao, brilho,
superficie, elevacdo, tamanho e forma; odor, presenca de hemdlise e niUmero de coldnias.

As colénias com crescimento consideravel e que apresentem ja uma morfologia
caracteristicamente suspeita de alguma espécie, sdo realizados testes com o objetivo de se
proceder a identificacdo provisoria: esfregaco seguido de coloracdo Gram e teste da catalase
(tabela 17).

Tal como esquematizado na figura 16, apds a identificacdo proviséria e tendo em conta a
classificagdo como Gram-negativo ou Gram-positivo, as colénias sdo repicadas para meios
diferenciais. Leveduras tipicas, Prothoteca e Corynebacterium sdo agentes etiolgicos cuja
identificacdo definitiva pode ser feita através da observacéo do esfregago gram devido as suas
caracteristicas morfolégicas bastante evidentes, referidas mais a frente.

Os meios diferenciais mais utilizados na rotina laboratorial foram: agar MacConkey, BEA (agar
bilis esculina), RPF (agar plasma e fibrinogénio de coelho) e MSA (agar sal manitol) e as suas
principais caracteristicas encontram-se referidas na tabela 16.

Amostras que, as 24horas, ndo apresentavam qualquer crescimento e que haviam sido
classificadas como grau +3 ao TCM ou como MC foram colocadas em caldo BHI (brain heart
infusion) e semeadas novamente em agar Columbia com 5% de sangue de ovelha depois de
aproximadamente 12 horas na estufa a 37°.

A identificacéo final surge as 48horas com a interpretacdo dos achados nos meios de cultura
diferenciais.

Agentes etiolégicos de mastites infecciosas que representam um grande impacto econémico
nas exploracdes e cuja identificacdo leva a ado¢cdo de medidas de maneio e rotina de ordenha,
sdo submetidos a testes laboratorais que confirmam a sua identificagdo. Assim, coldnias
identificadas como Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae sdo submetidas ao teste

da coagulase e teste de identificagdo do Grupo B, respetivamente (tabela 17).
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Repicagem

Esgotamento
por estria em
Agar Columbia

Incubagéo a 37°, 24H

Esfregaco
Catalase
Gram Leitura as 24H
Gram - Gram+ Leveduras Prothoteca
Agar Maconkey Agar BEA Agar RPF Agar MSA

Leitura as 48H

Figura 12 — Diagrama esquemético dos procedimentos efetuados na cultura microbiolégica no
laboratério da CAVC

Tabela 16 — Enumeracdo das principais caracteristicas dos meios de cultura utilizados (adaptado
de Quinn et al, 1999; Santos, 2008)

Caracteristicas dos meios de cultura

Nome Caracteristicas

Meio altamente nutritivo onde crescem a maioria das bactérias
incluindo muitas espécies fastidiosas; a combinagdo de duas
peptonas com extrato de levedura proporciona uma fonte de

vitaminas de complexo B e o sangue de ovelha permite a
detec@o de reac¢des hemoliticas e fornece o fator X (heme)
necessario para o crescimento de muitas espécies
patogénicas.

Meio diferencial para o crescimento de Enterobacteriaceae e
outras batérias Gram -; o cristal violeta inibe o crescimento das

agar MacConkey bactérias Gram +; a diferenciac@o das bactérias coliformes é
feita tendo em conta a ocorréncia de fermentacdo da lactose
do meio, originando coldnias de cor rosa a vermelho.
Meio diferencial para o diagndstico presuntivo de
agar BEA (agar bilis Enterococcus/ grupo D Streptococcus; estas bactérias tém a
esculina) capacidade de hidrolizar a esculina que vai resultar numa
pigmentacao preta do meio.
Meio diferencial para o diagndstico de Staphylococcus aureus;
este meio é constituido por agar Baird-Parker com plasma de
agar RPF (agar plasma e coelho e fibrinogénio permitindo a detecéo da atividade da
fibrinogénio de coelho) coagulase, e um inibidor da tripsina que evita a fibrindlise total
ou parcial dos halos opacos formados em torno das colénias
de bactérias coagulase-positivo.

agar Columbia c/ 5% de
sangue de ovelha
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agar MSA (agar sal
manitol)

Meio diferencial para o crescimento de Staphylococci em altas

concentracdes de sal; Staphylococcus aureus é identificado

devido a fermentacédo do manitol que origina uma coloracao
amarela do meio.

Caldo BHI (brain heart
infusion)

Meio nutritivo composto por infuséo de cérebro e coracéo,
peptonas e glucose. Adequado para a cultura de uma grande

variedade de bactérias, leveduras e fungos.

Tabela 17 — Testes secundarios para identificagdo de agentes isolados (adaptado de Quinn et al,

1999)
Testes para identificac8o de agentes
Teste Descricao Interpretacdo do resultado
. POSITIVO: formacéo de
Deteta a enzima catalase que converte T ~
s . . . bolhas devido a libertagdo do
0 peroxido de hidrogénio a agua e C o
T . oxigénio
oxigénio; com uma ansa retira-se o topo
Catalase de uma colonia evitando o agar sangue, T
4 e Permite distinguir
o material recolhido é colocado numa
P . . Staphylococcus (+) de
lamina de microscopio e uma gota de Streptococcus(-)
peréxido de hidrogénio é adicionada. P
Diferenciacdo de Staphylococcus POSITIVC%QOJ{Q agdo de
aureus de Staphylococcus coagulase 9
Coagulase negativa; 2-4 colénias séo colocadas no Permite confirmar a

tubo contendo a solucdo de plasma de
coelho re-hidratada, incubacgéo a 37°
durante 4H.

identificacao de
Staphylococcus aureus (+)

Identificacdo do
grupo B
Streptococcus

Confirmacéo do grupo de Lancefield; 2 a
3 coldnias sdo adicionadas a 0,4mL da
enzima de extragdo, apds incubacao de
10 minutos a 37°, junta-se uma gota da
suspensao de particulas de latex
sensibilizadas com anticorpos anti-
estreptococos grupo B com uma gota do
extrato bacteriano, apés dois minutos de
agitacéo por meio de movimentos
rotativos verifica-se se ha aglutinacéo.

POSITIVO: aglutinagéo dos
complexos Ac-Ag

Permite confirmar a
identificacdo de
Streptococcus agalactiae (+)

2.7.5. Tratamento e medidas a tomar

Os resultados laboratoriais ndo s6 fornecem informacgdo importante sobre o tratamento a
adotar, mas permitem também delinear as estratégias mais apropriadas para a diminuigdo da
ocorréncia de mastites e incremento da qualidade do leite.

Através do conhecimento dos agentes especificos envolvidos nas IIM responsaveis pelo
aumento da CCS do efetivo, podem ser tomadas medidas de maneio que, geralmente,
reduzem ou previnem novas infecdes.

Genericamente, essas medidas passam por manter as vacas hum ambiente limpo; realizar uma

terapia de secagem adequada e direcionada para o agente identificado; identificar as vacas
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infetadas com agentes contagiosos e ordenha-las em dultimo lugar; ponderar o refugo em
animais com CCS altas cronicas ou infetadas com agentes como o Staphylococcus aureus.

Na tabela 18 encontram-se resumidas as principais fontes de infecdo, propagacédo e medidas a
adotar no controlo de mastites segundo os agentes frequentemente mais isolados na rotina
laboratorial.

O tratamento preconizado vai depender, ndo s6 do agente isolado na sequéncia da analise
microbiolégica, mas também dos resultados registados no teste de sensibilidade aos
antibioticos para esse mesmo agente, de uma determinada exploracdo. Isto €, uma mesma
espécie de um determinado agente microbiolégico pode significar dois tratamentos distintos

consoante a exploracdo onde foi isolado.
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Tabela 18 - Resumo das principais fontes de infe¢céo, propaga¢édo e medidas a adotar no controlo
de mastites segundo o agente isolado (adaptado de NMC, 1999b; Laboratory for Udder Health,

2011)

Bactéria

Fonte de infecéo

Propagacéo

Controlo

Staphylococcus
aureus

Uberes infetados de
outras vacas na
exploracéo;
Maos dos
ordenhadores;
Camas contaminadas
com leite de vacas

Durante a ordenha: panos de
limpeza do Ubere; tetinas;
maos dos ordenhadores;

funcionamento inadequado da

maquina de ordenha

Usar panos de limpeza
individuais;
Pés-dipping; tratamento
na secagem; refugo dos
casos cronicos; ordenhar
em ultimo lugar

infetadas
Infecdo do canal através de
Flora da pele; fontes existentes na pele; ma P
cosataﬂrasggzoecziisva Ocasionalmente cobertura dos tetos durante o Tratarrljgr?t_cc)jlreglggf:a em
9 9 ambientais dipping 9

Uberes infetados de

Usar panos de limpeza
individuais;

Streptococcus outras vacas na Durante a ordenha: panos de P6s-dinpina: tratamento
agalactiae ~ limpeza do Ubere; tetinas, etc PP g.,
exploracao na secagem; refugo dos
casos cronicos;
Novas IIM durante o periodo Melhorar a saneamento
inicial da secagem; ordenha de  dos parques; ordenhar
. . animais molhados; ma animais limpos e secos;
Streptococcus Ambiente: periodo ~ . pos s
. L preparacgdo das vacas antes da  evitar ocorréncia de liner
uberis inicial da secagem - L PO
ordenha; entradas de ar na slips; Pré e pds-dipping;
maquina de ordenha (liner tratamento na secagem;
slips) uso de selante
Escherichia coli:
Melhorar o saneamento
cama, estrume e .
solo: dos parques; ordenhar
NN . animais limpos e secos;
Klebsiella spp.: . e . L .
- Contacto ambiental:animais evitar ocorréncia de liner
material de cama sujos e molhados, camas slips; manter as camas
Coliformes organico ) ’ pS,

Enterobacter spp.:
cama, estrume e

contaminadas, tempo himido e
quente

limpas e mudar o
material com
regularidade; manter as

solo; vacas de pé apoés
Serratia spp.: solo e pe ap
plantas ordenha

Corynebacterium
bovis

Uberes infetados de
outras vacas na
exploracéo

Durante a ordenha: tetinas, etc

Po6s- dipping; tratamento
na secagem

Leveduras tipicas

Ambiente: solo,
plantas, agua

Exposi¢do a ambientes
hamidos: lavagens frequentes
do Ubere, camas humidas, etc;

Ordenhar animais limpos
e secos;

Prototheca

Ambiente: solo,
plantas, agua

Exposicéo a ambientes
hdmidos: lavagens frequentes
do ubere, camas humidas, etc;

Uberes infetados

Ordenhar animais limpos
€ Secos;
Refugo de animais
infetados

Para além das medidas que visam um agente especifico, existem principios gerais do controlo

de mastites que devem ser aplicados em todas as exploracdes de leite.

Em 2001, o National Mastitis Council estabeleceu 10 pontos fundamentais que um programa

de qualidade do leite deve ter. O implemento das praticas a seguir referidas a todos os
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procedimentos de rotina vai, ndo s6é prevenir novas IIM, como também controlar agentes

ambientais e agentes contagiosos. O caracter geral destes pontos € enunciado em seguida,

assim como as principais medidas propostas:

1. Estabelecimento de objetivos para a saude do Ubere:

1.
2.

Estabelecer metas realistas para a média da CCS e taxas de mastites clinicas;
Revisdo dos objetivos com todos os membros integrantes da equipa de
trabalho (produtor, pessoal da ordenha, responsaveis pela limpeza e maneio e
médicos-veterinarios);

Estabelecer uma prioridade nas mudancas a implementar para alcancar os

objetivos propostos.

2. Manutencgdo de um ambiente limpo, seco e confortavel:

1.

Garantir o uso adequado das instalagfes através de um adequado tamanho e
design dos parques;

Manter os parques limpos, secos e confortaveis através de um maneio
adequado das camas;

Manter os vérios lotes de animais, areas de alojamento e corredores limpos e
secos;

Assegurar o correto funcionamento do sistema de ventilagao;

Garantir uma densidade populacional adequada nos varios parques;

Controlo das influéncias prejudiciais do ambiente ( stress térmico, insetos,
precipitagcdo, entre outros);

Certificar que as vacas permanecem de pé ap6s a ordenha ( fornecer alimento

fresco e agua).

3. Procedimentos de ordenha adequados:

1.

Examinar os primeiros jatos de leite para facilitar a detecdo precoce de
mastites clinicas e estimular a descida do leite;

Aplicar o pré-dipping (desinfetante dos tetos) de modo a cobrir toda a
superficie do teto e atuar durante pelo menoos 30 segundos;

Secar os tetos usando um pano devidamente lavado e desinfetado em apenas
uma vaca, ou um pano de papel de uso Unico;

Usar luvas limpas durante o processo de ordenha para limitar a disseminacéo
de agentes contagiosos;

Anexar as tetinas corretamente (formando um quadrado com o Ubere) dentro
de 90 segundos ap6s inicio da preparagédo do Ubere;

Ajustar o tubo do leite durante a ordenha para evitar a entradas de ar (liner
slips);

Em méaquinas com ordenha manual evitar a sobreordenha, e desligar o vacuo

antes de remover as tetinas;
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10.

Aplicar o pos-dipping imediatamente apds a remocao das tetinas e de modo a
que toda a superficie do teto seja coberta;

Os desinfetantes pré e pés ordenha devem ser selecionados baseados na sua
eficacia;

Ordenha as vacas com |IM confirmadas por aggentes contagiosos por ultimo.

4. Revisao da maquina e equipamento de ordenha:

1.

Manutencdo regular de todo o equipamento de acordo com as instru¢cbes do
fabricante;

Substituir tetinas e tubos do leite partidos ou rachados imediatamente apés a
sua detecéo.

5. Adotar um bom sistema de registos:

1.

Para cada caso de mastite clinica registar a identificagdo da vaca, niumero e
tipo de tratamentos, dias em leite (DEL), quarto afetado, resultado dos
tratamentos e agente identificado na analise microbioldgica;

Usar um sistema de registo, computorizado ou manual, da informacé&o
individual de cada vaca relativa a CCS, na prevaléncia e incidéncia das

mastites subclinicas.

6. Maneio adequado dos casos de mastites clinicas durante a lactacéo:

1.

Desenvolvimento e implementacdo de um protocolo de tratamento das
mastites clinicas com o Médico Veterinario;

Colher uma amostra assética antes do tratamento para cultura microbiolégica e
testes de suscetibilidade antimicrobiana, se necessario;

Antes da aplicacdo de solugBes antimicrobianas intramamarias, desinfetar o
teto com uma toalhete germicida e a ponta do teto com uma gaze ou algodao
embebido em alcool;

Aplicar a bisnaga de tratamento de acordo com as instru¢fes do fabricante e
de dose Unica;

Na&o tratar infe¢cdes crénicas ndo responsivas;

Respeitar os intervalos de seguranca referidos pelo fabricante;

Identificar eficazmente todas as vacas tratadas e registar todos os tratamentos

permanentemente.

7. Tratamento de secagem adequado e eficaz:

1.

Secar as vacas repentinamente e aplicar o tratamento logo apés a ultima
ordenha da lactacgéo;

Tratar todos os quartos com uma formulagcdo antimicrobiana aprovada
comercialmente para o efeito, de preferéncia de longa acdo e/ou um selante
interno de tetos;

Desinfetar o teto e a ponta do teto com algoddo embebido em alcool antes da

infusdo e, apds esta, utilizar um desinfetante pds-ordenha (pés-dipping);
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Manutengdo de um ambiente limpo, seco e confortavel durante o periodo seco
de modo a minimizar a exposi¢cao aos agentes;
Em efetivos com elevada incidéncia de mastites por coliformes considerar

vacinar de acordo com as instru¢c8es do fabricante.

8. Adocdo de medidas de biosseguranca para agentes contagiosos e identificacdo dos

animais infetados cronicamente:

1.
2.

Requisicéo dos dados relativos a CCS individual e do tanque;

Se possivel, obter amostras colhidas asseticamente para cultura
microbioldgica, de animais antes da sua compra,;

Segregar vacas com CCS persistentemente altas e observar resposta ao
tratamento na secagem ou outras terapias recomendadas;

Identificar ou segregar animais persistentemente infetados com
Staphylococcus aureus ou outros agentes ndo responsivos (Mycoplasma,
Nocardia, Pseudomonas ou Trueperella pyogenes);

Considerar o estado de saude do Ubere de novilhas devido ao impacto que

pode advir na biosseguranca do efetivo.

9. Monitorizagdo regular da saude do Ubere:

1.
2.

Aderir a um programa de monitorizac¢ao individual da CCS;

Realizar andlises microbiolégicas de casos clinicos e CCS elevada,
regularmente;

Usar os registos referentes a CCS e mastites clinicas para avaliar protocolos

de tratamento e decidir sobre os tratamentos e farmacos a adquirir.

10. Revisdo do programa de qualidade do leite:

1.

Obtencdo de avaliacdes objetivas do Médico Veterinario e entidade que
procede a compra do leite;

Abordagem passo-a-passo a revisao e uso de um formulério de avaliacéo;
Fazer uso de toda a equipa de trabalho (produtor, pessoal da ordenha,

responsaveis pela limpeza e maneio e médicos-veterinarios).
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3. Reviséo bibliografica

3.1. Introducéo
Até recentemente, as mastites eram principalmente uma preocupacao entre os produtores e a
indUstria leiteira. Atualmente, devido as crescentes preocupacdes sobre os residuos
antimicrobanos, resisténcia antimicrobiana, qualidade do leite e bem-estar animal, as mastites
tornaram-se alvo do interesse dos consumidores e sociedade.
E, hoje em dia, imprescindivel para a industria leiteira garantir uma imagem associada ao leite
como sendo um produto de alta qualidade, saudavel e nutritivo, e produzido por animais
saudaveis.
As mastites representam o maior desafio da industria leiteira em todo o mundo, apesar da
continua pesquisa e implementacgdo de estratégias para o seu controlo (Bradley, 2002).
Apesar das pesadas implicagbes financeiras das mastites, a importancia da ocorréncia desta
afecdo na saude publica ndo deve ser desvalorizada. O uso intensivo de antibiéticos no
tratamento e controlo das mastites tem possiveis implicagfes na salide humana através de um
aumento do risco de entrada de bactérias com estirpes resistentes aos antibiéticos, na cadeia
alimentar (White & McDermott, 2001).
Nos ultimos 40 anos observou-se uma diminuicdo dramética da incidéncia das mastites
clinicas, mas tal ocorréncia foi acompanhada por uma mudanca na importéncia relativa e
absoluta de diferentes agentes etiologicos (Bradley, 2002).
A implementacdo do plano de controlo dos cinco pontos que se centrava essencialmente em
reduzir a exposigdo, duracao e transmisséo de infe¢des intramamadrias, reduziu a incidéncia de
mastites bovinas por agentes que mostravam uma via contagiosa de transmissédo, mas teve
pouco efeito na incidéncia de mastites por bactérias que infetavam a glandula mamaria através
de um reservatério ambiental (Leigh, 1999).
Esta mudanca na etiologia ao longo das Ultimas décadas esta bem patente nos resultados de
um estudo que mostram a diminui¢cdo da incidéncia das mastites contagiosas antre 1968, 1995
e 2007, e o aumento proporcional da importancia das infecbes por agentes ambienatis,
nomeadamente Escherichia coli e Streptococcus uberis (tabela 19).
Os agentes denominados de agentes ambientais, nomeadamente Escherichia coli e
Streptococcus uberis, sdo agora duas das causas mais comuns de mastites bovinas e um
problema crescente em exploracdes de baixa contagem de células somaticas (Bradley, 2002).
A mudanca na etiologia das mastites bovinas durante as Ultimas décadas pode residir na
capacidade adaptativa destes agentes a glandula mamaria ou na desvalorizagdo dos seus
mecanismos de patogénese (Bradley, 2002).
A seguinte revisdo pretende abordar a tematica das mastites bovinas com especial atencdo

para os agentes ambientais.
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Tabela 19 — Relacdo entre as mastites contagiosas e as mastites
ambientais (adaptado de Blowey & Edmonson, 2010)

Casos de mastites clinicas (%)

Tipo 1968 1995 2007
Coliformes 54 26 19,8
Streptococcus agalactiae 3 0 0
Staphylococcus aureus 37,5 15,4 3,3
Streptococcus dysgalactiae 20,1 10,8 1,5
Streptococcus uberis 17,7 32 23,5
Outros 16,3 15,8 0
Cultura negativa 0 0 26,5
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3.2. Mastites
3.2.1. Definicao
Mastite (do gr. mastés, «seio» + ite) define-se como uma inflamagdo do parénquima da
glandula mamaria indepentemente da causa (Radostitis et al, 2007). A reacéo inflamatoria,
geralmente como consequéncia de uma infecdo microbiana (Watts, 1988), vai resultar numa
série de mudancas fisicas e quimicas do leite e alteracdes patolégicas no tecido glandular
(Radostitis et al, 2004).

3.2.2. Anatomia e fisiologia da glandula mamaria

Independentemente do arranjo ou numero especifico de glandulas mamarias de um
determinado mamifero, a sintese e secre¢do de leite requer uma glandula maméria
desenvolvida e funcionalmente matura (Nickerson & Akers, 2002).

O Ubere dos bovinos de leite é constituido por quatro glandulas mamarias, sendo cada uma
delas constituida por uma cisterna do teto, cisterna da glandula, ductos galact6foros, alvéolos
compostos por células secretoras epiteliais e tecidos de suporte (Nickerson & Akers, 2002)
(figura 17).

As células epiteliais revestem interiormente os alvéolos e séo responsaveis por sintetizar e
secretar o leite que é armanezado nos ductos e alvéolos . Por sua vez, as células mioepiteliais
revestem exteriormente os alvéolos e ductos e, quando expostas a hormona ocitocina,
contraem-se forcando a saida do leite para a cisterna da glandula (Davidson & Starberfeldt,
2007).

Uma das importante adaptacbes anatémicas do Ubere é o0 seu sistema de ligamentos
suspensores que Ihes permite suportar producdes que podem chegar aos 25kg por ordenha e,

juntamente com o tecido mamario, alcangar os 70kg (Nickerson & Akers, 2002).
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Figura 13 — a) Diagrama de secc¢éo longitudinal ilustrativo da estrutura anatdbmica do Ubere e
aparelho suspensor; b) Diagrama ilustrativo de quarto mamario; c) Diagrama ilustrativo de um
alvedlo (adaptado de Nickerson & Akers, 2002)

3.2.3. Mecanismos de defesa

A glandula mamaria detém uma variedade de mecanismos de defesa que podem ser
separados em duas categorias distintas: imunidade inata e imunidade especifica (Sordillo &
Streicher, 2002).

A imunidade inata ou imunidade nao especifica, constitui a defesa predominante durante os
estadios iniciais da infecdo e a sua resposta esta presente ou € ativada rapidamente no local
da infecdo por numerosos estimulos, contudo ndo é aumentada pela exposi¢do repetida ao
mesmo insulto. Se os mecanismos de defesa funcionarem adequadamente a maioria dos
agentes patogénicos é eliminada rapidamente num curto periodo de tempo, antes de ocorrer
uma ativacdo da resposta imune especifica (Sordillo & Streicher, 2002).

As defesas inatas da glandula mamaria podem ser classificadas em: defesas anatomicas
mediadas pela barreira fisica do canal do teto; defesas celular; e determinadas defesas
soluveis.

A imunidade adquirida ou imunidade especifica tem a capacidade de reconhecer um
determinado agente patogénico (Sordillo, 2009) levando a uma eliminacdo selectiva dos
agentes causadores de mastites (Sordillo & Streicher, 2002). O reconhecimento de fatores

patogénicos € mediado por varias populacdes linféides, macréfagos e anticorpos.
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3.2.4. Defesas anatémicas

O canal do teto é a primeira linha de defesa contra as mastites, uma vez que se encontra na
rota dos agentes invasores da glandula mamaria (Rainard & Riollet, 2006).

O esfincter, contituido por fibras circulares de musculo liso, mantém a abertura do canal do
teto encerrada apés a ordenha, e a descamagédo continua do epitélio estratificado do canal
resultard na formacdo de queratina promovendo o seu isolamento entre as ordenhas
(Nickerson & Akers, 2002) (figura 18). A ordenha constitui uma operagdo critica
comprometendo a integridade da barreira fisica, uma vez que o fluxo de leite remove o rolhdo
de queratina e o canal do teto é distendido devido ao vacuo (Rainard & Riollet, 2006).

O aumento da permeabilidade do esfincter esta diretamente relacionado com o aumento da
incidéncia de mastites (Sordillo & Streicher, 2002) e, segundo Schultze & Bright (1983) apés a

ordenha séo necessérias duas horas para que o esfincter contraia e encerre o canal do teto.

' Queratina

Seccéo
longitudinal do
teto

Esfincter

Figura 14 — Diagrama ilustrativo da estrutura do
canal do teto: rolhdo de queratina e musculo
esfincter (adaptado de Nickerson & Akers,
2002)

3.2.5. Defesas celulares

O numero total e a actividade das populagdes de leucdcitos da glandula mamaria representam
um papel vital na determinacdo da severidade e duracdo da IIM (Sordillo & Streicher, 2002).

Os neutrdfilos, macréfagos e células natural killer representam as principais defesas celulares
inatas e sua fun¢do bioldgica encontra-se resumidamente descrita na tabela 20 .

Os neutréfilos, apesar de se encontrarem em ndmero relativamente baixos na glandula
mamaria saudavel (<10° /mL), numa situagdo de mastite constituem mais de 90% de toda a
populacgao de leucdcitos (>108 /mL) (Sordillo & Streicher, 2002).

Os macroéfagos representam o tipo de célula dominante no leite e tecidos da glandula mamaria

saudavel e, apesar do seu nimero tender a ser baixo durante a inflamacao (Sordillo &
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Streicher, 2002), estdo implicados na detecdo dos agentes invasores e consequente activacao
da resposta inflamatéria (Rainard & Riollet, 2006). A capacidade funcional dos macréfagos da
glandula mamaria sofre um decréscimo acentuado no periparto estando esta alteracédo
diretamente relacionada com o aumento da incidéncia de mastites nessa fase (Sordillo &
Streicher, 2002).

Os linfécitos T CD4+, os linfécitos T CD8+, os linfocitos B, células plasmaticas e macrofagos
representam as principais defesas celulares especificas e sua fungdo bioldgica encontra-se

resumidamente descrita na tabela 20.

Tabela 20 — Resumo das fung¢des biolégicas das defesas celulares inatas e adquiridas da glandula
mamaria (adaptada de Sordillo & Streicher, 2002)

Defesas celulares inatas

Fagocitose e destruigdo intracelular das bactérias; Secrecao de

Neutroéfilos . .
fatores antibacterianos

Fagocitose e destrui¢do intracelular das bactérias; apresentagdo de
Macréfagos antigénios em conjunto com o CMH (complexo maior de
histocompatibilidade)

Linfocitos ndo-imunes que secretam proteinas antibacterianas apos

Células NK o
ativacao

Defesas celulares adquiridas

Linfécitos T Producéo de citoquinas imunoreguladoras apds reconhecimento de
moléculas de CMH classe Il; células de meméria apos
CD4+ (helper) reconhecimento do antigénio
Linfocitos T Lise de células hospedeiras quando danificadas ou alteradas com
moléculas do CMH classe |; producéo de citoquinas
CDB8+ (T citotoxicos) imunoreguladoras

Linfocitos B Exposicédo de Ac ligado a membrana para apresentacéo do Ag;

Células B células de memdaria apds interacdo com Ag

Linfocitos B
Sintese e secre¢do de Ac especificos para um determinado Ag
Células plasmaticas

3.2.6. Fatores sollveis

Ambos os fatores, inatos e especificos, representam uma importante linha de defesa na
glandula mamaria capazes de originar respostas efetivas face a agentes patogénicos invasores
(Sordillo & Streicher, 2002).
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A resposta primaria imunitaria especifica ocorre através dos anticorpos produzidos pelos
linfécitos B ativados (Sordillo & Streicher, 2002). As quatro classes de imunoglobulinas (IGs)
influentes nos mecanismos de defesa da glandula mamaria encontram-se referidas na tabela
21.

Geralmente, as IGs atingem uma concentracdo maxima nas secre¢cées mamarias durante a
génese do colostro e durante a inflamagéo (Sordillo & Streicher, 2002).

A glandula mamaria, para além dos fatores especificos referidos, possui fatores soliveis
inatos que podem atuar em conjunto com as IGs ou independetemente destas (Sordillo &
Streicher, 2002). A lactoferrina, a lisozima, o sistema complemento e as citoquinas sdo 0s
principais fatores responséaveis pela defesa inata e as suas fun¢des encontram-se descritas na
tabela 20.

A lactoferrina, uma proteina ligante ao ferro, é produzidas pelas células epiteliais e leucécitos e
atua estabelecendo ligagBes com os iBes de ferro livres no leite. Nos ruminantes, a lactoferrina
e a IgGl actuam sinergicamente para inibir agentes como a Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae, mas outras bactérias como Streptococcus agalactiae podem utilizar a lactoferrina
como fonte de ferro (Sordillo & Streicher, 2002).

O complemento é um conjunto de proteinas sintetizadas essencialmente pelos hepatécitos que
pode relacionar-se quer com a imunidade especifica, quer com a imunidade adquirida. Mastites
por coliformes como Escherichia coli sdo especialmente sensiveis a lise mediada pelo
complemento (Sordillo & Streicher, 2002).

A lisozima é uma proteina bactericida presente no leite cuja funcdo consiste na clivagem dos
peptidoglicanos da parede de bactérias gram-positivo, assim como de outras membranas
presentes nas gram-negativo (Sordillo & Streicher, 2002).

As capacidades imunomodeladoras das citoquinas representam um papel importante na fungéo
dos leucécitos da glandula mamaria. As interleucinas, fatores estimuladores de colodnia, os
interferdes e o fator de necrose tumoral alfa (FNTa) sdo os principais grupos de citoquinas a

atuar no decorrer do processo infeccioso (Sordillo & Streicher, 2002).
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Tabela 21 - Resumo das func¢@es bioldgicas dos fatores solluveis da glandula maméria (adaptado
de Sordillo & Streicher, 2002)

Fatores sollveis

Sequestro do ferro impedindo o seu uso pelas bactérias; alteragao
Lactoferrina da parede celular bacteriana; regula a acitividade dos leucécitos da
glandula mamaria

Clivagem das ligac8es carbono e alteracéo da parede celular

Lisozima ;
bacteriana
Complemento Lise bacteriana e/ou promocéo da fagocitose
Citoquinas Factores pré-inflamatérios e imunoreguladores
IgG1 — seletivamente transportadas para as secre¢cdes mamarias;
opsonizacao da bactéria para reforcar a fagocitose
IgG2 — transportadas para a secrecado mamaéria durante a diapdese
dos neutrdfilos; opsonizacao da bactéria para reforcar a fagocitose;
Imunoglobulinas IgA — associadas com a por¢éo lipidica do leite; ndo se ligam ao

complemento ou opsonizam particulas; podem causar aglutinacao,
previnem a coloniza¢éo bacteriana e neutralizam toxinas;

IgM — eficientes na fixagdo do complemento, opsonizacao,
aglutinacéo e neutralizac@o da toxina; apenas opsonizam para 0s
neutroéfilos na presenca de complemento

3.3. Patogénese
A infecdo da glandula mamaria ocorre via canal do teto e o desenvolvimento da mastite

decorrerda de um complexo conjunto de processos que podem, genericamente, ser
classificados em trés fases (Radostitis et al, 2007):
a) ainvasao, que é a fase em que o agente patogénico penetra no canal do teto;
b) a infecdo, que consiste na rapida multiplicacédo e invaséo do tecido mamario a
partir do canal do teto;
c) a inflamacéo, que segue a infecdo e representa a fase em que ocorrem as
mastites clinicas com as varias alterac8es clinicas do Ubere, efeitos sistémios

variaveis e alteragfes discretas a grosseiras do leite;

3.3.1. Resposta inflamatoria

Os sinais classicos da inflamagdo desencadeados, como o aumento da permeabilidade
vascular, vasodilatagdo, edema, aumento do fluxo sanguineo, marginacdo e migracdo dos
neutrofilos, actividade de sintese mamaria diminuida, dor e febre, v8o resultar numa série de

alteracdes da glandula mamaria (Harmon, 2001).
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As alteragBes do Ubere incluem um edema marcado, calor, rubor, ocorréncia de gangrena em
casos hiperagudos e formacao de abcessos em casos cronicos (Radostitis et al, 2007).

Uma diminuicdo na producdo de leite, a presenca de produtos de inflamacdo e mudancas
marcadas na sua composicao sdo alteracGes perceptiveis do leite no decorrer da mastite
(Radostitis et al, 2007).

O aumento da CCS é a principal alteragdo subclinica no leite e representa o principal
parametro de mensuracao da qualidade do leite e sadde do Ubere (Radostitis et al, 2007).

As células somaticas sdo essencialmente constituidas por neutréfilos, macréfagos e linfécitos e
sdo representativas do processo inflamatério que decorre na glandula mamaria (Harmon,
2001).

Durante a infe¢éo e inflamacao, os neutréfilos sofrem uma marginalizacdo e passam dos vasos
sanguineos para os alvéolos, ductos e cisterna do teto (figura 19).

A efectividade da chamada de neutrdéfilos pode ser o fator chave para a resolugéo da infecao e
severidade da afecéo (Burvenich et al, 2003).
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Figura 15 - Diagrama ilustrativo da resposta inflamatéria da glandula mamaria: A) o esfincter do
teto e o epitélio queratinizado fazem parte da primeira linha de defesa; B) papel dos fatores
celulares e sollveis na respota inata: macrdéfagos localizados nos alvéolos fagocitam as bactérias
que entram na cisterna da glandula mamaria, depois de ativados libertam citoquinas como TNFa e
IL-1; C) células endoteliais dos vasos sanguineos adjacentes aos alvéolos expressam moléculas
de adesdo como resposta as citoquinas pro-inflamatérias, iniciando o recrutamento dos
neutréfilos em circulagdo para o sitio da infegédo (adaptado de Oviedo-Boyso et al, 2006)
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A CCS de uma glandula mamaria lactante e saudavel é inferior a 100 000células/mL de leite.
Durante uma IIM, a CCS pode aumentar para mais de 1 000 000 células/mL de leite em
apenas algumas horas devido ao efeito combinado do aumento do nimero de neutréfilos e
diminui¢do do volume de secregdo (Radostitis et al, 2007). O limiar de 200 000 células/mL é o
mais comummente usado quando se refere que o CCS indica uma situacdo de mastite (Dohoo,
2001).

Apesar de a IIM ser o principal fator responséavel pelo aumento da CCS, existem outros fatores
gue, apesar de terem pouco impacto, devem ser referidos. Assim, as células somaticas podem
ser influenciadas pela idade, nimero de lactagéo, stress, época do ano, tempo entre ordenhas,
raca e conformacédo do Ubere (Harmon, 1994; Jagrstad et al, 1989).

3.4. Tipo de mastites
As mastites podem ser classificadas em mastites clinicas e mastites subclinicas.

As mastites classificam-se como clinicas quando existem sinais visiveis do decorrer do
processo de inflamagdo como edema do Ubere, rubor, dor no Ubere e alteracdes
macroscopicas no leite como descoloragdo e presenca de coagulos.

As mastites subclinicas referem-se a uma inflamagédo da glandula mamaria sem manifestacéo
de sinais exteriores ou alteracBes macroscopicas do leite, mas com um aumento na CCS,
detetado com recurso a métodos indiretos como o TCM, medicdo da concentracdo de
eletrdlitos ou medicdo da condutividade elétrica (Blowey & Edmonson, 2010).

Segundo Radostitis et al (2007), as mastites podem ainda ser classificadas segundo a
severidade em: mastites hiperagudas quando existe inflamacé@o severa de inicio repentino,
reacao sistémica marcada e risco de morte; mastites agudas quando a inflamacéo é severa e
tem um inicio repentino mas sem reagéo sistémica; mastites subagudas quando existe uma
inflamacé@o moderada com alteracdes persistentes do leite.

3.5. Fatores predisponentes
Sendo as mastites uma doenga multifatorial, vao resultar da interacao de varios fatores de risco

presentes no préprio animal, do ambiente, da rotina de ordenha e dos agentes patogénicos.

3.5.1. Fatores de risco do animal

a) ldade e nimero de lactagdes: a prevaléncia de quartos infetados aumenta com a
idade, sendo aos sete anos que existe um maior risco de infecdo (Radostitis et al,

2007); as novilhas podem apresentar mastite no momento do parto e, em alguns
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b)

d)

e)

f)

g)

h)

casos, sinais de infecdo ja estdo presentes durante a gestagdo. Estes casos sao
descritos em situacdes de ambientes muito contaminados, succéo por parte de outros
animais e presenc¢a de moscas (De Vliegher et al, 2012);

Altura da lactagdo: muitas das novas infegfes ocorrem no periodo logo apés a
secagem e nos primeiros 60 dias de lactacdo, especialmente infecées por agentes
ambientais (Radostitis et al, 2007);

CCS: a taxa média de incidéncia de mastites clinicas devido a agentes ambientais é
maior em efetivos com CCS do tanque baixas (<150 000células/mL) e com baixa
prevaléncia de infecBes subclinicas (Radostitis et al, 2007; Barkema et al, 1999)
Ordenha e caracteristicas morfoldgicas do Ubere e teto: maior nUmero de ordenhas
e um diametro elevado do canal do teto tém sido associados a um aumento da CCS e
risco de 1IM; a perda de leite entre ordenhas e Uberes com uma sustentacédo deficitaria
cujos tetos se encontrem perto do chdo podem aumentar o risco de infecéo;
Condic¢des fisicas do teto: como ja foi referido anteriormente, o canal do teto constitui
a primeira barreira contra 0os agentes invasores e assim, lesées que afectem os seus
tecidos ou altera¢gBes da sua morfologia como acontece durante a ordenha, constituem
fatores de risco; hiperqueratose do orificio do teto pode também favorecer o
aparecimento de Il1M;

Higiene do Ubere: Uberes conspurcados sdo associados a um aumento da CCS e
aumento da prevaléncia de IIM;

Estado nutricional: deficiéncias nutricionais podem conferir uma menor capacidade
de resposta a IIM, aumentando a incidéncia de mastites clinicas. Provou-se que a
suplementacdo dietética de vitamina E, vitamina A e selénio confere uma maior
protecdo (Radostitis et al, 2007);

Resisténcia genética: sdo varios os factores morfoldgicos, fisioldgicos e imunolégicos
gue afetam a resisténcia ou suscetibilidade de um determinado animal (Radostitis et al,
2007 ); a selegcao para uma vida produtiva longa e uma boa conformagéo do Ubere
podem reduzir a incidéncia de mastites clinicas e o nimero de episddios clinicos por
lactacé@o (Nash et al, 2000).

3.5.2. Fatores de risco ambiental

Maneio e condi¢cBes de estabulagdo: uma vez que os bovinos de leite passam 40-65%
do seu tempo deitados, a qualidade das instalacdes e maneio vao desempenhar um
papel fundamental na influéncia de determinados agentes patogénicos responsaveis
pelas mastites, assim como na intensidade da presséo de infecdo (Radostitis et al,
2007 ); a limpeza frequente das camas e escolha de um material de base que limite o

crescimento bacteriano sdo fundamentais para a diminuicdo da prevaléncia de [IM por
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agentes ambientais. Especial atencdo deve ser dada aos parques utilizados como
maternidade (figura 20); outro factor muito importante é a adequada dimensédo e
planificacdo de determinadas estruturas do parque como cubiculos, corredores e
acessos a zona de alimentacdo ou bebedouros. Dimensdes incorretas dos cubiculos
vao resultar no aparecimento de animais deitados em sitios de elevada conspurcacéo
como é o caso dos corredores (figura 21), constituindo um fator de risco para o
aparecimento de novas IIM; Krawczel & Grant (2009) referem ainda que a

sobrepopulagéo dos parques pode também contribuir para o aumento da incidéncia de

mastites clinicas;

Figura 16 - Parque de maternidade com Figura 17 — Animal deitado no corredor onde
elevada conspurcacdo fecal (fotografia & possivel visualizar o nivel de conspurcacéo

gentilmente cedida pela Dra Ema Roque) fecal. Esta situacdo €& especialmente
problematica se ocorrer logo ap6s a ordenha
(fotografia original).

b) Epoca do ano: influencia essencialmente a ocorréncia de mastites por coliformes
(Radostitis et al, 2007); as chamadas “mastites de verdo” ocorrem sobretudo em
animais estabulados em zonas geograficas muito quentes, no entanto, também no
inverno se verifica um aumento da incidéncia deste tipo de mastites em alturas de
maior precipitacao;

3.5.3. Fatores de risco associados a rotina de ordenha

A ndo implementacdo de procedimentos adequados no controlo de mastites na rotina de
ordenha constitui um importante fator de risco.

A manipulagédo dos animais sem luvas pode representar um aumento na incidéncia das IIM.
Neave et al (1966) citado por Blowey & Edmonson (2010), mostrou que metade das méaos de
todos os ordenhadores desse estudo se encontravam contaminadas com organismos

causadores de mastites antes sequer de a ordenha comecar. As fissuras da pele das méos dos
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ordenhadores podem albergar bactérias e constituir uma fonte de infecdo por Staph. aureus e
Strep. agalactiae (Blowey & Edmonson, 2010).

O desenvolvimento de mastites pode também estar relacionado com o funcionamento do
equipamento da ordenha.

Jones (2009) refere que as maquinas de ordenha podem afetar a salde do Ubere através de
danos ou alterag6es na primeira linha de defesa: pele do teto, canal do teto e mucosa. O rolh&o
de queratina do canal do teto pode ser removido em situacdes de sobreordenha, niveis de
vacuo elevados e existéncia de liner slips originando um aumento da taxa de 1IM, sobretudo em
animais de alta producéo.

De acordo com o National Mastitis Council (1996), a ordenha mecanizada pode estar envolvida
no desenvolvimento de mastites de quatro maneiras:

a) Facilitar a transmissao de bactérias patogénicas entre vacas ou quartos durante a
ordenha: infe¢Bes cruzadas podem significar 40% das novas infe¢cfes; uma preparagéo
inadequada do Ubere como o0 uso de panos comuns, ordenhar tetos molhados ou
flutuagdes no vacuo que vao originar movimentag@es de leite entre tetinas, aumentam
a contaminagéo e transmisséo de bactérias;

b) Ajudar a multiplicacdo de bactérias no canal do teto: o maior fator que influencia novas
IIM é a exposi¢do do orificio e canal do teto a organismos patogénicos; a eversdo do
orifico do teto ou hiperqueratose onde o canal do teto parece encontrar-se
exteriorizado sdo muitas vezes associados a manipulacdo impropria do equipamento
de ordenha;

¢) Aumentar a penetracdo bacteriana no canal do teto: a redu¢do abrupta no vacuo pode
causar um movimento retrégado de ar através da ponta do teto com consequente
projecdo de gotas de leite do exterior até a cisterna do teto. Liner slips € um evento
importante das flutuag8es de vacuo capaz de aumentar a taxa de infegdo (figura 22);

d) Modificar o teto ou o ambiente intramamario de forma a aumentar a infecdo bacteriana
ou diminuir as defesas mamarias: o equipamento de ordenha pode causar trauma no

teto tornando-o0 mais susceptivel a colonizacao e infecao.
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Figura 18 — Fendmeno de liner slips: o impacto
na ponta do teto é causado pela entrada do ar
entre o teto e a tetina, resultando num
desequilibrio da pressdo no coletor de leite
(adaptado de Blowey, 1999)

3.5.4. Fatores de risco dos agentes patogénicos

a) Viabilidade: a capacidade de um determinado agente sobreviver no ambiente que se
relaciona diretamente com os bovinos, resistindo a procedimentos de limpeza e
desinfecdo, € uma caracteristica de cada agente. Agentes causadores de mastites
infecciosas sdo mais suscetiveis a desinfecdo que agentes envolvidos em mastites
ambientais (Radostitis et al, 2007);

b) Fatores de viruléncia: existe uma grande variedade de fatores de viruléncia entre os
agentes patogénicos, cuja influéncia vai ser determinada pela altura da lactacdo e
severidade da IIM e os efeitos nos tecidos da glandula mamaria (Radostitis et al, 2007);

3.6. Etiologia
Uma grande variedade de microorganismos tém sido implicados na etiologia das mastites

bovinas, tendo sido identificadas 137 espécies, subespécies e estirpes na glandula mamaria
(Watts, 1988).
Os agentes associados as mastites bovinas séo, geralmente, divididos em agentes contagiosos

e agentes ambientais, encontrando-se referidos na tabela 22 os principais agentes etiolégicos.

51



Tabela 22 — Principais agentes etioldgicos das mastites bovinas [adaptado de Blowey & Edmonson
(2010) & Radostitis et al (2007)]

Agentes contagiosos Agentes ambientais
Staphylococcus aureus E. coli
Streptococcus agalactiae Enterobacter aerogenes
Staphylococcus coagulase negativo* Klebsiella spp.
Streptococcus dysgalactiae* Pseudomonas aeruginosa
Corynebacterium bovis* Serratia spp.
Mycoplasma spp. Streptococcus uberis

Trueperella pyogenes

Leveduras, fungos e algas

*a classificagdo destes agentes como contagiosos ndo € consensual entre autores

3.6.1. Agentes contagiosos

Os agentes contagiosos tém como principais fontes de infecdo a glandula mamaria e/ou a pele
do teto e a sua transmissdo ocorre durante a ordenha, quer através do equipamento de
ordenha, quer através das maos do ordenhador. Efetivos com elevada prevaléncia de agentes
contagiosos tém, tipicamente, uma CCS alta e uma baixa incidéncia de mastites clinicas
(Blowey & Edmonson, 2010).

De seguida sera apresentada uma breve descricdo dos agentes contagiosos mais frequentes
na etiologia das mastites bovinas.

3.6.1.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus sé&o organismos cocos gram-positivos, hemoliticos, catalase positivos e
coagulase positivos.

Esta bactéria é altamente contagiosa, e estima-se que infegbes por Staphylococcus aureus
ainda ocorram em mais de 80% de todas as exploragdes, apesar dos grandes progressos que
tém sido feitos no controlo de mastites ao longo dos anos (Roberson et al, 1998).

E um agente ubiquitario e pode colonizar a pele do teto e Ubere, vagina, amigdalas, entre
outras areas do corpo, mas € a secrec¢do da glandula mamaria infetada que é a principal fonte
de infe¢d@o no efetivo (George et al, 2007). A transmiss&o entre vacas ocorre ho momento da

ordenha através das maos dos ordenhadores, tetinas ou copos de pré e pdés-dipping. As
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moscas (Hameotobia irritans) sdo um importante vetor na transmissdo de Staphylococcus
aureus nas mastites em novilhas, particularmente em animais com lesGes na ponta dos tetos
(Radostitis et al, 2007). As novilhas infetadas ao parto podem representar aproximadamente
um ter¢co dos novos casos por Staphylococcus aureus, sendo que a inexisténcia de medidas
para controlar a doenca nas novilhas pré-parto pode constituir uma razao para a falha em
erradicar o agente (Roberson et al, 1998).

A maioria das infe¢des por Staphylococcus aureus sao subclinicas, com excrecao intermitente
de elevadas CCS, no entanto, em infe¢6es durante o periodo inicial da lactacdo podem ocorrer
formas hiperagudas, com ocorréncia de gangrena (Radostitis et al, 2007).

Estes agentes tém a capacidade de colonizar o epitélio do teto com consequente fixacdo nas
células epiteliais e invasdo das mesmas. Verifica-se uma destruicdo permanente do
parénquima celular, fibrose e formac¢@o de abcessos, tornando assim dificil a atuacdo dos
antimicrobianos (George et al, 2007).

As infe¢gbes séo cronicas e a taxa de cura é bastante baixa em animais lactantes devido a
inadequada penetragdo do agente antimicrobiano no local da IIM e & resisténcia de
determinadas estirpes aos antibiéticos (Radostitis et al, 2007).

Barkema et al (2006) sugerem o tratamento de animais jovens com infecdes por
Staphylococcus aureus sensiveis a penicilina por serem justificados com uma taxa de cura
satisfatéria e um retorno econdémico, enquanto o tratamento de animais velhos, infecdes
crénicas ou por agentes isolados resistentes a penicilina deve ser desencorajado e os animais

refugados.

3.6.1.2. Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae sdo bactérias cocos Gram-positivos, catalase negativos e beta-
hemoliticos.

Este agente, altamente contagioso, sobrevive pouco tempo no meio ambiente (Maroney, 2005).
O principal reservatério da infe¢éo é a glandula mamaria, sendo frequente a afe¢do de mais do
que um quarto por animal (Maroney, 2005). Ocasionalmente, pode haver colonizacdo do canal
e pele do teto, especialmente se a sua superficie se encontrar danificada (Blowey &
Edmonson, 2010). A transmisséo ocorre durante a ordenha via méaquina de ordenha, méos dos
ordenhadores e materiais de limpeza dos tetos, como é o caso dos pano quando usados em
mais do que uma vaca (Maroney, 2005).

O desenvolvimento de mastites associadas a este agente resulta essencialmente do processo
de invasao e inflamacgéo dos Iébulos do tecido mamario, resultando numa série de episodios
mais frequentes durante o primeiro més apds a infecéo (Radostitis et al, 2007). Apesar de ndo
haver formacdo de abcessos, as infecBes cronicas vdo diminuir permanentemente a

capacidade produtiva da glandula mamaria infetada (George et al, 2007), cujas perdas podem
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atingir os 25% durante a lactacéo e, 10-15% da producdo total esperada numa vacaria onde o
agente esta presente (Radostitis et al, 2007).

A grande maioria das infec6es por Streptococcus agalactiae revelam-se subclinicas podendo,
ocasionalmente, ocorrer episédios clinicos com edema do Ubere e alteracdes macroscoépicas
do leite (Maroney, 2005).

Diversos autores referem taxas de cura superiores a 90% apoés tratamento intramamario com
medicamentos da familia da penicilina (Owens et al, 1997; Maroney, 2005; George et al, 2007;
Radostitis et al, 2007). O tratamento de animais com infe¢cdes subclinicas resulta numa
aumento da producdo e decréscimo acentuado na CCS do tanque, tornando deste modo o

tratamento economicamente viavel (Maroney, 2005).

3.6.1.3. Staphylococcus coagulase negativo

Os agentes denominados por Staphylococcus coagulase negativo (SCN) séo bactérias cocos
Gram-positivos, catalase positivos, coagulase negativos e algumas espécies sdo hemoliticas
(Blowey & Edmonson, 2010). Exemplos de espécies incluidas neste grupo sdo: Staphylococcus
xylosus, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus simulans.

Infe¢Bes por SCN ocorrem, geralmente, durante a fase final da lactacdo em vacas multiparas
enquanto vacas primiparas desenvolvem a infecdo antes ou logo apés o parto (Pyoréla &
Taponen, 2009). Estudos sugerem que espécies de SCN se comportam como agentes
contagiosos, enquanto outras se comportam como agentes ambientais (Pydréla & Taponen,
2009; Piessens et al, 2011); e que a distribuicdo das espécies de SCN no leite e ambiente
difere entre as exploracdes (Piessens et al, 2011).

Infe¢Bes Intra-mamarias (1IM) devido a SCN induzem uma reagéo inflamatoria leve resultando
em infe¢Bes subclinicas com elevagdo moderada da CCS, no entanto infegcbes persistentes
podem provocar danos no tecido mamario com consequente diminuigdo da producéo de leite e
diminuicdo da qualidade (Pyorala & Taponen, 2009). A prevaléncia de mastites por SCN é
maior em vacas primiparas do que em vacas multiparas (Schukken et al, 2009).

A taxa de cura apés o tratamento antimicrobiano é usualmente alta e a adoc&do de medidas de
controlo de agentes contagiosos como o uso de um desinfetante de tetos apés a ordenha reduz

as infecdes por SCN no efetivo (Pyorala & Taponen, 2009).

3.6.1.4. Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus dysgalactiae € um agente coco gram-positivo, catalase negativo e alfa-
hemolitico.

Este organismo possui caracteristicas de agente contagioso e agente ambiental (Calvinho et al,
1998; Blowey & Edmonson, 2010; Petersson-Wolfe, 2012). Streptococcus dysgalactiae pode

ser isolado da glandula mamaéria infetada e lesdes nos tetos e transmitido primariamente
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através da ordenha, como também pode sobreviver no ambiente e provocar 1IM durante o
periodo nao lactante (Calvinho et al, 1998).

Os sinais de infe¢do por Streptococcus dysgalactiae sédo inespecificos podendo resultar em
mastites subclinicas ou clinicas com leite alterado e edema do quarto afetado (George et al,
2007).

Tratamentos antimicrobianos com penicilina, cloxacilina e cefalosporinas tém tido resultados

satisfatorios (George et al, 2007).

3.6.1.5. Corynebacterium bovis

Corynebacterium bovis é um agente gram-positivo e catalase positivo.

Este agente coloniza o canal do teto e ocasionalmente causa infe¢es leves a moderadas do
Ubere com um ligeiro aumento na CCS e um ligeiro decréscimo na producéo de leite (NMC,
1999a).

A infe¢@o ocorre durante a ordenha e o tratamento antimicrobiano durante a lactacéo n&o é
indicado (NMC, 1999a).

3.6.1.6. Mycoplasma spp.

Mycoplasma bovis é o0 agente mais comum em mastites por Mycoplasma spp. Responsavel por
mastites agudas com forte manifestacao clinica que subsequentemente evoluem para mastites
cronicas, podem ocorrer em apenas um quarto mas frequentemente atingem dois ou mais
quartos (George et al, 2007).

Altamente contagioso, € um agente ubiquitario que pode ser isolado no trato respiratério e
vagina, e é associado a infe¢des respiratdrias e artrites nos animais mais novos da exploragéo.
A transmissdo pode ocorrer assim, quer durante a ordenha, quer através do meio envolvente e
fémites (Maunsell et al, 2011).

A resposta ao tratamento com antimicrobianos é pobre e, uma vez identificados, estes animais
infetados devem ser segregados e ordenhados no final, no entanto o refugo é aconselhado
(Blowey & Edmonson, 2010).

Para o controlo de mastites de natureza contagiosa foi elaborado, nos anos 60, um plano de
controlo composto por cinco pontos. Estes pontos fazem referéncia a utilizagdo e manutencgéo
apropriada do equipamento de ordenha, desinfecdo dos tetos ap6s a ordenha (pdés-dipping),
tratamento adequado das mastites clinicas durante a lactacdo, antibioterapia de secagem e
refugo dos animais cronicamente infetados (Veerkamp & Haas, 2005).

Atualmente sdo muitas as explora¢des por todo 0 mundo que implementam este plano e cujos

pontos fazem parte dos procedimentos de rotina.
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Smith & Hogan (2001) referem que exploracdes que adotaram este plano de controlo
conseguiram a erradicacdo de agentes como Steptococcus agalactiae e reduziram para
menos de 1% os quartos infetados por Staphylococcus aureus.

3.6.2.Agentes ambientais
As mastites ambientais podem ser definidas como as |IM causadas por agentes cujo

reservatério primario € o proprio ambiente onde o animal vive. Ao contrario das mastites
contagiosas cuja fonte de infecdo é o quarto mamario infetado e a exposigdo aos agentes
ocorre durante a ordenha, nas mastites de origem ambiental a exposicdo da ponta do teto aos
agentes ambientais ocorre durante toda a vida do animal, incluindo durante a ordenha, entre
ordenhas, periodo seco e antes do primeiro parto em novilhas (Smith et al, 1985; Costa et al,
1996).

Descritos como invasores oportunistas da glandula mamaria, os agentes ambientais
tipicamente invadem, multiplicam-se, desencadeiam uma resposta imune e sao rapidamente
eliminados, ndo se encontrando adaptados a sobreviver no hospedeiro (Bradley, 2002). No
entanto, a ocorréncia de infe¢des persistentes de agentes ambientais como Escherichia coli e
Streptococcus uberis podem sugerir o desenvolvimento de algum grau de adaptagdo a
glandula maméria (Bradley & Green, 2001).

Os agentes ambientais constituem um grupo heterogéneo de bactérias com uma grande
variedade de géneros, espécies e estirpes. Aqueles que sdo mais frequentemente encontrados
sdo as espécies de Streptococci ndo Streptococcus agalactiae (estreptococos ambientais) e
agentes coliformes (Smith et al, 1985).

Estas infecbes sdo normalmente associadas a condicbes onde a presenca de sujidade e
humidade s&do uma constante, expondo a ponta do teto a uma elevada concentragdo
bacteriana. Assim, animais estabulados em condi¢cdes de higiene precéria, parques de
maternidade conspurcados, preparacao impropria ou inadequada para a ordenha e descida do
leite, e ocorréncia de liner-slips durante a ordenha sdo fatores de risco que podem levar a
ocorréncia de 1IM por agentes ambientais.

A cama dos animais pode depesempenhar um papel importante na transmissdo de agentes
ambientais responsaveis por [IM. O contato proximo e prolongado do Ubere e tetos com o
material que constitui a cama e que pode albergar elevadas populacfes de bactérias, tem sido
associado com o aumento da contaminacao dos tetos por agentes ambientais e aumento da
incidéncia de infe¢Bes (Zehner et al, 1986).

Coliformes e Streptococcus uberis em quantidade superior a 10® UFC/g de material de cama

podem resultar no aumento da incidéncia das mastites (Zehner et al, 1986).
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3.6.2.1. Coliformes

As bactérias Gram-negativo sdo os agentes etiolégicos mais frequentemente isolados em
casos de mastites clinicas agudas. O termo mastites por coliformes é muitas vezes utilizado
incorretamente para designar infe¢cdes da glandula mamaria por bactérias Gram-negativo. Dos
agentes coliformes fazem parte E. coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp. (Hogan & Smith,
2003).

3.6.2.1.1. Escherichia coli

Escherichia coli é um bacilo Gram-negativo, oxidase negativo, fermentador da lactose e
algumas estirpes sao hemoliticas (Blowey & Edmonson, 2010).

Este agente causa infecdo e inflamagédo da glandula mamaria em bovinos de leite no periparto
e no inicio da lactacdo com sinais clinicos locais bastante evidentes e, por vezes, reacdes
sistémicas severas. S&o varios os casos de morte que ocorrem por ano devido a infegBes por
E.coli (Burvenich et al, 2003).

Desde 1960 que se tem registado um aumento substancial da incidéncia de mastites por
Escherichia coli e é aceite que é a causa mais comum de mastites fatais (Menzies et al, 1995).
Escherichia coli invade o Ubere através do canal do teto onde se multiplica e desencadeia

uma reagdo inflamatdria imediata com um aumento do nimero de neutrofilos.

3.6.2.1.1.1. Fatores de viruléncia

Ao contrario do que se verifica nas colibaciloses dos vitelos e suinos, a patogenicidade das
mastites por coliformes ndo é devida a presenca de determinadas estirpes de Escherichia coli.
A patogénese deste agente resulta de um fator ndo especifico mas potente, a endotoxina ou
lipopolissarideo (LPS) (Burvenich et al, 2003).

O LPS é o maior componente da membrana exterior da parede celular de bactérias Gram-
negativos e compreende o lipido A, o “core” lipopolissacarideo e as unidades polissacarideas
(antigénio O) (figura 23). A actividade biolégica do LPS reside predominantemente no lipido A,
sendo-lhe atribuida a responsabilidade dos efeitos deletérios do LPS nos hospedeiros
mamiferos: febre, inflamacéo, choque e falha multiorganica (Schukken et al, 2012).
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Figura 19 - a) eletromicrografia de Escherichia coli; b) representacdo esquemética da
localizag&o do lipopolissacarideo (LPS; endotoxina na parede cellular bacteriana; c) estrutura do
lipopolisscarideo e d) estrutura primaria do centro toxico do LPS, o lipido A (adaptado de
www.nature.comy)

O LPS é libertado como resultado do crescimento bacteriano, destruicdo e lise apds resposta
inflamatéria, nos dutos galactéforos. A sua libertagcdo vai ser responsavel por muitos dos sinais
patofisiolégicos observados em mastites por agentes Gram-negativo: febre, alteracdo do
namero de leucécitos circulantes (leucopénia e leucocitose), ativagdo do complemento,
ativacdo de macréfagos, aumento da permeabilidade vascular, entre outros (Burvenich et al,
2003).

A possivel absorgdo do LPS do ubere inflamado durante a mastite para a circulacéo sistémica,
e 0 seu significado a nivel sistémico pode ndo ser tdo claro como tem sido discutido na
literatura nas Gltimas décadas. E frequente dizer-se que animais com mastites por coliformes
mostram sinais de endotoxémia, no entanto esta frase deve ser evitada pois na verdade
verifica-se uma toxinémia causada por FNT - a (Burvenich et al, 2003).
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3.6.2.1.1.2. Resposta inflamatoria

A primeira linha de defesa do mecanismo da glandula mamaria contra Escherichia coli é
baseada nos fagdcitos residentes, maioritariamente células mononucleadas. A maioria dos
fatores quimiotaticos séo produzidos pelo hospedeiro mas também alguns fatores bacterianos
atuam como quimiotaticos, como € o caso do LPS. Apés uma complexa cascata de libertacao
de substancias biolégicas e ativagdo do endotélio, os neutréfilos migram para a glandula
mamaria e aparecem no fluido dos dutos galactéfaros. Apesar dos varios sistemas
antimicrobianos existentes na glandula mamaria, € o influxo massivo de neutréfilos que ira ser
responsavel pela resolugdo da infe¢@o através do sequestro e morte das bactérias invasoras
(Burvenich et al, 2003).

3.5.2.1.1.3 Severidade

Mastites clinicas com sintomas sistémicos graves ocorrem no periparto ou durante o inicio da
lactacdo, enquanto que, a medida que a lactacdo avanca os sinais sao ligeiros a moderados
(Burvenich et al, 2003; Pyorala, 2008).

Mastites clinicas severas sado caracterizadas por um inicio sUbito com sinais sistémicos graves:
diarreia, hipomotilidade ou atonia ruminal, recumbéncia, hipotermia, frequéncia cardiaca
elevada e hipersialia (Burvenich et al, 2003). Localmente ocorre uma inflamagdo exuberante
do Ubere e alteragBes caracteristicas no leite, que adquire um aspeto aguado ou cor de cerveja
e pode conter pequenos coagulos.

Geralmente, existe uma correlagédo entre os sinais clinicos locais e a severidade dos sintomas
sistémicos. Contudo, discrepancias tém sido referidas especialmente em IIM no pds-parto,
onde o aparecimento dos sinais clinicos locais tém um progresso lento e acabam por passar
despercebidos, sendo a reacdo local ligeira sucedida de sintomas sistémicos severos de
choque. Por vezes, quando finalmente se consegue estabelecer um diagnéstico definitivo, o

tratamento acaba por n&o surtir efeito resultando na morte do animal (Burvenich et al, 2003).

3.5.2.1.1.4 Fatores que afetam a severidade

Atualmente, sabe-se que a severidade das mastites bovinas por Escherichia coli é
principalmente determinada por fatores associados ao animal, em vez da patogenicidade do
agente invasor. Os principais fatores so:

1. altura da lactacdo — infecBes experimentais da glandula mamaria de vacas recém-
paridas com Escherichia coli resultaram em mastites mais severas quando comparadas
com infegcBes em animais a meio da lactacdo (Radostitis et al, 2007); Burvenich et al
(2003) refere que uma elevada percentagem de IIM durante os primeiros 60 a 70 dias

de lactacéo podem desenvolver uma mastite clinica severa;
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2. numero e fungdo dos polimorfonucleados (PMN) em circulagdo — como ja foi referido, a
populacdo de PMN representa a maior linha de acdo contra a infecdo da glandula
mamaria e é a sua velocidade de influxo no tecido mamario que vai condicionar a
severidade da mastite. No entanto, no periodo do periparto, 0 nimero e as diferentes
funcdes dos PMN circulantes como a diapedese, fagocitose e a capacidade de destruir
bactérias estdo diminuidos. As maiores variacdes de numero e fungdes ocorrem num
periodo relativamente pequeno de uma semana apos o parto (Burvenich et al, 2000);

3. CCS e idade do animal — efetivos com CCS baixa tém maior incidéncia de mastites
ambientais comparativamente com efetivos CCS elevada (Burvenich et al, 2000); vacas
multiparas mostraram desenvolver mastites por Escherichia coli mais severas
comparativamente com vacas primiparas uma vez que nestas, a funcdo do PMN
parece ser mais eficiente (Pyorala, 2008);

4. estado metabdlico - os principais distlrbios metabdlicos que ocorrem no periparto
também desempenham um papel na capacidade de resposta do sistema imune:
alteracdes no metabolismo dos acidos gordos e um balango energético negativo
podem originar situacdes de figado gordo e cetose. A acumulacdo de gordura no
figado gera disturbios na produgéo dos fatores da imunidade humoral e estd também
associada a diminuicdo da capacidade funcional dos PMN (Zerbe et al, 2000); Leslie et
al (2001) refere a existéncia de uma evidente diminuicdo da capacidade de fagocitose
e morte de bactérias em vacas com cetose e figado gordo; elevadas concentracées de
corpos cetOnicos em circulagdo ao parto inibem a proliferacdo de células
hematopoiéticas (Hoeben et al, 2000) e estdo associados ao aumento da incidéncia de
mastites clinicas durante a fase inicial da lactagdo (Smith et al, 1985; Huszenicza et al,
2004). Pyorala (2008) citando Curtis (1983) referem ainda que vacas com
hipocalcémia no periparto tém maior probabilidade de desenvolver mastites por

coliformes;

3.5.2.1.1.5 Danos teciduais e perda de producéao

Necrose do epitélio mamario ocorre em casos de infe¢cdes severas enquanto em infecBes
moderadas os danos no tecido alveolar sdo minimos (Zhao & Lacasse, 2007).

O influxo em massa dos neutréfilos para a glandula mamaria vai afetar a barreira sangue-leite e
originar danos no epitélio mamario (Zhao & Lacasse, 2007). Por outro lado, as substancias
guimicas resultantes da atividade dos neutrofilos face as bactérias, como as espécies reativas
ao oxigénio, podem causar danos no tecido glandular mamario e diminuir a sua capacidade

secretora (Burvenich et al, 2003).
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3.5.2.1.1.6 Persisténcia das [IM

IIM causadas por Escherichia coli tém, frequentemente, uma duragdo limitada e as bactérias
invasoras sao eliminadas do quarto espontaneamente.

Mastites clinicas recorrentes num animal que demonstrou uma infecao persistente tém sido
descritas mas sdo consideradas excecionais (Dopfer et al, 1999). Lipman et al (1994) reportou
que quartos com mastites clinicas recorrentes causadas por Escherichia coli estavam infetadas
pela mesma estirpe de Escherichia coli. Devido a grande diversidade de estirpes de
Escherichia coli no ambiente, a reinfecdo do Ubere com uma mesma estirpe é improvavel, o
que implica que, durante os episédios recurrentes, o agente sobreviveu na glandula mamaria,
resultando numa IIM persistente (Ddpfer et al, 1999). Bradley (2002) sugere a existéncia de um
grau de adaptacdo de determinadas estirpes ao ambiente da glandula maméria bovina. Tais
adaptacdes ao ambiente podem, por exemplo, ser uma maior capacidade de sequestrar ferro,
sobreviver no interior dos neutréfilos ou aderir e invadir o tecido mamario (Bradley, 2002). Um
aumento da frequéncia de mastites crénicas por Escherichia coli em vérias exploragées foi
referido por Bradley & Green (2001).

3.6.2.2. Klebsiella spp e Enterobacter spp
Klebsiella spp e Enterobacter spp sdo bacilos gram-negativo, oxidase negativos, fermentadores
da lactose e ndo hemoliticos.
Estes dois agentes coliformes sdo normalmente encontrados nos solos, gréos, agua e trato
intestinal dos animais (Hogan & Smith, 2003).
Sendo agentes ambientais e coliformes, € a contaminacgdo fecal do Ubere que esta associada a
este tipo de mastites. No entanto, Klebsiella pneumoniae é muitas vezes associada a
ocorréncia de mastites severas e toxicas em cubiculos com camas de serradura molhada ou
verde (Blowey & Edmonson, 2010).
Ribeiro et al (2008) relataram um caso de mastite clinica hiperaguda por Klebsiella pneumoniae
com apresentacdo de sinais sistémicos como piréxia, anorexia, estase ruminal, polipneia,
tremores, taquicardia e depresséo. A palpacéo os quartos afetados apresentavam-se quentes,
dolorosos e edemaciados, o leite encontrava-se descolorado.
Mastites causadas por Klebsiella pneumoniae podem ser particularmente severas quando
comparadas com mastites por Escherichia coli devido a sua fraca resposta a agentes
antimicrobianos, rapida evolucao para choque téxico e morte (Ribeiro t al, 2008). No grafico 5 é
possivel observar que, dos trés agentes Gram-negativo repesentados, Klebsiella pneumoniae é
a que apresenta uma resposta inata mais severa, demonstrada pela elevada concentracdo de
FNT —a.
A resposta imune inata pode ser bastante preditiva da resposta clinica observada e do risco de
morte ou refugo apds a IIM por qualquer um dos trés agentes mencionados no grafico 5
(Schukken et al, 2012).
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Gréfico 5 - Concentracdo de FNT - a no leite ap6s [IM com E. coli, K.
pneumoniae e S. marcescens (adaptado de Schukken et al, 2012)

Para além da sua fraca resposta ao tratamento, a maioria dos animais acabam por ser
refugados prematuramente pois a CCS é persistentemente alta com casos clinicos recorrentes
(Blowey & Edmonson, 2010).

3.6.2.3. Terapéutica para agentes coliformes

A abordagem inicial ao tratamento de mastites clinicas agudas por coliformes consiste na
terapia de suporte com o0 objetivo de controlar os sinais de toxémia inerentes a infegédo.
Fluidoterapia intensa, venosa ou oral, administracdo de anti-inflamatérios e ordenha frequente
dos quartos afetados sdo procedimentos que devem ser realizados 0 mais rapidamente
possivel.

A administragdo de antimicrobianos tem sido um assunto controverso entre autores. Hogan &
Smith (2003) referem que o uso de antibidticos, quer via parenteral, quer via intramaméria €
virtualmente dispensavel devido a curta duracdo das infecdes e elevada taxa de cura
espontanea. Outros autores como George et al (2007) e Radostitis et al (2007) defendem que
0s antibidticos devem ser considerados como terapia ndo sé em casos severos, como também
para garantir a eliminacéo completa da infecéo e impedir que esta se torne cronica.
Antimicrobianos como gentamicina, sulfamidas associadas a trimetropim, fluorquinolonas e
cefalosporinas de terceira geracao tém-se mostrado eficazes para agentes coliformes (George

et al, 2007).
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3.6.2.4. Controlo

O controlo de mastites por coliformes é caracteristicamente dificil, falivel e frustante. Podem ser

varios os casos fatais de mastites hiperagudas por ano em exploracdes cujo maneio é

aparentemente excelente.

O principal principio para o controlo de mastites por coliformes é a prevencao de novas IIM. A

tomada de medidas preventivas abrange variadissimas areas relacionadas com o maneio dos

animais:

a)

b)

c)
d)

e)

Estabulagdo e ambiente — é normal a presenca de bactérias coliformes em todo o
ambiente que rodeia o animal, no entanto deve ser feito um esforgo para evitar
situagBes que permitam o seu crescimento para numeros elevados.

i) Camas — especial atencédo deve ser dada a animais que se encontrem no inicio do
periodo seco e periparto; o material de cama utilizado nestes parques deve ser
limpo e seco, de modo a prevenir a contaminacéo fecal;

if) Cubiculos — para ser minimizada a possibilidade de contaminacdo dos tetos deve
existir uma limpeza regular; com o objetivo de impedir a defecac¢é@o nos cubiculos,
estes devem possuir as medidas adequadas de modo a que as vacas ndo se
deitem demasiado para a frente e para assegurar que estas defecam no corredor;

Rotina de ordenha — o0 uso de pré-dipping em associa¢cdo com uma boa preparacéo do

Ubere pode reduzir até 51% a taxa de I[IM por agentes ambientais, comparativamente

com apenas uma boa preparacdo do Ubere (Radostitis et al, 2007);

Maquina de ordenha — os niveis de vacuo devem ser revistos regularmente;

Vacas recumbentes — animais em recumbéncia devem ser mantidos com um material

de cama limpo e seco, o Ubere deve ser alvo de limpeza e secagem frequente e os

tetos devem ser embebidos em solu¢Bes desinfetantes;

Vacinagdo — a vacinagao de animais durante o periodo seco e inicio da lactagdo com a

vacina de antigénio LPS fornece uma ferramenta para reduzir a incidéncia e severidade

das mastites clinicas por coliformes (Radostitis et al, 2007).

3.6.2.5. Outras bactérias Gram-negativo

Outras bactérias Gram-negativo que sdo frequentemente isoladas em IIM incluem Serratia

spp., Pseudomonas aeruginosa e Proteus spp.

3.6.2.5.1. Serratia spp.

Serratia spp. € um bacilo gram-negativo, fraco fermentador da lactose (Schukken et al, 2012).

De todas as espécies de Serratia responsaveis por mastites é a Serratia marcescens a mais

prevalente (Bannerman et al, 2004).
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Este agente tem sido isolado da agua, solos, alimento e em materiais de cama, tendo sido
reportado um surto de mastites atribuido a contaminacéo do desinfetante de tetos utilizado na
ordenha (Todhunter et al, 1991; Bannerman et al, 2004).

Novas IIM podem ocorrer quer durante o periodo seco, quer durante a lactagdo (Todhunter et
al, 1991).

Animais infetados com este agente, geralmente, desenvolvem um quadro com sinais clinicos
ligeiros sendo a forma subclinica a mais caracteristica, ao contrario das [IM por outros agentes
Gram-negativos (Bannerman et al, 2004).

IIM por Serratia marcescens tendem a tornar-se infecdes cronicas sendo, nestes casos, a sua
identificacdo dificil devido ao seu carater subclinico e a eliminagdo do agente em numero
reduzido (Bannerman et al, 2004).

A principal preocupacéo relativamente a este agente infeccioso € o fato de estarem descritas
resisténcias a maioria dos antimicrobianos currentemente utilizados para o tratamento de
mastites (Bannerman et al, 2004).

3.6.2.5.2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo Gram-negativo, ndo fermentador da lactose, usualmente
hemolitico e produtor de um odor caracteristico a uvas (Hogan & Smith, 2003).

Mastites clinicas resultantes de surtos por Pseudomonas aeruginosa tém sido associados a
uma série de fatores, incluindo contaminagdo de preparagfes de secagem, de panos de
ordenha, e da agua utilizada para lavar o Ubere antes da ordenha (Bannerman et al, 2005).
Pseudomonas aeruginosa também pode ser encontrada na agua de pocos (Blowey &
Edmonson, 2010).

Animais com IIM por este agente desenvolvem primeiramente uma mastite clinica aguda que
frequentemente evolui para uma infecdo cronica. Mastites agudas gangrenosas tém sido
reportadas em aproximadamente 10% de todos os casos, e mastites com desenvolvimento de
complicagBes sistémicas resultando na morte do animal ndo séo raras(Bannerman et al, 2005).
O tratamento terapéutico revela-se ineficaz, uma vez que Pseudomonas aeruginosa é

resistente a maioria dos antibidticos convencionais (Bannerman et al, 2005).

3.6.2.6. Estreptococcus ambientais
Estreptococos ambientais tém sido referidos, de forma consistente, como uma das principais

causas de mastites clinicas e subclinicas por todo o mundo (Hogan & Smith, 2003). Estes
incluem espécies de outros streptococci que ndo Streptococcus agalactiae e espécies de
enterococci (Todhunter et al, 1995).

Entre os estreptococos ambientais causadores de mastites bovinas, é Streptococcus uberis 0

mais prevalente (Bannerman et al, 2004).
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A percentagem de estreptococos ambientais que causam |IM associadas a sinais clinicos pode
variar de 42% a 68% numa mesma exploracao sendo que, destes 43% de mastites apresentam
apenas alteracdes no leite, 49% envolvem leite alterado com edema do Ubere e, apenas 8%
significam sinais sistémicos como febre e anorexia (Hogan & Smith, 2003).

Durante a lactacao, a incidéncia de mastites clinicas é maior na primeira semana apés o parto
e decresce durante os primeiros 305 DEL. Curiosamente, a taxa de casos clinicos por
estreptococos ambientais € mais elevada em vacas com lactacdes extensas (>305 dias)
comparativamente a vacas no pico da lactagdo. Assim, efetivos com uma elevada percentagem
de animais com uma lactacdo superior a 305 dias parecem ter uma maior prevalencia de 1IM
por estes agentes (Hogan & Smith, 2003).

A utilizacdo de desinfectante nos tetos apds a ordenha (pds-dipping) ndo é efetiva no controlo
de estreptococcus ambientais e resulta num inaceitavel nimero de elevados casos clinicos de
mastites e [IM por estes agentes (Todhunter et al, 1995).

Antibioterapia no periodo de secagem reduz a taxa de novas |IM por estreptococcus
ambientais durante os periodos iniciais do periodo de secagem mas ndo tem efeito durante o
periodo do periparto (Todhunter et al, 1995).

3.6.2.6.1. Streptococcus uberis

Streptococcus uberis € um microrganismo coco gram-positivo, catalase negativo, néo
hemolitico e esculina positivo (Blowey & Edmonson, 2010).

Este agente é ubiquitario e pode colonizar tanto o animal como o seu ambiente. Nos animais
tem sido isolado dos labios, amigdalas, pele, cavidade oral, rimen, trato respiratério, reto,
orificio do teto e fezes (Kromker et al, 2014). Blowey & Edmonson (2010) referem ainda a sua
elevada capacidade de crescimento em camas de palha com elevada incidéncia de mastites.
Tal facto resultou no abandono da palha por grande parte das exploragbes, com preferéncia
pelo estabulamento dos animais em cubiculos cujo material de cama é a areia.

Mastites por Streptococcus uberis sdo, geralmente, consideradas como resultado de uma
exposicdo ambiental a este agente (Lopez-Benavides et al, 2007), contudo casos de
transmissdo vaca-a-vaca tém sido reportados (Douglas et al, 2000; Rato et al, 2008 citando
Zadoks et al, 2003).

3.6.2.6.2. Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia de Streptococcus uberis ndo sdo completamente conhecidos e é
sugerido que a sua expressao varie consoante as estirpes (Kromker et al, 2014).

Segundo Oliver et al (1998) os fatores de viruléncia podem ser classificados em fatores
associados a atividade celular e fatores extracelulares. Alguns fatores associados a atividade e
estrutura celular sdo a toxina neutrofilica, molécula de adeséo, cépsula e fator ativador do

plasminogénio. Os fatores extracelulares sdo a capsula, a hialuronidase e o fator “uberis”.
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Este agente tem a capacidade de aderir e invadir as células epiteliais mamarias, sendo essa
capacidade atribuida a molécula de adesdo designada por “Streptococcus uberis adhesion
molecule” (SUAM) (Almeida et al, 2011). Kromker et al ( 2014) citando Frost et al (1977)
referem que a elevada prevaléncia deste agente em alguns efetivos pode ser explicada pela
sua capacidade de adeséo e invasao das células do hospedeiro.

Possivelmente relacionado com a capacidade de adesdo as células, Streptococcus uberis é
capaz de formar biofiimes. Os biofiimes conferem area e protecdo as bactérias para se
multiplicarem e permite-lhes resistirem aos antibiéticos, desinfetantes e defesas do hospedeiro
(Moore, 2009).

As enzimas produzidas por Streptococcus uberis tém um papel importante na disseminacao da
infecdo: todas as estirpes produzem hialuronidase que parece aumentar a distribuicdo do
agente pelo tecido mamario (Kromker et al, 2014).

O fator ativador do plasminogénio tem sido referido como um importante mecanismo de
obtenc¢édo de nutrientes necessarios a multiplicacdo de Streptococcus uberis (Oliver et al, 1998),
permitindo-lhe a obtencdo de aminoé&cidos a partir da caseina (Leigh, 1999).

Outro fator de viruléncia deste agente esta na sua capacidade para produzir capsulas de acido
hiulorénico, presente em cerca de 44% das estirpes de Streptococcus uberis (Kromker et al,
2014). Estirpes encapsuladas apresentam uma maior capacidade para estabelecer uma
infecdo na glandula lactante do que estirpes sem capsula, as quais sao rapidamente
eliminadas (Field et al, 2003). Os mecanismos através dos quais os polissacarideos capsulares
conferem resisténcia a fagocitose ndo sao consensuais entre autores. Horrowitz & Silverstein
(1980) referiram que a cépsula pode prevenir a ligacdo dos fatores de opsonizagdo como
anticorpos ou o complemento a bactéria; alternativamente King & Wilkinson (1981) sugeriram
que a capsula pode ser permeavel aos fatores de opsonizacdo que se ligam através da
superficie capsular de tal forma que ficam impedidos de se ligarem aos receptores das células
fagociticas. Dados mais recentes indicam que a resisténcia de Streptococcus uberis a
fagocitose pelos neutréfilos ocorre apesar da presenca de IGs ligadas a bactéria; e que a
presenca de capsula em determinadas estirpes de Streptococcus uberis determina
especificamente a resisténcia a fagocitose pelos neutréfilos mas nédo pelos macréfagos (Leigh,
1999).

3.6.2.6.3. Resposta inflamatdria

A resposta inflamatoria consiste num significante recrutamento de leucécitos, que, no entanto,
parece ser ineficaz no controlo do desenvolvimento da infecdo. Streptococcus uberis estimula a
producéo local de citoquinas sendo que o pico das concentracdes de FNT-q, IL-1 e IL-8 é
alcangcado com o aparecimento dos sinais clinicos. Estes achados sugerem que outros fatores

podem estar envolvidos no recrutamento inicial dos leucdcitos (Rambeaud et al, 2003).
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Uma das diferencas mais importante entre 1IM por Escherichia coli e Streptococcus uberis
relaciona-se com a manifestacao dos sinais clinicos, sendo que em infecdes experimentais por
Escherichia coli estes aparecem cerca de 8-16 horas ap6s a inoculacdo da suspensao
bacteriana, enquanto em infe¢cdes por Streptococcus uberis 0s primeiros sinais ndo surgem
antes das 84 horas ap0s inoculacdo. Este aparecimento tardio dos sinais clinicos sugere a
existéncia de uma fase em que o agente se tenta adaptar e crescer na glandula mamaéria. Este
periodo de adaptacdo pode ser necessario para Streptococcus uberis adquirir os aminoacidos
para o seu crescimento. No entanto, Pedersen et al (2003) relataram a exibicdo de sinais
clinicos as 4 horas ap0s a inoculacao, tais diferencas entre estudos devem-se, possivelmente,
a um maior nimero de bactérias inoculadas ou devido ao facto de ser uma estirpe diferente
(Rambeaud et al, 2003).

Casos tipicos de mastites por Streptococcus uberis tém um inicio subito, com edema marcado
do quarto afetado, com alteragBes macroscdpicas do leite marcadas pela presenca de grande
coagulos brancos e, por vezes, com aumento marcado da temperatura corporal (Blowey &
Edmonson, 2010).

3.6.2.6.4. Fatores de risco do animal

O risco de novas IIM por Streptococcus uberis € influenciado pela altura da lactacdo e paridade
do animal.

As primeiras duas semanas apés a secagem e as duas Ultimas antes do parto sao
consideradas como a fase onde o risco de infecdo é maior por este agente. Kromker (2014)
citando Wilkinson (2003) refere que foi durante periodo de secagem que 0s animais a
adquiriram em 56% dos casos clinicos. A elevada taxa de infecdo neste periodo pode estar
associado a falta da acdo de drenagem conferida pela ordenha, alteracbes na composicdo da
secrecdo mamaria e alteracdes morfolégicas do canal do teto (Radostitis et al, 2007). Nas duas
Gltimas semanas antes do parto, a susceptibilidade pode ser justificada pela perda de leite
devido ao edema do Ubere, perda dos rolh6es de queratina do canal do teto ou devido a

imunosupressao caracteristica do periparto (Radostitis et al, 2007).

3.6.2.6.5. Persisténcia da infecéo

Devido as suas caracteristicas bioguimicas, capacidade para invadir as células da glandula
mamaria e capacidade de producdo de biofilmes e formagdo de capsulas, é sugerido que
Streptococcus uberis pode persistir na glandula mamaria bovina. Tais factos promovem o
desenvolvimento de infe¢Bes crénicas e permitem que o agente deixe se ser um agente

ambiental para se tornar um agente com caracteristicas de agente contagioso (Kromker, 2014).
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3.6.2.7. Terapéutica para estreptococcus ambientais

A maioria das mastites associadas a Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae
respondem bem a administracdo local intramamaria de penicilina, cefalosporinas, cloxacilina,
eritromicina e tetraciclinas (Radostitis et al, 2007).
Casos clinicos de mastites em vacas lactantes devem ser tratados pelo menos com duas
administrag6es de antibiético com 12 horas de intervalo, via intramamaria; infe¢cdes subclinicas
em final de lactacdo podem ser tratadas no periodo de secagem (Radostitis et al, 2007).
Alguns casos associados a determinadas estirpes de Streptococcus uberis parecem nao
responder ao tratamento, pelo que este deve ser prolongado nestes animais (Radostitis et al,
2007).

3.6.2.8. Controlo

O controlo de mastites por estreptococos ambientais é alcancado pela diminuicdo da exposi¢ao
aos microrganismos da ponta do teto aos agentes e pelo aumento da resisténcia as IIM.

Uma medida de controlo especifica é a ndo estabulag&o dos animais em camas de palha pelas
razfes acima referidas.

A manutencao de um ambiente limpo e seco é essencial para a redugdo da exposicao do teto e
apesar de este ser um critério que deve ser valido para todos os animais da exploracao,
especial importancia deve ser dada as condi¢des dos animais no periodo secagem e periparto.

A semelhanca das medidas de controlo de mastites por agentes coliformes, o uso de um pré-
dipping, uma boa preparac¢do do Ubere e um adequado funcionamento da méquina de ordenha
verificam-se medidas eficazes.

Uma terapia de secagem adequada € mais efetiva contra estreptococos ambientais do que
coliformes. A infusdo de um antimicrobiano de longa acdo apés a Ultima ordenha da lactacdo
reduziu a incidéncia de novas infecBes por Streptococcus uberis de 12,3% para 1,2%. A
aplicacdo de um selante de tetos no periodo de secagem também se mostrou eficaz na
prevencdo de infe¢cdes associadas a Streptococcus uberis durante esse mesmo periodo de

secagem (Radostitis et al, 2007).

3.6.3. Trueperella pyogenes

Trueperella pyogenes (anteriormente Arcanobacterium pyogenes) € um agente cocobacilo,
Gram-positivo e hemolitico.

Este agente é responsavel por mastites clinicas severas caracterizadas por secregfes
espessas e purulentas que podem surgir como casos esporadicos em bovinos de leite
estabulados, ou associados a surtos de mastites que ocorrem durante os meses de verdo na
Europa designadas por “mastites de verao” (Radostitis et al, 2007).

As fontes de infecdo incluem solu¢des de continuidade infetadas, tetos lesionados, Uberes

infetados, abcessos e trato genital. A exposicdo ao agente ocorre através do contacto de tetos

68



lesionados com um ambiente contaminado, como a maternidade ou parque das vacas secas;
ou através de vetores como as moscas (NMC, 1999b).

As IIM por este agente sdo mais frequentes em vacas secas e novilhas antes ou na altura do
parto, e ocasionalmente em animais lactantes (NMC, 1999b).

Os sinais clinicos caracterizam-se por um edema marcado e aumento de consisténcia do
Ubere, febre, inapténcia, taquicardia e depresséo. O leite, inicialmente, aparece descolorado e
com codagulos e evolui para uma secrecédo purulenta (Radostitis et al, 2007).

A resposta ao tratamento é fraca e o prognostico € mau uma vez que, na maioria das vezes, 0
guarto ndo consegue recuperar a producao de leite devido aos danos irreversiveis (Radostitis
et al, 2007).

3.6.4. Leveduras

As leveduras sdo agentes oportunistas caracterizando-se por crescer lentamente em agar-
sangue e no esfregaco aparecerem como estruturas Gram-positivo de forma oval (Blowey &
Edmonson, 2010).

Leveduras como Candida spp. e Cryptococcus neoformans sdo ubiquitarias no ambiente e sdo
sobretudo associadas a infe¢des de animais com camas de palha himida ou animais
estabulados que ndo se deitam em cubiculos optando pelos corredores e outras zonas com
elevados indices de humidade. A IIM por estes agentes também sdo comuns em ordenhas em
que ocorra a lavagem dos tetos sem uma secagem posterior adequada (Blowey & Edmonson,
2010).

Clinicamente, as mastites manifestam-se por Uberes duros, quentes e edemaciados e leite com
a presenca de pequenos codgulos brancos. Mastites por Candida spp. podem originar a
presenca de piréxia (Blowey & Edmonson, 2010).

O tratamento com anitibiéticos € totalmente ineficaz. Solugbes com iodo diluido, duas a trés
vezes por dia, sdo referidas por Radostitis et al (2007) como tendo bons resultados.
Geralmente, a infecdo € auto-limitante e a cura espontanea pode ocorrer entre duas a seis

semanas (Blowey & Edmonson, 2010).

3.6.5. Prototheca spp.

Prototheca é uma alga ubiquitaria, normalmente sapréfita, cujo crescimento é de cerca de
48horas em agar-sangue, aparecendo no esfregagco como estruturas Gram-positivo de forma
arredondada.

Este agente oportunista vive no solo, agua e outras areas contaminadas com fezes e é
responsavel por mastites cronicas (Radostitis et al, 2007).

Prototheca trispora ou Prototheca zopfi sdo responsaveis por mastites clinicas com presenca
de grandes coagulos em leite com descoloracao evidente e diminuicdo da producao (Radostitis
et al, 2007).
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O tratamento é ineficaz e animais afetados devem ser refugados (Radostitis et al, 2007).

3.7. Impacto econémico das mastites
O impacto econémico resultante da ocorréncia de mastites resulta de duas origens: dos custos

resultantes das perdas e dos custos resultantes do controlo.

Segundo Seegers et al (2003), os custos provenientes das perdas correspondem: a diminuicédo
da producao de leite; as penalizacdes no preco do leite devido & alteragdo da sua composicéo
e qualidade, tais como as alteragdes nos valores de proteina e gordura e o aumento da CCS,
respetivamente; ao aumento da taxa de mortalidade e diminuicdo da longevidade, entre outras.

J& os custos resultantes do controlo vao estar relacionados com uma maior necessidade de
servigos médico-veterinarios na exploracdo e aumento do consumo de medicamentos.

Aires (2010) citando Aires et al (2007) refere um modelo econémico desenvolvido para calcular
as perdas e custos resultantes da ocorréncia de mastites em exploractes leiteiras da regido
Entre-Douro e Minho, para o ano de 2005, utilizando um modelo desenvolvido na Segalab S.A.

No modelo econdmico de estimativa de perdas e custos Segalab foram avaliados os seguintes
paréametros:

1. Custos e perdas com casos de mastites clinicas e subclinicas, considerando os custos
com farmacos, mao-de-obra acrescida, perdas com o leite descartado durante o
tratamento e intervalo de seguranca;

2. Perdas com desvalorizagdo do leite, avaliadas segundo a diferenca do preco de
pagamento, por litro, em funcéo CCS;

3. Perdas com leite ndo produzido, incluindo o leite ndo produzido devido & ocorréncia de
mastites subclinicas e clinicas;

4. Perdas com refugos e mortes devidas a mastites, contabilizando os custos por cada
animal que morre ou é refugado prematuramente devido a mastite;

5. Perdas com leite descartado, considera o leite descartado durante a ordenha com o
intuito de controlar as CCS do tanque;

6. Perdas da lactagdo devido a casos clinicos, considerando o0s animais que
desenvolveram mastite antes das cinco semanas de lactagdo e que,
consequentemente, ndo alcangaram o pico da curva de lactacao;

7. Custos com analises laboratoriais e/ou Programa da Qualidade do Leite.

Ap6s a aplicacdo deste modelo de estudo a vérias exploracdes, Aires (2010) citando Aires et al
(2007) refere que o valor médio de perdas por vaca e por ano foi de 249€, e que relativamente
a estudos de outros autores onde referem um valor de 208€/vaca/ano (Yalgin, 2000) e entre
100 a 216 €/vaca/ano (Gil et al, 1990), o valor calculado é significativamente mais elevado,
mostrando que ainda ha muito trabalho a fazer na problemética das mastites. O estudo conclui

ainda que séo as perdas com o refugo e morte de animais (27%), casos clinicos (23%) e
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perdas de lactacéo (23%) que mais contribuiram para o total de custos e perdas resultantes de

mastites, nas exploracdes analisadas.
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4. Trabalho experimental

4.1. Introducao
As mastites continuam a ser a doenca mais importante do ponto de vista econémico nas

exploracbes de leite, contabilizando 38% dos custos totais diretos das doencas produtivas
(Kossaibati & Esslemont, 1997).

Este trabalho experimental tem como objetivo estudar os agentes ambientais isolados em
mastites clinicas bovinas com visivel descoloragdo do leite que ocorreram durante o periodo do
estagio curricular, no Laboratério de Qualidade do Leite da Cooperativa Agricola de Vila do
Conde.

Pretende-se assim determinar se 0 aspeto das amostras pode estar relacionado com o agente
isolado, a altura da lactagdo em que o agente provocou a IIM e verificar ainda se existe uma
relagdo entre a ocorréncia das mastites clinicas com o agravemento das condi¢des
climatéricas, nomeadamente a precipitagdo.

A escolha deste tema deve-se ao reconhecimento do papel que os agentes ambientais tém
vindo a desempenhar na problemética das mastites, e tem o objetivo de demonstrar
laboratorialmente que as comumente designadas mastites de aguadilha (mastites cujo leite
apresenta uma descoloracdo) nao resultam sempre no isolamento de agentes Gram-negativo,

como se verificou ser uma crenca junto dos produtores.
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4.2, Materiais e Métodos
4.2.1. Amostragem

Os dados deste estudo sdo respeitantes a amostras de leite (n=83) de mastites clinicas com
visivel descoloracéo, provenientes de exploracdes de bovinos de leite da regido Entre Douro e
Minho, entre os meses de outubro de 2013 e fevereiro de 2014.

As amostras, colhidas asseticamente, deram entrada no Laboratério de Qualidade do Leite da
Cooperativa Agricola de Vila do Conde segundo duas formas: colhidas no seguimento da
realizacdo da prova de estabulo ou chamada para consulta com diagnéstico de mastite; ou
entregues diretamente pelos produtores apds detecédo da mastite.

No momento da entrada no laboratério, todas as amostras foram classificadas em fun¢éo do
seu aspeto em “descoloragao ligeira”, “descoloragdo moderada” e “descoloragao severa” com
presenca ou auséncia de farrapos; identificacdo do quarto afetado, da exploragdo e do animal;

sempre que possivel, registou-se ainda o nimero de DEL correspondente a cada amostra.

4.2.2. Identificacdo do agente infeccioso

Os procedimentos laboratoriais realizados para identificagdo dos agentes infecciosos em
estudo decorreram de acordo com os procedimentos de rotina do laboratério.

De cada amostra foram retirados 10uL de leite com uma ansa calibrada e semeou-se, através
do método de esgotamento por estria, em agar Columbia + 5% de sangue de ovelha
(BioGerm®). Apoés a incubacdo a 37°C durante 24 horas, fez-se a primeira leitura e, caso
houvesse crescimento era feita uma identificacdo presuntiva com recurso a esfregaco e
coloragdo Gram, seguido de observacdo ao microscépio 6tico e teste da catalase. Apls a
identificacdo presuntiva, as colénias eram semeadas em meios diferenciais segundo as suas
caracteristicas Gram, como se pode verificar no diagrama da figura 16. Apds 24 horas de
incubacgdo, através da interpretacdo das alteracdes dos meios e presenga ou auséncia de
crescimento, chegou-se a identificagdo final do agente. Em agentes cujas caracteristicas
geraram algumas davidas ndo permitindo uma identificagcdo final, recorreu-se a utilizagdo do
API® (BioMErieux SA ®) RAPID ID 32 STREP e RAPID 20 E.

Cada agente identificado foi novamente repicado para agar Columbia + 5% de sangue de

ovelha e transferido para uma solucdo de BHI + glicerol com posterior congelacao.

4.2.3. Anéalise de dados

De modo a analisar-se toda a informagéo relativa a cada amostra, foi constituida uma base de
dados onde foram inseridos os seguintes dados: nimero de amostra, nimero da exploracgéo,
identificacdo da vaca e quarto, agente identificado, testes complementares realizados, aspeto,
DEL e data de entrada.
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A constituicdo desta base permitiu a apresentacdo dos dados obtidos e relacdo do agente
causal da mastite com o aspeto registado e DEL. O programa utilizado para este fim foi o Excel
® (Microsoft Office Profissional Plus 2010).
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4.3. Resultados
4.3.1. Agentes identificados

Na tabela 23 e gréafico 6 encontram-se referidos os agentes identificados resultantes das
analise microbiolégicas realizadas as amostras de leite mastitico em estudo.

Como é possivel constatar, E. coli e Streptococcus uberis foram os agentes mais
frequentemente isolados apresentando uma frequéncia relativa de 20,5% e 38,6%,
respetivamente. Agentes como Trueperella spp. e Klesiella spp. representaram 6% das
amostras, seguidos por Staphylococcus aureus com uma frequécia relativa de 3,6% .
Outros agentes foram isolados em apenas uma amostra, representando portanto, cada um,
1,2% de todas as amostras em estudo.

Amostras sem qualquer crescimento, identificadas na tabela como cultura negativa (CN)
apresentaram uma frequéncia relativa de 10,8%.

Amostras identificadas como “Contaminadas” contabilizaram o crescimento de dois ou mais
agentes diferentes, encontrando-se estas descriminadas na tabela 24.

Agentes identificados como “Strep. spp” e “Gram — “ , foram agentes cuja espécie nao foi
possivel apurar através da realizagdo de API®; por questdes relacionadas com contencéo

de custos por parte do laboratério ndo foi possivel voltar a repetir o teste.
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Tabela 23 — Resultados das anélises microbioldgicas: agentes
identificados por numero de amostras e frequéncia relativa do
seu isolamento

Numero de Frequéncia
Agente identificado amostras relativa
(n) (%)
E. coli 17 20,5
Strep. uberis 32 38,6
Trueperella 5 6.0
pyogenes
Klebsiella spp 5 6,0 Tabela 24 - Agentes etioldgicos
Enterococcus spp 1 12 ident!ficados ) nas am,?stras
consideradas “contaminadas
Enterobacter spp 1 12
LT 1 12
Serratia spp 1 1,2 Ndmero de
Pseudomonas spp 1 1.2 Agentes identificados ~ amostras
Staph. aureus 3 3,6 (n)
Strep dysgalactae 1 1,2 SCN + E. coli 1
Strep. spp 1 1,2 Strep. spp + SCN 1
Gram - 1 1,2 Strep. uberis + SCN 1
CN 9 10,8 Strep. uberis + SCN 1
Contaminadas 4 4,8 + Staph. aureus
TOTAL 83 100,0 TOTAL 4
LT — leveduras tipicas; CN — cultura negativa SCN — Staphylococcus Coagulase Negativo

Agentes identificados

Strep. s .
Strep dysgalactae g0 " Gram. Contag;/madas
1% 1% >N\
CN

Staph. aureus

11%

N

Pseudomonas spp

1% Serratia spp

0,
Enterobacter spp1 %

1%
Enterococcus spp
1%

Klebsiella spp

0,
6% Trueperella

pyogenes
6%

Grafico 6 —Distribuicdo dos agentes etioldgicos identificados nas 83 amostras em estudo
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4.3.2. Relacado do agente identificado com o aspeto da amostra

Todas as amostras de leite incluidas no estudo foram classificadas segundo o seu grau de

descoloragdo e presenca ou auséncia de farrapos, de acordo com a figura 25.

Descoloracao

Severa ¢/

Ligeira s/ Ligeirac/ | Moderada | Moderada | Severas/
farrapos farrapos | s/ farrapos | c/ farrapos | farrapos farrapos

Normal

Figura 20 — Grupos constituidos para avaliagdo do aspeto de cada amostra segundo o grau de
descoloracdo apresentada e a presenca ou auséncia de farrapos (escala idealizada para o estudo
em questdo, autoria da autora).

Na tabela 25 é possivel estabelecer a ligagdo entre o aspeto da amostra e o agente etiolégico
isolado, assim como o nimero de amostras dentro de cada classificagdo, respetivas a um
determinado agente etiol6gico. Ao analisar-se o grafico 7 é possivel constatar que
Streptococcus uberis foi 0 agente que apresentou um maior nimero de amostras classificadas
como “descoloragao moderada com farrapos”.

Em relagdo aos agentes ambientais, verifica-se que as amostras nas quais foram identificados
agentes gram-negativo apresentaram uma variagdo na classificacdo do seu aspeto, registando
um numero semelhante de amostras nos seis grupos constituidos. Por sua vez, amostras
correspondentes 0s estreptococos ambientais apresentaram-se predominantemente como

amostras com “descoloragdo moderada com farrapos”(gréafico 8).
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Tabela 25 — Niumero de amostras segundo o agente etiolégico isolado e classificagéo do seu
aspeto

Descoloracao

Agente isolado Ligeiras/ Ligeirac/ Moderada Moderada Severas/ Severac/
farrapos  farrapos s/ farrapos cf/farrapos farrapos  farrapos

E. coli 2 3 4 3 2 3
Strep. uberis 1 6 3 14 2 5
Trueperella 1 1 2
pyogenes

Klebsiella spp 0 1 1 1 2

Enterococcus spp

Enterobacter spp

LT 1

Serratia spp 1
Pseudomonas spp 1

Staph. aureus 1 1

Strep dysgalactae 1

Strep. spp 1

CN 4 2

Gram - 1

LT — leveduras tipicas; CN — cultura negativa

Gram -
CN

B Strep. spp
O Strep dysgalactae

@ Staph. aureus

Pseudomonas spp

m Serratia spp
mLT

n°® de amostras

OEnterobacter spp

m Enterococcus spp

EKlebsiella spp
m Actinomyces spp
B Strep. uberis

B E. coli

Grafico 7 — Distribuicdo do numero de agentes etioldgicos isolados segundo o grau de
descoloracdo da amostra
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Grafico 8 — Distribuicdo do numero de amostras segundo a sua descoloragéo
entre agentes gram — e estreptococos

4.3.3. Relacdo entre o agente identificado e os DEL

Na tabela 26 é apresentado o nimero de amostras analisadas e os respetivos DEL, relativo a
cada um do grupo dos agentes ambientais em estudo: Gram — e estreptococos.

Aos 0 dias de lactagdo, foram registadas a ocorréncia de duas mastites clinicas, cujas
amostras revelaram como agentes etiol6gicos um agente Gram-negativo e um agente
estreptococos. IIM com repercusséo clinica durante os primeiros 45 dias da lactagéo registaram
duas amostras onde se procedeu ao isolamento de agentes Gram-negativo , tendo sido ainda
registadas trés amostras cujos agentes se revelaram estreptococos. Entre os 45 e 100 dias de
lactacdo entraram no laboratério quatro amostras relativas a agentes Gram-negativo e cinco
amostras relativas a estreptococus ambientais. Por fim, das amostras de leite respeitantes a
animais com mais de 100 DEL, sete revelaram-se |IM causadas por Gram-negativo, e treze por
estreptococos ambientais.

Assim, 50 % das mastites clinicas por agentes Gram-negativo ocorreram até aos 100 dias de
lactacao, enquanto 55 % das mastites clinicas por agentes estreptococos ocorreram apds 0s
100 dias.

Tabela 26 — Numero de amostras segundo o grupo de agentes ambientais isolados (gram — e
estreptococos) e a sua ocorréncia durante a lactagéo

Dias de lactacéo

0 <45 45-100 >100 TOTAL
(N | (%) | () (%) (n) (%) (n) (%) (n) (%)
Gram - 1 7 2 14 4 29 7 50 14 100
Estreptococos | 1 5 3 15 5 25 13 55 22 100
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Grafico 9 — Ocorréncia de mastites clinicas ao longo da lactagdo por
agentes gram — e estreptococos ambientais.

4.3.4. Rela¢do entre o aparecimento de mastites clinicas e as
condigdes climatéricas

De modo a verificar-se se as condigBes climatéricas, nomeadamente a precipitacdo, tém
influéncia no aparecimento de mastites clinicas provocadas por agentes ambientais,
contabilizou-se o total da precipacdo (mm) verificada na estacdo metereololégica mais préxima
do concelho de Vila do Conde (Porto/S. Pilar — de outubro de 2013 a dezembro de 2013; Viana
do Castelo — de janeiro de 2014 a fevereiro de 2014) por més e 0 nimero de casos decorridos
nesse periodo de tempo.

No grafico 9 é possivel constatar um aumento de casos de mastites clinicas quando se verifica

a ocorréncia de meses mais chuvosos.
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Gréfico 10 — Relac&o entre a precipitacdo mensal (dados obtidos em
www.ipma.pt) e o nimero de mastites clinicas verificadas nesse periodo
de tempo.
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4.4, Discussdao dos resultados
4.4.1. Agentes identificados

Todas as 83 amostras provenientes de mastites clinicas foram submetidas a analises
microbiolégicas com o objetivo de determinar a etiologia da IIM.

Ao longo das Ultimas décadas varios estudos tém sido publicados sobre a etiologia das
mastites clinicas bovinas.

No presente estudo Streptococcus uberis foi isolado em maior nUmero comparativamente a
Escherichia coli.

Num estudo realizado em explorag8es de leite no Reino Unido foram colhidas 480 amostras de
mastites clinicas e os agentes causais foram isolados. Este estudo, efetuado por Bradley et al(
2007) refere o isolamento de culturas puras de Streptococcus uberis e Escherichia coli em 23-
5% e 19-8% das amostras, respetivamente, e 26-5% nao apresentaram crescimento.

Bradley et al( 2007) fazem um pequeno resumo retrospetivo desses estudos: citando Wilesmith
et al (1986) referem que 47% das mastites clinicas foram causadas por Escherichia coli ou
Streptococcus uberis; ja Bradley & Green (2001) reportaram que 61% das mastites clinicas
analisadas foram causadas por agentes ambientais e desses, Escherichia coli foi o agente
mais comum; referindo ainda Milne et al (2002) reportam que 0s agentes ambientais
contabilizaram 60% das mastites clinicas.

Na tabela 27 é possivel fazer uma anélise comparativa dos resultados obtidos por Bradley et al
(2007) e os obtidos no presente estudo.

Analisando os resultados obtidos, verifica-se que estes traduzem uma situacdo semelhante ao
que é referido na bibliografia, em relacdo aos principais agentes ambientais isolados
(Streptococcus uberis e Escherichia coli). Streptococcus uberis € 0 agente que contabilizou
maior nimero de amostras nos dois estudos, no entanto aparece com uma maior percentagem
no presente trabalho experimental. Escherichia coli verifica-se com uma frequéncia relativa
muito semelhante em ambos os trabalhos.

Outros agentes ambientais, como Klebsiella spp e Trueperella pyogenes foram isolados num

maior nimero de amostras comparativamente ao estudo de Bradley et al (2007).
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Tabela 27 — Comparacgao entre os resultados obtidos no presente trabalho experimental e
os resultados referidos pela bibliografia

Trabalho experimental Bradley et al (2007)
Agente identificado Numero Frequéncia NUumero Frequéncia

de relativa de relativa
amostras (%) amostras (%)
(n) (n)
Strep. uberis 32 38,6 113 23,5
E. coli 17 20,5 95 19,8
Trueperella 5 6,0 1 0,2
pyogenes
Klebsiella spp 5 6,0 1 0,2
Staph. aureus 3 3,6 16 3,3
Enterococcus spp 1 1,2 - -
Enterobacter spp 1 1,2 1 0,2
LT 1 1,2 5 1,0
Serratia spp 1 1,2 1 0,2
Pseudomonas spp 1 1,2 - -
Strep dysgalactae 1 1,2 7 15
Strep. spp 1 1,2 2 0,4
Gram - 1 1,2 - -
Staphylococci - - 22 4,6
coagulase
positivos
Bacillus spp - - 7 15
Proteus spp - - 4 0,8
Lactococcus spp - - 1 0,2
Pasteurella spp - - 1 0,2
SCN - - 39 8,2
Corynebacterium 17 3,5
spp
CN 9 10,8 127 26,5
Contaminadas 4 4.8 20 4,2
TOTAL 83 100,0 480 100

LT — leveduras tipicas; CN — cultura negativa; SCN — Staphylococcus coagulase negativo

4.4.2. Relacédo do agente identificado com o aspeto da amostra

A classificacdo do aspeto das amostras no momento da sua entrada no laboratério, permitiu
inferir se o agente isolado afeta de algum modo o aspeto da secrecdo mamaria.

A ideia de que mastites cuja secrecdo apresente uma descoloracdo evidente, geralmente
designadas por mastites de aguadilha, sdo provocadas por agentes Gram-negativo, esta
bastante disseminada e enraizada entre os produtores. Assim, € muito comum, sobretudo se
este tipo de mastites ocorrer algumas semanas apds 0 parto, os produtores aplicarem um
tratamento dirigido a agentes Gram-negativos por iniciativa propria.

O que é possivel observar nos resultados obtidos na classificacdo do aspeto das amostras

segundo o agente isolado é que, agentes Gram-negativo apresentam uma classificagdo muito
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variada, sendo isolados de um ndmero de amostras muito semelhantes das varias amostras de
leite relativas a classes de descoloracdo e presenca ou auséncia de farrapos.

Em relacdo aos estreptococos ambientais foi possivel verificar que 47% destas amostras
apresentaram uma descoloracdo moderada com presenca de farrapos.Este tipo de
apresentacao surge de acordo com o que também é referido por Blowey & Edmonson (2010),
em leite de onde foram isolados estreptococos ambientais.

O ja referido habito dos produtores procederem a um tratamento direcionado para gram-
negativo neste tipo de situacdes. Visto que ha uma resposta da IIM ao tratamento, decidem
entdo solicitar uma analise microbiolégica com o objetivo de identificar o agente em causa.
Quanto ao aspeto do leite pode representar uma possivel explicagdo para o elevado nimero de

amostras de Streptococcus uberis verificado no presente trabalho experimental.

4.4.2.Relacédo entre o agente identificado e os DEL
De modo a estudar-se a incidéncia de IIM devido a agentes ambientais ao longo da lactacao,
sempre que possivel procedeu-se ao registo dos DEL do animal respeitante a cada amostra.
Foi neste trabalho possivel constatar que a tendéncia da ocorréncia de mastites por agentes
ambientais aumenta com o nimero de dias em leite, isto é, a medida que a lacta¢do avanca
verifica-se um maior ndmero de I[IM com manifestacdo clinica e isolamento de agentes

ambientais.
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/ /<> e Gram -

==== Estreptococcus

n° de amostras

X

0 <45 45-100 >100
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Gréfico 11 — Ocorréncia de mastites clinicas ao longo da lactagcédo por
agentes gram — e estreptococos ambientais.

Pelo contrario, Hogan & Smith (2003) referem uma elevada incidéncia de IIM por agentes
coliformes nas duas semanas apds a secagem com repercussao no inicio da lactagéo, e ainda
gue a taxa de infe¢cdes durante a lactacdo € maior ao parto e depois diminui a medida que o

DEL avangam.
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O aumento da taxa de IIM por agentes Gram-negativo aumentou & medida que lactacdo
avangou.

Como ja foi referido anteriormente, pode dever-se a possibilidade de Escherichia coli
apresentar uma capacidade adaptativa o que vai resultar num aumento da frequéncia de
mastites crénicas como foi referido por Bradley & Green (2001) em varias exploracdes.

Em relacdo aos estreptococos ambientais verifica-se um aumento significativo das IIM por
estes agentes a partir dos 45-100 DEL.

A bibliografia refere que a incidéncia de mastites clinicas € maior na primeira semana apods o
parto e decresce durante os primeiros 305 dias em leite (Hogan & Smith, 2003).

Uma justificacdo possivel é que, segundo Hogan & Smith (2003), a taxa de casos clinicos por
estreptococos ambientais € mais elevada em vacas com lactacdes alongadas (>305 dias)
comparativamente a vacas no pico da lactagdo. Assim, efetivos com uma elevada percentagem
de animais com uma lactacdo superior a 305 dias parecem ter uma maior prevalencia de 1IM
por estes agentes. Esta situacdo leva a crer que o desenvolvimento de infe¢cdes crénicas
permita que o agente deixe de ser um agente ambiental para se tornar um agente com
caracteristicas de agente contagioso (Kromker, 2014).

No entanto, devido a falta de registos por parte dos produtores, varias amostras que entraram
no estudo ndo puderam contribuir para o estudo da relacdo entre o agente identificado e os

DEL, o que pode ter influenciado os resultados apresentados.

4.4.3. Relacdo entre o aparecimento de mastites clinicas e as
condi¢cdes climatéricas

Através da contabilizacdo do total de precipacdo (mm) verificada na estacdo metereoldgica
mais proxima do concelho de Vila do Conde e do ndimero de mastites clinicas ocorridas
mensalmente, verificou-se que, de facto, nos meses de maior precitacdo ocorreram mais casos
de IIM com manifestacao clinica.

Num concelho onde na maioria das exploracdes os animais tém acesso a parques exteriores
independentemente do clima (figura 26), onde a conspurcacdo fecal € uma constante e
sobrepopulagéo obriga ao decubito dos animais nestes locais; € de esperar que a incidéncia de
IIM aumentem com a presenca de mas condi¢bes climatéricas.

Barnouin & Chassagne (1988) refere que a ocorréncia de mastites clinicas esta associada a
presenca simultdnea de condicbes desfavoraveis de higiene e mas condi¢bes climatéricas.
Morse et al (1988) referem ainda que a humidade associada a temperatura € o principal fator

climatico que influencia o aumento da incidéncia de mastites.
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Figura 21 — Parque exterior onde é possivel visualizar a

elevada conspurcagdo fecal e humidade presente. Esta

foto foi captada logo apés o final da ordenha (foto
original)
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4.5. Concluséo
Ao contrario do que é assumido pelos produtores, verificou-se que as mastites de aguadilha

ndo significam sempre o isolamento de agentes Gram-negativo, verificando-se até um maior
namero de amostras cujos agentes causais foram os estreptococos ambientais.
Assim, had uma constante utilizacdo de antimicrobianos de forma inadequada o que agrava a

pressao de selecdo sob as estirpes resistentes a estes farmacos.

4.6. Concluséo geral
As mastites bovinas permanecem uma doenga complexa sendo um verdadeiro desafio quer

para produtores, quer para os médicos-veterinérios.

E necessario procurar novos métodos e estratégias de controlo para fazer face ao facto, cada
vez mais evidente, de os agentes ambientais possuirem uma capacidade adaptativa a glandula
mamaria.

Ha ainda muito trabalho a desenvolver junto dos produtores, nomeadamente na sensibilizacéo
para a importancia das analises microbiolégicas como um meio para 0 sucesso terapéutico,
papel do uso indiscriminado de antibidticos nas resisténcias bacterianas e importancia dos
registos relacionados com as mastites, quer ao nivel da identificacdo das vacas afetadas, quer
ao nivel do tratatamento administrado.

E ainda fundamental elucidar tanto os produtores como os ordenhadores sobre os

comportamentos de risco e importancia do maneio baseado na higiene.
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