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RESUMO

Prototheca spp. € um género de algas com capacidade de causar mastite aguda ou
cronica incuravel em vacas leiteiras. O objetivo deste estudo foi estudar a ocorréncia de
mastite subclinica e calcular a prevaléncia anual da Prototheca spp. numa exploracdo e a sua
relacdo com o trimestre anual, quarto mamario afetado e numero de lactagcbes. Foram
recolhidas amostras de leite em 245 vacas com elevada contagem de células somaticas, num
total de 414 quartos, e feitas culturas bacterianas para identificagdo do agente etiolégico da
infecdo intramamaria. O estudo decorreu entre janeiro e dezembro de 2019.

A prevaléncia anual de mastite subclinica no efetivo foi de 44 % em 2019. Prototheca
spp. foi 0 agente causador de 29% das mastites nos quartos analisados.

Streptococcus agalactiae foi 0 agente com maior prevaléncia no primeiro trimestre de
2019, enquanto que nos restantes trimestres do ano, o agente com maior prevaléncia foi
Prototheca spp. Estes resultados sao comprovados estatisticamente uma vez que se verificou
uma relagao estatisticamente significativa entre os agentes e o trimestre do ano (F=94.91; p<
0.05). Em grupos de lactacao verificou-se que o grupo de vacas com uma lactagdo que
apresentou uma maior prevaléncia foi Streptococcus uberis foi o agente com maior
prevaléncia nas mastites de vacas de primeira lactagdo, com 18.9% (n=14) dos casos,
enquanto que Prototheca spp. foi 0 agente que mais afetou vacas na segunda lactagéo 36.3%,
n=61), na terceira (24.2%, n=29) e na quarta ou lactacbes posteriores (46.2%, n=24).
Verificou-se uma relagao estatisticamente significativa entre o agente infecioso e o numero de
lactagbes (F=116,35; p< 0.05).

Quando analisada a ocorréncia de mastite, verificou-se que Prototheca spp. é o agente
com maior prevaléncia em todos os quartos mamarios. Em todos quartos mamarios foi
observada uma maior prevaléncia de agentes ambientais, no entanto estes resultados nao
foram estatisticamente significativos (p=0,354).

Este estudo conclui que a prevaléncia de mastite subclinica por agentes ambientais
nesta exploragao € alta, que Prototheca spp. foi durante 2019 a causa mais prevalente desta
afecdo e que esta prevaléncia foi mais significativa entre Abril e Dezembro de 2019 e entre as

vacas com duas ou mais lactagoes.

Palavras-chave: bovinos leiteiros, mastite, Prototheca spp, prevaléncia.



ABSTRACT

Prototheca spp. is a genus of algae capable of causing acute or chronic incurable
mastitis in dairy cows. The purpose of this study is to study the occurrence of mastitis and
calculate the annual prevalence of Prototheca spp. on the farm and the relationship with the
annual trimester, affected mammary quarter and number of lactations. Milk samples were
collected from 245 cows with a high somatic cell count, in a total of 414 quarters, and bacterial
cultures were made to identify the etiologic agent of intramammary infection. The study ran
between January and December 2019.

The annual prevalence of mastitis in the herd was 44% in 2019. Prototheca was the
causative agent of 29% of mastitis in the analyzed quarters.

Only in the first quarter of 2019 the agent with the highest prevalence was
Streptococcus agalactiae while in the remaining quarters of the year, the agent with the highest
prevalence was algae of the genus Prototheca spp. These results are proven statistically since
there was a statistically significant relationship between the agents and the quarter of the year
(F =94.91; p <0.05).

In lactation groups it was found that the group of cows with a lactation that had a higher
prevalence was Streptococcus uberis was the agent with the highest prevalence in mastitis of
first lactation cows, with 18.9% (n = 14) of the cases, whereas Prototheca spp. was the agent
that most affected cows in the second lactation (36.3%, n = 61), in the third (24.2%, n = 29)
and in the fourth or later lactations (46.2%, n = 24). There was a statistically significant
relationship between the infectious agent and the number of lactations (F = 116.35; p <0.05).
(F = 116.35; p <0.05).

When analyzing the occurrence of mastitis, it was found that Prototheca spp. is the
agent with the highest prevalence in all quarters. In all quarters, a higher prevalence of
environmental agents was observed, however these results were not statistically significant
(p=0.354).

This study concludes that the prevalence of subclinical mastitis by environmental
agents on this farm is high, that Prototheca spp. was the most prevalent cause of this condition
during 2019 and that this prevalence was more significant between April and December 2019

and among cows with two or more lactations .

Keywords: dairy cattle, mastitis, Prototheca spp, prevalence.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

[lIMs — Infe¢cbes Intramamarias

[IM — Infe¢do Intramamaria

spp. — Espécies

CCS - Contagem de células somaticas

CS - Células somaticas

WST - Teste Whiteside

WMT — Teste de Mastite de Wisconsin
TCM — Teste Californiano de Mastites
SCN — Staphylococcus coagulase negativo
PCR - Polymerase Chain Reactio

FNAC - Citologia aspirativa por agulha fina
OE - Oleos essenciais

Ig — Imunoglobulina

IL 8 — Interleucina 8

NAGase - N-Acetil--D-Glucosaminidase

°C — Grau Celsius



iNDICE GERAL

AGRADECIMENTOS
RESUMO
ABSTRACT
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE TABELAS
INDICE DE GRAFICOS
1. CASUISTICA DE ESTAGIO
2. INTRODUCAO
3. MASTITE BOVINA
3.1. Classificacdo das Mastites
3.1.2. Subclinicas versus Clinicas
3.2. Fatores De Risco
3.2.1. Fatores Individuais
3.2.2. Fatores Ambientais e Maneio
3.3. Agentes etioldgicos de Mastites
3.3.1. Classificagdo dos agentes etioldgicos
3.3.2. Mastites por Agentes ambientais e seu Controlo
3.3.2.1. Streptococcus dysgalactiae
3.3.2.2. Streptococcus uberis
3.3.2.3. Coliformes
3.3.2.3.1. Escherichia coli
3.3.2.3.2. Klebsiella spp.
3.3.2.4. Serratia spp.
3.3.2.5. Pseudomonas spp.
3.3.3. Mastites por Agentes Contagiosos
3.3.3.2. Staphylococcus aureus
3.3.3.3. Staphylococcus coagulase negativos (SCN)
3.3.3.3. Streptococcus agalactiae
3.3.3.4. Corynebacterium bovis
3.3.3.5. Mycoplasma spp.

3.4. Detecdo e Diagndstico de Mastites

O 00 N & W N B

10
11
12
13
13
15
15
16
17
17
17
19
20
21
22
23
24
24
25
26
27
28
29
30
32



4.

3.4.1. Sinais Clinicos

3.4.2. Contagem de Células Somaticas (Contraste leiteiro)

3.4.3. Teste Californiano de Mastites

3.4.4. Teste de NAGase
3.4.5. Teste Whiteside

3.4.6. Teste de Mastite de Wisconsin

3.4.7. Cultura Microbiolégica

3.4.8. Teste da Condutividade Elétrica

3.5. Prototheca spp.
3.5.1. Histdria da Taxonomia

3.5.2. Epidemiologia

3.5.3. Patogénese e Sinais Clinicos

3.5.4. Diagndstico

3.5.5. Tratamento

3.5.6. Controlo e Prevencao
MATERIAIS E METODOS
4.1. Caracterizacao da Exploracdo

4.1.1. Protocolos de ordenha

4.1.2. Identificagdo dos animais com mastite subclinica e colheita de amostras de leite

4.1.3. Cultivo e isolamento
4.1.4. Parametros em estudo

4.1.5. Analise Estatistica

. RESULTADOS

5.1. Prevaléncia e incidéncia de mastite

5.2. Agentes e numero de lactacGes
5.3. Prevaléncia e tipo de teto
5.4. Ocorréncia de Prototheca spp.
5.4.1. Trimestre Anual
5.4.2. Numero de Lactacgdo

5.4.3. Prevaléncia e tipo de teto

. DISCUSSAO

. CONCLUSAO

. BIBLIOGRAFIA
. APENDICES

32
33
34
35
35
36
37
37
39
39
40
41
42
45
48
51
51
52
53
53
54
56
57
57
60
62
64
64
64
65
66
70
71
81



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1 - Crescimento de algas Prototheca zopfii em placa de agar Sabouraud dextrose
apos 96 horas de incubagdo a 28 ° C 42
Figura 2 - Visualizagdo microscopica de algas Prototheca spp. através de microscopia de
luz (MB 40x) 42
Figura 3 - Células de Prototheca zopfii na parede epitelial do alvéolo mamario e no espaco
interalveolar 43
Figura 4 - Micrografias eletrénicas por varredura de células do genétipo Il (A) e Il (B) de
Prototheca zopfii. Indicando a diferenca no tamanho e forma esporangiais dos genétipos | e
Il 43


about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank
about:blank

iNDICE DE TABELAS

Tabela 1— Relagéo entre o resultado do TCM e a CCS e como interpreta-los. 34
Tabela 2- Correlagéo de resultados no WMT com valores de CCS. 36
Tabela 3- Diédmetros médios observados nos testes de sensibilidade a antibacterianos de
Prototheca zopfii isolados. 46
Tabela 4 - Frequéncia trimestral de quartos analisados com mastites no ano 2019. 57

Tabela 5 - Frequéncia relativa de mastites subclinicas por més no ano 2019, em 414 quartos
testados (N=2200). 57
Tabela 6- Frequéncia trimestral de quartos analisados com mastite por agente. 59
Tabela 7— Frequéncia de agentes detetados nos quartos afetados por nimero de lactagcéo da
vaca. 61
Tabela 8 - Valores absolutos e relativos de agentes detetados por grupo de quarto mamario.

62
Tabela 9 - Frequéncias relativas e absolutas de mastites ambientais e contagiosas nos grupos

de quartos anteriores e posteriores. 63



iNDICE DE GRAFICOS

Grafico 1 - Distribuigdo percentual das areas atendidas durante o periodo de estagio. 10
Grafico 2 - Frequéncia relativa de isolamento por quarto mamario dos agentes etiolégicos de
mastite durante o periodo do estudo (ano 2019). 58
Grafico 3 - Distribuigdo frequéncia de casos de mastite por agente ambientais e contagiosos.
por trimestre durante o ano 2019 (n=414). 60
Grafico 4 - Distribuigdo do numero total de casos de mastite (verde) e niumero de casos de
mastite por Prototheca spp. (Azul) por trimestre durante o ano 2019. 60
Gréfico 5 - Distribuigcao da frequéncia absoluta e frequéncia relativa de quartos mamarios
positivos para Prototheca spp. (azul) entre os restantes agentes etiolégicos (verde) e
grupos de lactagao (p-value < 0.05). 62
Grafico 6 - Distribuicdo da proporcao dos casos de Prototheca spp. (azul) entre os restantes
agentes etiolégicos (verde) e tipo de quarto afetado (p-value > 0.05). 63
Grafico 7 - Distribuigcdo da frequéncia absoluta e frequéncia relativa de quartos mamarios
positivos por Prototheca spp. por trimestre durante o ano 2019 (n=118) 65
Grafico 8 - Distribuicdo do nimero casos de mastite por Prototheca spp. por Grupo de
lactagéo durante o ano 2019 (n=118). 65
Grafico 9 - Distribuicdo do nimero de casos de mastite por Prototheca spp. por quarto
afetado durante o ano 2019 (N=118). 66



1. CASUISTICA DE ESTAGIO

O estagio curricular para conclusdo do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria
da Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias (ULHT) teve lugar numa
exploracao leiteira de bovinos sob orientagao do Dr. Pedro Lima. Este periodo de estagio teve

uma duragao de 6 meses, com inicio a 2 de Setembro e terminando a 4 de Fevereiro.

Tinha como objetivo aprofundar conhecimentos nas diversa areas de estudo numa

exploracgao leiteira.

Ao longo deste periodo, além de acompanhar o Dr. Pedro lima principalmente em
servicos de maneio reprodutivo, tive oportunidade de acompanhar varios profissionais de
diversas areas de especialidade, através de servigos prestados na exploragdo como: area da
qualidade do leite, podologia, bem estar animal, neonatologia, sanidade, urgéncia e nutri¢cao.

As atividades realizadas estao discriminadas nos apéndices 1 e 2.

Doencgas do
Aparelho
Sistema Urinario
Respiratério 4% Sistema

18% Reprodutivo/Mamario
P 18%
Sistema Musculo I Sistema
| Esquelético e Digestivo
Podologia 21%
31%
Sistema
Metabolico

8%

Grafico 1 - Distribuicdo percentual das areas atendidas durante o periodo de estagio.
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2. INTRODUCAO

Mastite é o termo que descreve a ocorréncia de inflamacao da glandula mamaria,
€ uma das doencas mais comuns em efetivos bovinos leiteiros e a principal causa de
diminuigdo da producéao leiteira numa exploragéo.

Trata-se de uma doenca complexa e de carater multifatorial, na qual é
importante identificar os fatores de risco para a sua ocorréncia em cada exploragao,
para que se possa seguir um plano de controlo e profilatico direcionado aos agentes
mais prevalentes.

A mastite é considerada ainda a doenga com maior impacto econémico na
producéo leiteira uma vez que é responsavel pela diminuigado da producéao, reducao da
qualidade do leite, refugo precoce de vacas lactantes e aumento dos custos associados
a assisténcia veterinaria.

Entre os varios agentes com potencial patogénico para causar mastite encontra-
se a Prototheca spp., uma alga unicelular incolor considerada como agente oportunista
rara, com capacidade de causar doengca em qualquer animal e que nas vacas pode
resultar no desenvolvimento de mastite subclinica ou clinica na forma aguda ou crénica.
Tem potencial zoondtico apesar de a ocorréncia de prototecose humana ser rara. A
Prototheca spp. esta presente em varias localizagdes geograficas no globo, sendo
encontrada com grande frequéncia em ambientes com alta humidade e presenca de
matéria organica.

Esta alga tem grande importancia econémica por causar infegéo persistente e
nao ter cura, podendo causar um enorme aumento da concentragcdo de células
somaticas, que pode ser intermitente, mascarando muitas vezes a infecdo. A enfase no
combate a esta doenca deve ser colocado na identificacdo dos fatores de risco e
implementacao de estratégias de prevencdo e controlo nas exploracbes leiteiras
afetadas.

O presente estudo procura estudar a ocorréncia deste agente patogénico e a sua
relacdo com os outros agentes de mastite no efetivo, identificar alguns fatores de risco
presentes na exploracao e tentar trazer mais informagao sobre este problema pouco

reportado na literatura portuguesa.
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3. MASTITE BOVINA

A mastite ou mamite é a inflamagao da glandula mamaria que se caracteriza por
apresentar alteracbes patoldgicas no tecido glandular e uma série de modificagdes
fisico-quimicas no leite, de natureza multifatorial e complexa (Bradley & Green, 2005).

A maioria das alteragbes importantes do leite incluem a descoloragdo, a
presenca de coagulos e de um grande numero de leucdcitos. Pode haver calor, dor,
rubor, tumefacdo e edema na glandula mamaria em muitos casos clinicos. No entanto,
um grande numero de mastites ndo é facilmente detetavel por palpagdo manual ou por
meio de exame visual do leite. Estas mastites sdo classificadas como mastites
subclinicas. Por causa do grande numero de casos subclinicos, o diagnostico de mastite
depende em grande parte de testes indiretos, que dependem, por sua vez, da
concentracdo de células somaticas ou concentragdo de ides como sédio, potassio e o
cloreto através do calculo da condutividade elétrica no leite (Zafalon et al., 2005; Hogan
& Smith, 2012).

As células somaticas do leite sdo compostas principalmente por leucécitos,
compreendendo macréfagos, células polimorfonucleares (neutréfilos) e linfocitos o tipo
de célula predominante, além de uma baixa percentagem de células epiteliais (Talukder
& Ahmed, 2017). A variagao de CCS pode ser influenciada por alguns fatores como
numero de lactagdes, periodo de lactacao, estacdo do ano, no entanto o principal fator
responsavel pelo seu aumento € a presenga de uma inflamagao na glandula mamaria
(Bradley & Green, 2005). Normalmente, no leite de uma glandula mamaria saudavel, a
CCS é inferior a 1 x 10° células / ml, com uma concentragdo de neutrofilos (<11%),
macrofagos (66% - 88%), linfocitos (10% - 27%) e de células epiteliais (0 % - 7%). No
caso de leite com origem numa glandula com mastite a CCS pode estar acima de 1 x
106 células / ml, e os neutrdfilos sdo o tipo de célula predominantemente, representando
mais de 90% dos leucdcitos totais (Sharma et al., 2011; Constable et al., 2017).

Parece, assim, razoavel definir a mastite como uma doenga caracterizada pela
presenca de um aumento significativo da concentragéo de células somaticas no leite
das glandulas afetadas. O aumento da concentragao das células somaticas €, em quase
todos os casos, causado por um aumento da concentragéo dos neutréfilos, derivado de
uma reacgao no tecido glandular lesionado.

Na maior parte das vezes esta inflamagdo é causada por organismos
patogénicos que sao principalmente de origem bacteriana, mas também podem incluir

leveduras, fungos e algas (Smith, 2015). Com menor frequéncia, advém de traumas
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provocados por agentes quimicos, fisicos, mecanicos ou térmicos, ou ainda devido a
problemas metabdlicos (Bradley & Green, 2005).

A presenca de mastite € uma das principais causas de diminuicdo da produgao
leiteira devido a alteracdo da capacidade funcional das células epiteliais da glandula
mamaria responsaveis pela secre¢ao do leite (Erskine, 2016b).

A semelhanca das infegdes que ocorrem noutros tecidos, a mastite comega com
ainvasao de um agente patogénico, seguida por um breve periodo latente e em seguida,
a progressao para estados subclinicos ou clinicos ou resolugdo da infegdo como
resultado da resposta imune da vaca (Smith, 2015).

A forma mais comum de infegdo é por via ascendente através de maquinas de
ordenha infetadas ou do ambiente, devido a fracas medidas de higiene e sanidade na
exploracao, com excegao das infecdes causadas pelos
microrganismos Mycoplasma spp, que podem disseminar-se no efetivo leiteiro por
transmisséo de aerossol e invadir o Ubere apds a bacteriémia (Erskine, 2016a).

Lesdes provocadas pela maquina de ordenha, hiperqueratose secundaria do
epitélio e excessiva dilatagao do canal do teto devido a administracbes medicamentosas
intramamarias, sdo exemplos de traumatismos fisicos. Estas lesbes podem predispor a

infecbes secundarias por microrganismos (Teixeira et al., 2008).

3.1. Classificacao das Mastites
3.1.1. Subclinicas versus Clinicas

As infegdes intramamarias (lIMs) sdo frequentemente apresentadas como
mastite subclinica ou clinica. A mastite subclinica caracteriza-se pela presenca de
infecao sem sinais aparentes de inflamacgao local ou envolvimento sistémico. Embora
possam aparecer episodios transitérios de leite anormal, a mastite subclinica €, na sua
maior parte, assintomatica (Bexiga et al., 2005).

Por definicdo, o leite obtido da glandula mamaria de vacas com mastite
subclinica parece normal, mas contém um numero anormal de células somaticas com
ou sem a presenga detetavel de agentes causadoras de mastite (Smith, 2015).

Por outro lado, a mastite clinica evidencia-se pela presenca de sinais clinicos
notdrios. Frequentemente, o leite e os Uberes estao visivelmente alterados facilitando o
seu diagnéstico num exame fisico. Posto isto, a presenca de alteragdes fisicas e
quimicas do leite como a variagdo de cor, a presenga de coagulos e o aumento do

nuamero de leucécitos, juntamente com a presenca de tumefagéao, calor, dor e edema do
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Ubere sao sinais sugestivos de mastite clinica, a qual, dependendo da sua intensidade,
pode levar ao surgimento de sinais sistémicos como febre ou até mesmo perda de
apetite (Smith, 2015).

Uma vez que na mastite subclinica a infecdo do ubere nao evidencia sinais
externos, estas sdo identificadas pelo aumento do numero de células somaticas
detetado através testes como o Teste Californiano de Mastite (TCM), entre outros
(Teixeira et al., 2008).

A duracio da fase subclinica de IIMs ira variar dependendo da etiologia. Na
maioria das exploracbes ha maior incidéncia de mastite subclinica causada por
bactérias Gram-positivas do que por Gram-negativas. Normalmente, bactérias
oportunistas Gram-negativos como Escherichia coli tém uma fase subclinica mais curta
do que bactérias Gram-positivas como S. aureus ou a maioria dos |IMs causados por
Streptococcus spp. Em geral, cerca de 25% a 35% das vacas que apresentam mastite
subclinica cronica causada por agentes gram-positivos podem eventualmente exibir

sintomas clinicos (Smith, 2015).

3.1.2. Aguda versus Cronica

As mastites sdo também designadas por agudas ou cronicas, dependendo da sua
duragao e prevaléncia no animal (Teixeira et al., 2008).

O surgimento subito de sinais clinicos, normalmente com contornos mais
exuberantes, dita a sua classificagdo como aguda. Este tipo de mastite provoca no
animal a recusa do alimento, dor, dificuldade em levantar-se e desidratagcdo. Podem
surgir abcessos no ubere e em ultimo caso, morte. O leite apresenta-se aquoso e de cor
alterada (Teixeira et al., 2008).

Por outro lado, a mastite crénica caracteriza-se por ser um processo inflamatdrio
persistente e sem exibi¢cao de sinais clinicos num longo periodo de tempo, a qual resulta
no desenvolvimento progressivo de tecido fibroso, resultante de tecido necrético e
cicatricial aglomerado, caracteristico de infe¢bes crénicas por St. aureus (Nielsen,
2009). Se a infegao persistir por, pelo menos, dois meses, a infecao é considerada

cronica (Erskine, 2016a).
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3.2. Fatores De Risco

3.2.1. Fatores Individuais

Ao longo de décadas foi feita uma selecdo genética intensiva de modo a
aumentar a producdo leiteira destes animais. Consequentemente aumentou a
suscetibilidade de inflamagcao da glandula mamaria, sendo a sua conformagdo uma
caracteristica altamente transmitida entre geracbes. Caracteristicas individuais do
ubere, como a sua profundidade em relacdo ao jarrete, podem resultar num fator de
risco, pois no caso de um ubere profundo os tetos encontram-se mais préximos do chao,
0 que pode constituir um reservatério ambiental de agentes patogénicos (Coentrao et
al., 2008).

A maior parte das novas infecbes por agentes ambientais ocorrem durante o
periodo seco e no inicio da lactagdo. No entanto, as novilhas sdo mais suscetiveis a
mastite no final da gestacdo, o que esta provavelmente associado ao rapido
desenvolvimento do ubere (Constable et al.,, 2017). Esta prevaléncia de mastite
ambiental no periodo seco pode ser explicada, por exemplo, com as alteragdes pelas
quais o ubere passa com a involugdo da glandula mamaria antes do parto, que podem
alterar as defesas naturais do teto, tais como a perda do tampao de queratina por
abertura prematura do canal do teto (De Vliegher et al., 2012). Nesta fase ha também
uma secreg¢ao continua de leite quando a vaca deixa de ser ordenhada, resultando no
aumento da pressao interna do Ubere e consequentemente dilatagao natural do canal
do teto facilitando a entrada de agentes na glandula mamaria (Constable et al., 2017).
Pode ainda existir igualmente uma maior incidéncia de mastites nos animais que
libertam o leite entre ordenhas, pois estes animais mantém o canal do teto aberto
durante mais tempo, facilitando a entrada a microrganismos ambientais para a cisterna
do teto (De Vliegher et al., 2012).

Além disto, a incidéncia de disturbios reprodutivos, como distocia, hipocalcémia,
retencdo de placenta, metrite, piometra e nascimentos de gémeos, foi positivamente
associada com a alta prevaléncia de mastite. Esta situagao, verifica-se devido a
imunossupresséo instalada em vacas com um periodo peri-parto prolongado. Associado
a auséncia de ordenha e perda do tampé&o de queratina no canal do teto criam fatores
ideais para contaminacdo e instalacdo de agentes patogénicos na glandula mamaria
(De Vliegher et al., 2012). Outros disturbios como cetose e claudicagdo, também s&o

conhecidos por aumentar o risco de mastite clinica (Nielsen, 2009).
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Varios estudos indicam que certas racas estdo mais predispostas a mastite
(Nielsen, 2009). Entre as varias ragcas com maior aptidao na producgao leiteira, a raca
Holstein-Friesian é aquela com maior risco de incidéncia de mastite (De Vliegher et al.,
2012).

3.2.2. Fatores Ambientais e Maneio

As exploragdes devem cumprir uma série de requisitos para que seja respeitado
0 espaco individual de cada animal, favorecendo o seu bem-estar e, ao mesmo tempo,
diminuir o grau de conspurcacdo do ambiente (Smith, 2014). Em situagdes de
superlotacdo ha maior exposi¢cao do canal do teto a agentes patogénicos ambientais
(Constable et al., 2017).

A ma ventilagdo dos espagos, em conjunto com a humidade elevada e camas
com acumulagéo de material orgénico, permitem o crescimento de agentes patogénicos
e com isso aumentar a probabilidade de o animal desenvolver mastite (Smith, 2014).
Manter um ambiente limpo e confortavel numa exploracdo é de extrema importancia,
uma vez que a incidéncia de mastites esta diretamente relacionada com o grau de
contaminacgéao do teto (Blowey & Edmondson, 2010).

A sala de ordenha e atividades realizadas no maneio dos animais antes, durante
e depois da ordenha, também sao fatores predisponentes para a mastite num efetivo. A
maquina da ordenha deve ser sujeita a manutencao periddica para ser eficiente, de
maneira a nao deixar o leite residual e/ou ndo causar movimentacao do leite entre
tetinas, que consequentemente ird impulsionar os microrganismos para o interior da
cisterna da glandula mamaria (Constable et al., 2017). Uma ordenha excessiva e uma
forga de vacuo néo regulada podem provocar lesées no teto que funcionarao também
como portas de entrada para os agentes patogénicos (Wilson et al., 2000).

Falhas em protocolos de higienizagdo e desinfecdo sdo importantes
potenciadores na transmissdo de agentes patogénicos entre animais, aumentando a
incidéncia e prevaléncia de infegbes intramamarias (Coentrdo et al., 2008). E
aconselhado mergulhar o teto em solugdes antissépticas pré-dipping (higienizagdo e
desinfecdo dos tetos antes da ordenha para o controlo de agentes ambientais de
mastite), tal como em solugdes desinfetantes pds-dipping (imediatamente apds a
ordenha estar concluida para o controlo de agentes contagiosos). No entanto, caso a
concentragdo destas solugdes ndo seja a correta, pode causar irritacéo local da pele,

favorecendo o desenvolvimento de microrganismos (Picoli et al., 2014). A separagao de
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animais com mastites é imprescindivel para reduzir a transmissdo de agentes
contagiosos, e estes devem ser ordenhados depois de todo o efetivo (Coentrao et al.,
2008).

Outro fator importante é evitar que o animal se deite apds a ordenha, de forma a
que o esfincter do teto tenha tempo de encerrar totalmente, o que tem uma duracao de
cerca de 20 minutos, caso contrario torna-se uma porta de entrada para a colonizagao
do canal do teto por bactérias ambientais. Este risco € contornado através da

disponibilizacdo de alimento fresco logo apds a ordenha (Constable et al., 2017).

3.3. Agentes etiolégicos de Mastites

3.3.1. Classificagao dos agentes etiolégicos

Apesar de existirem fungos, algas e virus que possam provocar mastites, os
microrganismos predominantes s&o de origem bacteriana existindo mais de 200
microrganismos diferentes capazes de infetar a glandula mamaria (Teixeira et al., 2008).

As mastites de origem bacteriana podem ser classificadas em dois tipos, tendo
em consideragao o agente etioldgico presente: mastites contagiosas e mastites de
origem ambiental (Constable et al., 2017). Esta divisdo envolve a epidemiologia dos
agentes, considerando principalmente as superficies/locais onde os agentes etiolégicos
podem ser isolados e a forma como estes se transmitem de vaca para vaca ou o modo

como infetam o animal, descritos de seguida.

3.3.2. Mastites por Agentes ambientais e seu Controlo

Os agentes ambientais sao aqueles que em condi¢gées normais nao colonizam a
glandula mamaria, mas podem fazé-lo quando o ambiente, a maquina de ordenha ou
ubere estdo contaminados e oferecem condigbes de colonizagao. Estas condigbes
permitem que estes agentes tenham acesso ao canal do teto e ascendam a cisterna da
glandula provocando a mastite (Blowey & Edmondson, 2010).

A infegédo por organismos desta classe advém quase sempre de uma deficiéncia

tanto no maneio da exploragéo, como da sala de ordenha (Constable et al., 2017).
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A transmissao ocorre quando os tetos sdo expostos a bactérias encontradas em
fontes ambientais, como material fecal, cama, solo e agua contaminada. A
contaminacdo da pele do teto com agentes patogénicos ambientais aumenta a
probabilidade de |IM, especialmente quando os mecanismos de defesa, por exemplo, a
permeabilidade do esfincter do teto, estdo comprometidos (Smith, 2015).

Infecbes intramamarias com agentes patogénicos ambientais também podem
ocorrer quando os tetos sao insuficientemente desinfetados antes de uma infuséo de
antibioticos, ou quando a propria preparacédo de infusao ou a canula é usada estao
contaminadas (Smith, 2015). Uma vez estabelecida a infegdo num quarto da glandula
mamaria, a transmissao para outros quartos nao infetados pode ocorrer.

As mastites ambientais ocorrem essencialmente no periodo seco, época do parto
e inicio da lactagdo. As estratégias de controlo de mastite baseiam-se na redugéo da
exposicao a agentes ambientais com uma melhoria da higiene das vacas, tanto nas
areas de alojamento, como no processo de ordenha (Constable et al., 2017). Para
prevenir este tipo de infecao, é essencial realizar uma terapia de secagem entre 60 a 35
dias antes do parto, com administragao intramamaria de antibiéticos em cada um dos
quartos (tratar infecbes existentes e prevenir novas infegdes) e administragdo de um
selante no canal do teto de modo a impedir a entrada de microrganismos na glandula
mamaria. E igualmente importante aplicar uma atencdo especial a higiene e fatores de
stress na fase final do periodo seco e no inicio da lactacdo que possam aumentar a
predisposicao a infegdes, incluindo estados de hipercetonémia (Blowey & Edmondson,
2010).

Os organismos coliformes sdo uma causa comum de mastite clinica. Casos
clinicos de infegao por coliformes sdo geralmente encontrados em niveis baixos na
maioria dos efetivos e ndo costumam resultar em infegdes crénicas (Constable et al.,
2017).

Bactérias Gram-negativas como E. coli e Klebsiella spp. estao entre os agentes
patogénicos ambientais mais isolados, mas muitos organismos Gram-positivos como,
por exemplo, S. uberis e S. dysgalactiae podem ser encontrados nos arredores dos
locais onde a vaca se encontra, e a infegao inicial advém frequentemente de uma fonte
ambiental (Smith, 2015).

Streptococcus ambientais tornaram-se uma das principais causas da mastite em
bovinos leiteiros, sendo que as mais prevalentes sdo Streptococcus uberis e
Streptococcus dysgalactiae. As infegdes com esses organismos podem causar mastite
clinica ligeira ou moderada, mas mais frequentemente, dao origem a uma infegcao
subclinica cronica com uma maior concentragdo de células somaticas no leite
(Constable et al., 2017).
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Varios outros agentes patogénicos estdo incluidos na classe ambiental de
infecbes. Estes agentes patogénicos invadem a glandula mamaria, quando os
mecanismos de defesa estdo comprometidos ou quando eles sao inadvertidamente
inativados numa fase de terapia intramamaria. Neste grupo de organismos oportunistas
inclui-se Pseudomonas spp., leveduras, Prototheca spp. e bactérias como Serratia
marcescens, € Nocardia spp. (Constable et al., 2017).

A diversidade de agentes ambientais da mastite tende a aumentar a medida que
0 maneio das exploracdes leiteiras se intensifica. Cabe ao médico veterinario criar
solugdes para que seja possivel uma reducido da exposi¢céo a estes organismos, a qual
se baseia, normalmente, na melhoria da higiene das vacas, das areas de alojamento e

do processo de ordenha (Smith, 2015).

3.3.2.1. Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus dysgalactiae € uma bactéria Gram-positiva, hemolitica e catalase
negativa com capacidade em sobreviver tanto na glandula mamaria como no ambiente
do estabulo, classificando-se, muitas vezes, como agente simultaneamente ambiental e
contagioso (Teixeira et al., 2008).

Esta bactéria é encontrada no ambiente e pode permanecer nele durante um
longo periodo de tempo, foi isolada na cavidade oral, amigdalas e vulva de vacas.
LesGes nas extremidades dos quartos mamarios, como também procedimentos
inadequados de ordenha promovem a disseminagao da bactéria no efetivo leiteiro.
Mastite por S. dysgalactiae esta associada a um mau estado de saude dos tetos, sendo
frequentemente isolado em tetos gretados ou feridos (Smith, 2015).

Os casos clinicos de S. dysgalactiae tendem a ser esporadicos e relativamente
faceis de tratar. Normalmente é mais frequente no inicio da lactagao, devido a infegcao
durante o periodo seco e tendem a durar menos de um més. A razao para a infecao
comecar no periodo seco podera advir de este microrganismo poder estar presente nas
amigdalas, o que faz com que os animais ao lamberem os tetos os infetem. E igualmente
comum em mastites de novilhas pela mesma razao (Teixeira et al., 2008; Smith, 2015).

Em alguns casos existe cura espontdnea, no entanto é aconselhavel o
tratamento com antibiéticos nos casos clinicos. O tratamento durante o periodo seco &
normalmente eficaz e previne novas infe¢gdes no inicio da secagem (Constable et al.,
2017).
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O controlo passa por melhorar as condigdes de higiene da sala de ordenha e
camas, e por técnicas de maneio que visem a conservacgao da integridade dos tetos. O

agente responde bem a penicilinas, cloxacilina e cefalosporinas (Rebhun, 1995).

3.3.2.2. Streptococcus uberis

Streptococcus uberis sdo cocos Gram-positivos e catalase-negativos,
ubiquitarios nas exploragcbes pecuarias. A identificagdo deste microrganismo pode ser
feita pela visualizagdo do seu crescimento em meios como agar sangue e/ou agar
Edwards a uma temperatura de incubacéao entre 30 e 37 °C, durante 24 a 48 horas. As
colénias em meio agar sangue apresentam uma dimens&o entre um e dois milimetros,
sdo lisas, translucidas e convexas. Normalmente sdo ndo-hemoliticas ou parcialmente
alfa-hemoliticas (Biggs, 2009). Em meio agar Edwards ha crescimento de colonias
castanhas, uma vez que ha hidrdlise da esculina em glucose e aesculetina (Blowey &
Edmondson, 2010).

O trato gastrointestinal, pele, solo e material de cama servem como reservatorios
naturais de S. uberis (Zadoks et al., 2001). Pode ser isolado em varios locais do animal,
no entanto, em situagdes normais, poucas vezes atinge a glandula mamaria (Teixeira et
al., 2008).

Smith, (2015) refere que S. uberis é encontrado na flora vaginal de vacas, mas
as secregdes do trato genital provavelmente ndo desempenham um papel significativo
na transmissao da infegao.

Trata-se de um agente comum de mastite clinica e subclinica, geralmente de
natureza ambiental. Contudo, também pode apresentar-se de forma contagiosa,
disseminada entre os animais ou mesmo pelos ordenhadores e equipamentos. Podem
ser caracterizados como intermediarios entre contagiosa e ambiental (Zadoks et al.,
2001).

A infecdo pode ocorrer a qualquer momento durante o periodo de lactagao e
geralmente com curta duragao (Zadoks et al., 2003). Atualmente, S. uberis é o agente
mais comum de infe¢des intramamarias que ocorrem no periodo seco, verificando-se
os casos clinicos no inicio da lactagdo. As mastites causadas por S. uberis dao origem
a quartos edemaciados, quentes e rigidos. O animal pode apresentar temperatura
elevada durante 24 horas (Constable et al., 2017).

A maioria dos casos responde bem a antibioterapia com penicilina, no entanto

tem havido um aumento recente de casos crénicos, em que o tratamento é ineficaz. A
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implementacdo de um protocolo para pré-dipping e pés-dipping dos tetos em solugdes
antissépticas e desinfetantes na ordenha, secagem ou refugo de vacas cronicamente

infetadas € normalmente eficaz no controlo deste agente (Zadoks & Schukken, 2003).

3.3.2.3. Coliformes

Os coliformes sao bacilos Gram-negativos, oxidase negativos, fermentadores da
lactose. Os géneros classificados como coliformes sao Escherichia, Klebsiella e
Enterobacter. No entanto, existem outras bactérias Gram-negativas frequentemente
isoladas de infe¢Bes intramamarias que sao incluidas neste grupo erradamente como
Serratia, Pseudomonas e Proteus (Hogan & Smith, 2003). Sdo organismos bastante
faceis de identificar através de cultura em placas de meio agar MacConkey resultando
no crescimento de colénias rosa caracteristicas (Smith, 2015). Sado considerados
agentes patogénicos ambientais e oportunistas que ocupam varios lugares no ambiente
comum de bovinos. Escherichia coli € um habitante normal do trato gastrointestinal de
animais de sangue quente. Tanto a Klebsiella spp. quanto a Enterobacter spp. povoam
0 solo, agua e o trato intestinal dos animais. Serratia marcesens compartilha 0 mesmo
ambiente que Klebsiella spp. e Enterobacter spp., Pseudomonas spp. € Proteus spp.,
ambas podem ser isoladas na agua e solo, estao fortemente associadas a contaminagao
de fontes de agua, por vezes, utilizada na lavagem de uberes antes da ordenha (Hogan
& Smith, 2003; Kawai et al., 2017).

O aumento da temperatura ambiente juntamente com o aumento da humidade
influenciam o crescimento destes microrganismos e, somando com o confinamento dos
animais durante longos periodos, contribuem para a multiplicacdo e persisténcia do
agente no ambiente (Smith, 2015).

Os coliformes provocam principalmente mastites clinicas, com maior incidéncia
apos o parto ou no inicio da lactagdo (Hogan & Smith, 2003). Estas mastites podem ser
o resultado de infe¢des intramamarias adquiridas durante o periodo seco. No entanto,
as infegdes por coliformes podem ser adquiridas a qualquer momento durante a
lactagdo, particularmente se a exposicao for grande e os mecanismos de defesa
primaria estiverem comprometidos como, por exemplo, a permeabilidade do esfincter
do teto (Smith, 2015).

A infegdo subclinica é igualmente comum, mas de curta duragao. No caso de
mastites clinicas, a maioria das vezes a gravidade é moderada, existindo, no entanto,

devido a libertagcao de endotoxinas pela apoptose das préprias bactérias, casos
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bastantes graves podem ocorrer. Sinais sistémicos como anorexia, febre, diarreia e
queda acentuada na producgao de leite sdo caracteristicos destas situagdes (Hogan &
Smith, 2003). Os casos graves ocorrem mais frequentemente no periodo peri-parto e no
inicio da lactacao (Smith, 2015).

Um fator de risco para o desenvolvimento de mastites por coliformes é o
sindrome da vaca caida, devido a imunossupressao causada e a elevada contaminagao
a que o Ubere e os tetos estao sujeitos por contato prolongado com as fezes ou com o
material organico contaminado (Constable et al., 2017).

O tratamento consiste em controlar os sinais de toxémia inerentes a infecdo, com
fluidoterapia intensa, ordenha dos quartos afetados com maior frequéncia, € a utilizagao
de antimicrobianos deve servir apenas de suporte para assegurar a eliminagdo da
infecdo, evitar a ocorréncia de casos cronicos e de situagdes de septicémia (Erskine,
2016b). O uso de selante de teto interno combinado com antibiéticos intramamarios
apropriados demonstrou resultar na reducao da frequéncia de novas [IM causadas por

bactérias coliformes (Smith, 2015).

3.3.2.3.1. Escherichia coli

A Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa, coliforme que pode ser
hemolitica, ou ndo, dependendo da estirpe, e fermentadora da lactose (Teixeira et al.,
2008). Habita o trato gastrointestinal das vacas leiteiras e € classificada como agente
ambiental da mastite (Hogan & Smith, 2003).

E um agente muito disseminado no ambiente, particularmente nas fezes, sendo
um dos mais prevalentes nas explorag¢des e, por isso mesmo, o agente ambiental que
mais provoca mastites sobretudo em exploragbes onde os cuidados de higiene e
limpeza sao insuficientes (Teixeira et al., 2008).

A E. coli penetra no canal do teto, mas nao se fixa as suas paredes, facilitando

a sua eliminagao no leite e fazendo com que seja rara a cronicidade deste tipo de

mastites (Rinaldi et al., 2010). A duragcao média das infecgdes intramamarias por E. coli

durante a lactagao ¢ inferior a 10 dias (Hogan & Smith, 2012). De facto, um numero

bastante alto (80 a 90%) de infegdes torna-se autolimitante (Blowey & Edmondson,
2010).

No entanto, Smith (2015) indica que cerca de 10% dos casos de E. coli podem

resultar em infecbes persistentes, pois estas estirpes demonstram ter um mecanismo
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de sobrevivéncia, capaz de invadir e replicar dentro das células epiteliais mamarias, e a
capacidade de sobreviver num reservatorio intracelular, provocando, mastite clinica
recorrente no mesmo quarto mamario ou outro inicialmente saudavel.

A maioria dos casos de mastite clinica causada por E. coli sdo precedidos por
valores baixos de CCS, com rapido retorno a niveis relativamente normais dentro de
semanas apos a ocorréncia de um caso clinico (Smith, 2015).

Normalmente, a reacao inflamatéria é local e restringe-se aos quartos afetados
com um aumento local de temperatura, rubor e uma producgéo de leite com um aspeto
aquoso. Esporadicamente, a reacdo inflamatéria pode dar origem a um quadro
generalizado, provocando uma toxémia, através da libertagdo para a circulagéo
sanguinea de uma endotoxina por lise bacteriana, que podera, em casos hiperagudos
e sem tratamento provocar a morte do animal em poucas horas (Teixeira et al., 2008,
Blowey & Edmondson, 2010). As mastites provocadas por E. coli podem ocorrer em
mais do que um quarto, mas por ser um agente ambiental, € mais frequente afetar os
quartos posteriores, devido aos seus respetivos tetos serem normalmente mais
compridos e possuirem um maior didmetro da sua extremidade. Juntamente com a sua
maior aptidao na producgao de leite tornando-os mais suscetiveis a manter o canal do
teto aberto aumentando assim o risco de entrada destes organismos na cisterna e a
desenvolver mastite (Blowey & Edmondson, 2010).

O sucesso do tratamento depende da gravidade dos sintomas, da resisténcia da

vaca e da prontidao do tratamento (Hogan & Smith, 2012).

3.3.2.3.2. Klebsiella spp.

Klebsiella oxytoca e Klebsiella pneumoniae sao as duas espécies mais comuns
associadas a mastite bovina (Smith, 2015). Trata-se de um agente ambiental comum de
mastite clinica e subclinica em bovinos nas exploragdes leiteiras (Langoni et al., 2015).
Esse organismo é frequentemente encontrado em serrim humido, que € normalmente
utilizado em camas e cubiculos (Smith, 2015; Constable et al., 2017).

A infecao intramamaria pode ser inicialmente ambiental, mas a transmissao entre
vacas pode ocorrer durante os periodos de infegdo subclinica através de eliminagao

fecal em vacas leiteiras infetadas (Constable et al., 2017).
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3.3.2.4. Serratia spp.

Serratia marcescens e Serratia liquefaciens sdo as espécies mais comumente
associadas a mastite bovina. A maioria das estirpes do género Serratia spp. produzem
colonias vermelhas brilhantes em agar sangue, mas sao facilmente superadas por
outros agentes patogénicos. Muitas vezes a sua prevaléncia pode ser subestimada. De
modo a evitar esta subestimagcdo € necessario usar meios de cultura especiais e
temperatura de incubagao a 20°C (Smith, 2015).

IIM causada por Serratia spp. pode ter origem em reservatoérios ambientais como
material organico de cama, e é frequentemente associada a imersado de tetos com
clorexidina contaminada (Hogan & Smith, 2012).

Em contraste com a mastite causada por outros coliformes, IIM causada por
Serratia spp. frequentemente persiste numa forma subclinica por varios meses, de
modo, que raramente resultam em sinais clinicos graves (Smith, 2015), A duragao meédia
de infegao intramamaria por Serratia spp € de 55 dias, podendo prolongar-se por 6 a
10 meses. O refugo é recomendado em vacas com casos recorrentes de mastite clinica

ou CCS persistentemente elevadas (Smith, 2015).

3.3.2.5. Pseudomonas spp.

Pseudomonas spp. séo bacilos Gram-negativos, aerébios, oxidase positivos e
catalase negativos, muito comuns no meio ambiente. Originam-se em aguas
contaminadas, como por exemplo, em tanques de agua parada e aguas utilizadas na
preparacdo e limpeza dos uberes antes da ordenha, que se encontram a uma
temperatura ambiente. Por vezes também podem ser encontradas na agua dos furos
(Blowey & Edmondson, 2010).

As infecgbes intramamarias causadas por Pseudomonas spp. sao geralmente
infecdes cronicas que podem persistir em multiplas lactagées (Hogan & Smith, 2003).

O tratamento é por vezes ineficaz, o que se deve, em parte, a produgédo de
fatores anti-fagocitarios que inibem as defesas do hospedeiro, como a capacidade de
produzir biofilme que reduz a eficacia do tratamento. No entanto, alguns antibiéticos sédo
utilizados, como cefalosporinas de 32 geracado (ceftiofur), ou aminoglicosideos e

fluoroquinolonas para tentar resolver estes casos (Smith, 2015).
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O uso de solucdes antissépticas e desinfetantes no teto antes e apds a ordenha
em vez de lavagem com agua, reduz o risco de infe¢cdes causadas por fontes de agua
contaminadas. A mastite causada por Pseudomonas spp. € atribuida ao uso de produtos
de infusdo intramamaria contaminados, higienizagdo inadequada da extremidade do
teto, antes de administragdo de farmacos, lencos utilizados na limpeza dos tetos
contaminados e exposi¢ao dos animais a agua estagnada (Smith, 2015).

Vacas com uma CCS persistentemente alta, ou episddios repetidos de mastite
clinica devem ser eliminadas, ou em alternativa, as glandulas individuais podem ser

secas (Blowey & Edmondson, 2010).

3.3.3. Mastites por Agentes Contagiosos

Os Agentes patogénicos mais comuns da mastite contagiosa séo bactérias
adaptadas ao hospedeiro que causam infegdes subclinicas de longo prazo, ou seja, nao
demonstram sinais de infecdo, aumentando o problema nas exploragbes uma vez que
que as glandulas mamarias com infegbes subclinicas crénicas sao o principal
reservatorio de microrganismos responsaveis por causar mastites contagiosas. A
transmissdo ocorre quando os tetos de vacas saudaveis s&o expostos a agentes
contagiosos presentes no leite que veio de uma glandula infetada, que na maioria das
vezes ocorre na ordenha (Smith, 2015).

A principal fonte de transmisséo sao as proprias glandulas mamarias infetadas
de outras vacas no efetivo. No entanto, varios objetos contaminados com goticulas de
leite infetadas podem ser uma fonte de transmissao destes agentes. Alguns exemplos
sdo tetinas da maquina de ordenha, m&os dos técnicos de ordenha, panos de limpeza
de uberes na pré-ordenha, tubagem da maquina e o proprio material presente, através
de goticulas de leite que vazam dos tetos entre ordenhas (Constable et al., 2017).

Em alguns casos a prépria maquina de ordenha pode ser um reservatério de
agentes contagiosos. Por vezes, devido as flutuagdes abruptas de vacuo dentro do
grupo de ordenha (gradientes de pressao reversa), estas podem impulsionar agentes
contagiosos do leite de uma glandula infetada para o canal do teto de uma glandula
saudavel. Outras vezes, devido a microrganismos presentes na tubagem que por
desinfecao insuficiente ndo foram eliminados, possibilitando a infecdo de vacas
saudaveis na préxima ordenha (Smith, 2015).

Existem programas com o objetivo de controlar o contagio da doenga. A maioria

envolve agdes que promovem uma melhoria na higienizagao e desinfegdo de todos os

25



objetos que tém contacto com os uberes das vacas, visando interromper o modo de
transmissao entre vacas infetadas e vacas saudaveis. Além disso, existem programas
de terapia antimicrobiana preventiva feita no dia de secagem de vacas, e o refugo de
vacas cronicamente infetadas (Constable et al., 2017).

Os métodos moleculares demonstraram que os agentes de mastite estao
continuamente a evoluir em resposta as medidas de controlo e mudancgas na maneio da
exploragcao. Embora as categorias tradicionais ainda fornecam uma base razoavel para
iniciar programas de controlo, os veterinarios devem estar cientes das possibilidades de
rotas adicionais de transmissdo e da necessidade de programas de controlo

abrangentes que podem exceder as recomendagdes tipicas.

3.3.3.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva, hemolitica, coagulase
positiva, anaerdbia facultativa e catalase positiva. O Staphylococcus aureus é
considerado um dos principais agentes de mastite devido ao seu impacto na CCS e na
prevaléncia generalizada, sendo frequentemente isolado em vacas no periodo de
secagem. Este microrganismo entra na glandula mamaria via canal do teto e multiplica-
se no interior da cisterna, onde ocorre adesao as células epiteliais e tecido intersticial.
A maioria das [IMs causadas por S. aureus sao cronicas e subclinicas, com episédios
periddicos de mastite clinica leve (Teixeira et al., 2008; Smith, 2015).

No entanto, a mastite clinica causada por S. aureus pode resultar em sinais
sistémicos devido a producgao de varias enzimas e exotoxinas que danificam as células
mamarias provocando zonas de necrose e fibrose de tecido cicatricial na glandula
mamaria, podendo encontrar-se gangrenosa e fria devido a supressao de circulagao
sanguinea provocada pela necrose dos tecidos (Taponen & Pyoérala, 2009). Este tecido
cicatricial permite que a bactéria se “esconda”, reduzindo a eficiéncia do tratamento uma
vez que os medicamentos/antibiéticos usados no seu tratamento néo se distribuem por
todo o quarto afetado. Para piorar a situagao este microrganismo € ainda produtor de $3-
lactamases, neste caso penicilinases, o que faz com que seja resistente a antibidticos
beta-lactdmicos como penicilina e amoxicilina (Teixeira et al., 2008; Smith, 2015).

Tem ainda varios mecanismos anti-fagociticos, impossibilitando a fagocitose por
neutrofilos (Taponen & Pydrala, 2009). Por essas razdes, as |IMs por S. aureus
raramente se resolvem espontaneamente e sio dificeis de tratar com antibidticos
(Smith, 2015).
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Em situagdes agudas, o animal pode apresentar, para além dos quartos quentes
e inflamados, sinais de toxémia (Teixeira et al., 2008). Existe uma taxa relativamente
alta de vacas que ap6és estarem infetadas com S. aureus nao recuperam das mastites
que resultam em infegcbes cronicas e incuraveis. A prevaléncia de mastites causadas
por estas bactérias pode estar relacionada com mecanismos de resisténcia, reducao da
suscetibilidade a antimicrobianos e ao baixo percentual de cura durante a lactac&o. Por

vezes a medida mais indicada é o refugo destes animais (Smith, 2015).

3.3.3.3. Staphylococcus coagulase negativos (SCN)

Em relagdo as carateristicas fenotipicas, estes agentes crescem em agar
sangue, formando coldnias brancas de 3 a 4 mm, normalmente nido hemoliticas,
catalase positivos e negativos a coagulase (Biggs, 2009).

Os Staphylococcus coagulase negativos constituem um grupo bastante
heterogéneo com mais de 45 espécies e subespécies de microrganismos, onde
aproximadamente uma duzia sdo encontradas no leite e associadas a infegcdes da
glandula mamaria em bovinos (De Vliegher et al., 2012; Smith, 2015). As mais
frequentemente encontradas sao Staphylococcus chromogenes e Staphylococcus
simulans, e ocasionalmente Staphylococcus epidermicus e Staphylococcus hyicus
(Pyoérala et al., 2009). Sao comumente encontrados no ambiente dos estabelecimentos
de ordenha, em equipamentos de ordenha e na pele dos quartos mamarios (Smith,
2015).

A infecao por estes agentes € mais frequente em animais de primeira lactagéo,
e esta principalmente associada aos casos subclinicos de mastite, sendo que a maioria
das infegdes causadas por SCN permanecem subclinicas com CCS inferiores a 500.000
células / mL. No entanto, quando as infegbes por SCN persistem, podem ser
caracterizadas por aumento elevado de CCS ou mastites clinicas moderadas (Taponen
& Pyorala, 2009).

Varios estudos relatam a existéncia de cura espontanea, e o uso de antibiéticos
B-lactdmicos intramamarios em casos de mastite clinica resulta em taxas de cura
bacteriolégica que excedem 80%, sendo igualmente eficazes quando usados em

periodos de secagem (Smith, 2015).
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3.3.3.3. Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae ¢ uma bactéria Gram-positiva, nao hemolitica e
catalase negativa. E considerado um agente obrigatério do Ubere, sem capacidade para
sobreviver por longos periodos fora da glandula mamaria (Smith, 2015). No entanto,
podemos encontra-lo em superficies que tiveram contacto recente com o leite, tais como
tetinas, panos de ordenha e maos do ordenhador (Teixeira et al., 2008). Crescem em
meio de agar sangue e agar Edwards com colénias com 1-2mm, lisas, translucidas e
convexas (Biggs, 2009).

Estes agentes infetam a cisterna e o sistema de ductos da glandula mamaria,
onde causam a inflamacao. Inicialmente ha uma rapida multiplicacado de S. agalactiae
nos ductos galactéforos, seguida da passagem da bactéria para os vasos linfaticos e
ganglios linfaticos supramamarios. Nesta fase a migragao de neutréfilos para os ductos
da glandula mamaria e a acumulagdo de detritos bacterianos intensifica a resposta
inflamatéria, o que resulta na destruicdo do tecido glandular e consequentemente
diminui a producao de leite, podendo chegar ao estado de agalaxia (Constable et al.,
2017). A produgéo de leite diminui quando os dutos ficam bloqueados com células e
detritos e os alvéolos associados evoluem. A mastite causada por S. agalactiae é
geralmente subclinica, por vezes intercalada com episodios de mastite clinica leve e, se
nao tratada, pode persistir por meses ou anos (Smith, 2015).

A quebra de produgdo de leite huma vaca associada a mastites devido a
Streptococcus agalactiae é de cerca de 25% durante a lactagdo, numa vacaria onde o
agente esta presente a perda de leite € de cerca de 10-15% da produgao esperada
(Langoni et al., 2017). Estas bactérias apresentam-se em grande numero no leite
infetado e uma s6 vaca infetada pode elevar a CCS no tanque em mais de 100.000
bactérias por ml. O tratamento precoce pode resultar no aumento da produgéao de leite,
porque a natureza superficial da infecdo resulta em dano minimo para as células
secretoras do leite. No entanto, podem ocorrer danos aos tecidos, fibrose e diminui¢ao
permanente da produgéo de leite, se a infegcao se tornar crénica (Smith, 2015).

A dificuldade no combate a este agente ndao esta particularmente na sua
resisténcia a antibidticos, mas sim, na dificuldade no controlo da sua rapida
disseminacao (Teixeira et al., 2008). Registam-se taxas de cura de cerca de 90% com
penicilinas, eritromicina, cloxacilina e cefalosporinas. Todos os casos subclinicos devem
ser tratados imediatamente, uma vez que a resposta a terapéutica é boa e reduz o risco

de propagacao ao resto do efetivo (Constable et al., 2008).
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As infegbes que sejam incorretamente tratadas poderao desenvolver cronicidade
0 que acrescentara uma dificuldade no seu combate. Deste modo é necessario aplicar
programas de controlo para S. agalactiae baseados na erradicacdo por meio da
identificagao, tratamento, refugo e biosseguranca, de forma a reduzir o risco de entrada

deste patogeneo na exploragao (Smith, 2015).

3.3.3.4. Corynebacterium bovis

Este agente é um bacilo Gram-positivo e caracteriza-se por fermentagao
negativa, catalase e oxidase positivo, classificado como agente contagioso (Costa et al.,
1985). C. bovis pode ser cultivado em meio de cultura agar sangue, com visualizagao
das colonias apds 48 horas de incubacao (Constable et al., 2017).

Este microrganismo causa mastite subclinica e possui baixa patogenicidade,
sendo considerado por alguns investigadores como comensal das glandulas mamarias.
C. bovis pode ser um contaminante frequente em amostras de leite e o DNA deste
organismo € frequentemente identificado em associagao com outras bactérias quando
o teste de PCR é usado em amostras de leite (Smith, 2015).

Coloniza principalmente o canal do teto e a presenga do mesmo tem servido
como indicador de falta de higiene na ordenha (Watts, 2000; Henrique et al., 2016).
Surge normalmente associado a vacas que nao foram alvo de uma correta terapia
durante o periodo de secagem (Teixeira et al., 2008).

Huxley (2003) sugere que esta bactéria pode ter algum efeito de protegao contra
0s agentes “maiores” como o Staphylococcus aureus, provavelmente devido a inibigao
por competitividade, a efeitos antagonistas ou a produgdo de substancias
antimicrobianas. No entanto, esta hipdétese é descartada por outros autores que
reforgcam o potencial de C. bovis como agente de mastite devido ao seu isolamento tanto
nos casos de mastite clinica quanto nos casos de mastite subclinica com alto CCS
(Langoni et al., 2016).

Apesar de nao possuir grande importancia clinica é relativamente comum,
estando associado a mastites com aumentos moderados das CCS e perdas de
producao baixas, sendo sensivel as penicilinas, ampicilina, amoxicilina e eritromicina
(Langoni et al., 2016; Constable et al., 2017).

Este organismo pode ser transmitido de vaca para vaca na hora da ordenha.

Medidas preventivas, como uma eficiente desinfe¢ao do teto juntamente com um correto
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tratamento antimicrobiano das vacas no periodo seco, sdo normalmente suficientes

para controlar esta infecdo (Hogan & Smith, 2012).

3.3.3.5. Mycoplasma spp.

Diversas estirpes do género Mycoplasma sao consideradas patogénicas em
efetivos bovinos, mas as espécies mais comuns associadas a mastite incluem M. bovis,
M. californicum e M. bovigenitalium (Smith, 2015).

M. bovis é a espécie mais comum associada a mastite bovina. Mycoplasma spp.
pode ser isolado de uma variedade de superficies mucosas de bovinos normais e
doentes, mas evidéncias crescentes sugerem que M. bovis é uma causa importante de
pneumonia cronica nao responsiva em bovinos (Smith, 2015). Os animais infetados
podem permanecer assintomaticos ou podem desenvolver broncopneumonia, mastite
e/ou artrite, muitas vezes como sequela associada a infecao respiratdria ou mastitica
(Nicholas & Ayling, 2003).

M. bovis também foi associada a ceratoconjutivite, endometrite, salpingite,
ooforite, aborto e seminovesiculite, todas reproduzidas experimentalmente (Nicholas &
Ayling, 2003).

Animais portadores assintomaticos podem infetar coabitantes no efetivo
eliminando os organismos nas secregdes nasais e/ou vaginais, fezes, leite e também
por transmissdo de aerossol. Na maioria dos casos, a disseminagdo do agente no
organismo é via descendente, afetando primeiramente o pulm&o ou outros érgaos e,
posteriormente, por via sanguinea, alcanga a glandula mamaria apos a bacteriémia
(Pfutzner & Sachse, 1996; Erskine, 20162).

Os micoplasmas nao possuem parede celular e ttm um tamanho intermédio
entre os virus e as bactérias. Devido a esse género bacteriano ndo possuir parede
celular rigida, apresenta uma maior suscetibilidade a dessecacao, calor, detergentes e
aos desinfetantes. No entanto, a maioria dos antibiéticos aprovados para uso veterinario
nao sao eficazes no tratamento, nem no controlo da mastite micoplasmatica. Embora
possam ser usados para evitar infe¢des bacterianas secundarias (Nicholas & Ayling,
2003).

Embora algumas |IMs possam resolver-se espontaneamente, as vacas infetadas
devem ser consideradas permanentemente infetadas (Smith, 2015).

A principal forma de transmissao de infe¢cdes intramamarias causadas por
micoplasmas ¢é através das maos dos ordenhadores, equipamentos de ordenha e 0 uso

de canulas para tratamento (Pfltzner & Sachse, 1996).
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S&o microrganismos de crescimento fastidioso, o que faz com que o método de
cultura microbiologica habitual para os outros agentes nao seja suficiente para isolar
este agente. Além de ser aconselhavel repeticdes de colheita em varias ocasibes, uma
vez que este microrganismo é excretado de forma intermitente e a sensibilidade na
detecao baseada em cultura depende da excrecéo continua do agente (Byrne et al.,
2000).

Mycoplasma spp. tem requisitos de crescimento Unicos e devem ser cultivados
usando meios apropriados e incubagéo sob condigdes especificas, como 10% de CO2.
As placas devem ser incubadas por até 7 a 10 dias, porque algumas colénias crescem
muito lentamente. O congelamento prolongado de amostras de leite reduz a
concentracdo de organismos viaveis e pode resultar em diagndsticos falso-negativos
(Smith, 2015).

Uma vaca que apresente sinais recorrentes de mastite subclinica e que os seus
resultados de cultura a partir de amostras de leite sejam repetidamente negativos,
devera ser suspeita e sujeita a exame microbioldgico para isolamento de micoplasmas
(Teixeira et al., 2008)

S&0 agentes com um grande grau de disseminagéo e de dificil tratamento. O
controlo da mastite micoplasmatica num efetivo é possivel sem uma taxa de refugo
agressiva, se forem implementadas medidas de segregagdo dentro do efetivo,
biosseguranga efetiva e excelentes técnicas de ordenha (Pfutzner & Sachse, 1996;
Byrne et al., 2000).

E importante ressaltar que a principal forma de entrada deste agente na
propriedade é através da compra de animais infetados de outros efetivos, dai a
importancia de realizar exames laboratoriais periodicamente nos animais do efetivo e

principalmente nos recém-adquiridos (Smith, 2015).
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3.4. Detecao e Diagndstico de Mastites

O diagnéstico inicial de mastite clinica, é feito por definicdo durante o exame
fisico através sinais clinicos visiveis. Em contrapartida, a mastite subclinica s6 pode ser
detetada por exames complementares de diagnéstico. Por esta razao é de grande
importancia o continuo desenvolvimento destes exames complementares de modo a se
obter uma boa relagao entre o custo e o beneficio para o seu uso nas exploragdes. A
maioria dos exames disponiveis no campo detetam apenas a presenca de inflamacgao e
nao propriamente infecao intramamaria, mas tornaram-se valiosos testes de triagem
(Constable et al., 2017).

3.4.1. Sinais Clinicos

Os sinais clinicos apenas sao visiveis na mastite clinica, e sdo detetados com
base no exame clinico e verificacdo de alteragdes do uUbere e sinais de envolvimento
sistémico ou avaliacao do leite (Lévesque, 2004).

Os sinais clinicos indicativos de mastite clinica podem ser aumento da
sensibilidade ao toque (indicativo de dor), hiperémia, aumento da temperatura, edema,
alteragdo da consisténcia do tecido mamario ou presenca de nodulos, sendo sugestivo
de formacgéo de tecido conjuntivo cicatricial fibroso ou abcessos (Langoni, 2013).

A palpacdo do ubere depois da ordenha pode ser muito util na detegdo de
abcessos provocados por Staphylococcus aureus, assim como a presencga de tecido
cicatricial é indicativa de uma lesao permanente da glandula mamaria. Sinais sistémicos
de inflamagdo podem incluir aumento da temperatura retal, alteragbes
comportamentais, anorexia e apatia (Langoni, 2013).

O aspeto do leite deve ser também avaliado quanto a sua viscosidade e
aparéncia, e cada quarto mamario deve ser examinado individualmente quanto a
presenca de coagulos, flocos, sangue e secregdes aquosas. A rejeicdo dos primeiros
jatos permite a facil detecado de coagulos no leite, os quais aparecem no inicio (fase

aguda) das mastites clinicas (Islam et al., 2012).
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3.4.2. Contagem de Células Somaticas (Contraste leiteiro)

A contagem de células somaticas (CSS) no leite tornou-se um teste amplamente
utilizado pois fornece um indicador sensivel e especifico da saude do Ubere e da
qualidade do leite, uma vez que as CS estdo envolvidas na prote¢cdo da glandula
mamaria de infe¢cdes como parte do sistema imunolégico inato (Talukder & Ahmed,
2017).

Esta contagem pode ser feita através de uma amostra retirada no tanque de leite
comum ou através de leite recolhido individualmente em cada vaca. A CCS esta
aumentada principalmente, mas nao exclusivamente, devido a mastites subclinicas. E
em exploragdes com uma elevada CCS no tanque normalmente tém niveis de producao
significativamente mais baixos que a média da exploragdo e torna-se uma medida
indireta da prevaléncia de mastite num efetivo leiteiro (Constable et al., 2017).

Nao excluindo que as CCS nos primeiros dias da lactagcao sao frequentemente
altas, tal ndo tem necessariamente relagdo com uma infegdo intramamaria, uma vez
que em vacas nao infetadas as contagens tendem a baixar para niveis mais baixos apds
duas semanas depois do parto e permanecem baixas durante a lactacdo. Os fatores
que afetam a CCS no leite incluem numero de quartos infetados, classe de bactérias,
idade das vacas (vacas mais velhas tém contagens mais altas), fase de lactagéo (as
contagens sao mais altas nos primeiros dias apds o parto e no final da lactagéo) e
producao média do efetivo com a contagem de células reduzindo conforme a produgao
de leite aumenta, por efeito de diluicdo (Constable et al., 2017).

Quartos saudaveis tém uma CCS abaixo de 100.000 células / mL, este valor
deve ser usado como indicador de auséncia de infecdo. No entanto apenas valores
acima de 200.000 células / ml é considerado um Ubere com mastite. Quando o tanque
de leite comum apresenta uma CCS com mais de 400.000 células / ml, & considerado
improprio para consumo humano na Uniao Europeia (EU) (Schwarz et al., 2011).

Em Portugal, esta pratica é levada a cabo através do contraste leiteiro, um
servico disponibilizado de forma nao gratuita a produtores que adiram a este servico.
Os produtores recebem informagéo acerca dos niveis de produgéao, do teor proteico e
butiroso, ureia e da CCS de cada individuo ordenhado no dia da colheita mensal, e das
variagdes destes paradmetros a nivel individual e do efetivo em relagdo aos meses

anteriores.
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3.4.3. Teste Californiano de Mastites

O TCM é um dos testes mais confiaveis e baratos para detetar mastite subclinica.
No entanto, a sua melhor aplicacdo & provavelmente na identificacdo de quartos
infetados em vacas ja identificadas com infe¢do com base na CSS individual (Bradley &
Green, 2005).

O teste é feito através de um reagente com uma acao detergente que desnatura
a membrana das células somaticas reagindo com o DNA dos nucleos celulares criando
um gel através de um aumento de viscosidade no leite. E também um indicador de pH,
normalmente roxo bromocresol que muda para violeta quando o pH do leite é superior
a 6,8, ou seja quando entra em contacto com leite mastitico, sendo o pH de leite normal
6,6. O TCM é misturado com amostras de um quarto de leite previamente recolhidas,
posteriormente agitadas suavemente e apos 15 segundos esta pronto para ser avaliado.
O resultado varia entre negativo, traco, 1, 2 ou 3, dependendo do grau de viscosidade
apresentado. Estes resultados podem ser ainda relacionados com a CSS do leite, como

mostrado na Tabela 1 (Constable et al., 2017).

Tabela 1- Relagéo entre o resultado do TCM e a CCS e como interpreta-los (Constable et al., 2017).

Resultado Viscosidade CCS Interpretacao

0 (negativo) Ausente 0-200,000 cells/ml Quarto saudavel

T (tragos) Leve 200,000—-400,000 Mastite subclinica
cells/ml

1+ (fraco positivo) | Leve /Moderada | 400,000—-1,200,000 | Mastite subclinica
cells/ml

2+ (positivo) Moderada 1,200,000— Mastite subclinica

5,000,000 cells/ml
3+ (forte positivo) Intensa > 5,000,000 cells/ml | Mastite subclinica
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3.4.4. Teste de NAGase

O teste NAGase ¢é baseado na medig¢ao da atividade de uma enzima associada
a célula (N-acetil-B-d-glucosaminidase) no leite, com uma alta atividade enzimatica
indicando uma alta contagem de células. NAGase é uma enzima lisossomal intracelular
derivada principalmente de células epiteliais mamarias danificadas com uma pequena
contribuicdo de neutrdfilos. A sua concentragao no leite esta elevada na presenca de
uma mastite, mas ndo so6, podendo estar igualmente elevada no inicio e no final da
lactagdo, como ocorre com a concentragdo de células somaticas (Constable et al.,
2017).

E um teste rapido e preciso, faciimente utilizada em multiplas amostras devido a
sua facilidade de execucao. Pode ser feito em leite fresco tanto do tanque, como de um
quarto mamario do animal. No entanto, como a maior parte da atividade da NAGase é
intracelular, as amostras devem ser congeladas e descongeladas de modo a
potencializar a sua atividade maxima. E considerado o mais preciso dos testes indiretos
quando possivel e deve ser utilizado em conjunto com a CCS de modo a aumentar ainda

mais a precisao do diagndstico de mastite (Constable et al., 2017).

3.4.5. Teste Whiteside

O principio do WST desse teste é a reacado entre uma amostra de leite e hidréxido
de sodio a 4% numa lamina de vidro, que na sua mistura reagem caso o leite seja
proveniente de uma glandula mastitica.

Neste teste, sdo colocadas 4 ou 5 gotas da amostra de leite numa Iamina de
vidro e uma gota de hidroxido de sédio a 4 %. De seguida s&o misturadas com uma
vareta de vidro durante 20 segundos. Caso nao haja alteragao da consisténcia do leite
o resultado e considerado negativo (-). No caso de haver um leve grau de aglomeragao
e alguma perda de opacidade, mas ainda com aspeto leitoso é considerado um Fraco
Positivo (+), Quando o fundo é mais aquoso e grandes aglomerados de materiais
coagulados estdo presentes, ou quando a amostra é semelhante a soro leite com um
fundo de lamina muito aquoso e existéncia de massas de material coagulado em forma
de filamentos tem uma interpretagéo de Distinto (++) ou Forte Positivo respetivamente
(Islam et al., 2012; Rahman et al., 1970).
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3.4.6. Teste de Mastite de Wisconsin

O Wisconsin Mastitis Test € um aperfeicoamento do TCM, realizado em tubo
graduado com a finalidade de eliminar a subjetividade da interpretacao dos resultados
do segundo (Wani et al., 2018).

Este teste utiliza o mesmo reagente do TCM diluido em agua destilada em
proporgdes iguais ou seja 1:1. Utilizam-se 2 ml deste e 2 ml da amostra do leite. E
realizado em tubos apropriados, que apresentam um orificio nas suas extremidades com
1,15 mm de didmetro. A homogeneizacédo devera ser realizada com movimentos de
rotacdo do tubo de seguida e invertido o tubo mantendo-o assim durante 15 segundos
para depois voltar a inverter para retomar a posicao original. O reagente ira agir sobre
as células somaticas do leite formando um gel viscoso na presenca de alteragbes como
a mastite. Apés um minuto em que o tubo retoma a posigao inicial, a quantidade de
fluido restante no tubo é medida. Quanto maior o conteudo celular, maior a viscosidade
e o volume de mistura que permanece no tubo (Langoni, 2000).

Como o tubo é graduado, o resultado sera expresso em milimetros, de acordo
com a maior ou a menor viscosidade da reagao usadas para prever o numero médio de
células somaticas presentes no leite. Ha relagao a pontuagdao do WMT e a CCS (Tabela
2) (Wani et al., 2018).

Tabela 2- Correlagéo de resultados no WMT com valores de CCS. Tabela adaptada de Wani et al.,
(2018).

WMT CCSs WMT CCS

(mm) (cells/ml) (mm) (cells/ml)
3 140,000 17 730,000
4 165,000 18 790,000
5 195,000 19 855,000
6 225,000 20 920,000
7 260,000 21 990,000
8 300,000 22 1,050,000
9 340,000 23 1,130,000
10 380,000 24 1,280,000
11 420,000 25 1,360,000
12 465,000 26 1,440,000
13 515,000 27 1,525,000
14 565,000 28 1,610,000
15 620,000 29 1,700,000
16 675,000 30 1,800,000
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3.4.7. Cultura Microbiolégica

A principal caracteristica de um exame microbiolégico € a capacidade em
oferecer resultados rapidos e seguros na cultura de amostras de leite recolhidas em
vacas quando existe suspeita de infegdo intramamaria. E uma etapa de diagnéstico
imprescindivel, uma vez que tem a capacidade de identificar o agente causador da
mastite e assim aplicar um tratamento especifico de combate contra esse agente. Esta
amostra pode ser recolhida de leite proveniente de um sé quarto mamario ou ser
composta por leite de varios quartos suspeitos. A recolha de amostras deve ser feita
assepticamente e colocada em frascos estéreis para que nao haja contaminacgao,
consequentemente tornando-a inviavel. Os primeiros trés jatos de leite devem ser
rejeitados e durante a colheita o frasco deve ser mantido obliquamente em relagdo ao
solo de modo a minimizar a entrada de contaminantes. Imediatamente apds a colheita,
as amostras devem ser congeladas ou colocadas a uma temperatura 4-5°C no caso de
cultura ser feita até um maximo de 24 horas (Brito, 2005).

A cultura é feita normalmente em meio agar-sangue com coloragao de Gram, e
com uma avaliagcdo da morfologia do microrganismo e testes especificos, permitem a
identificacdo do agente. Placas de meio de cultura seletiva, como biplacas (agar
MacConkey e agar sangue com 1% de esculina), triplas (agar MacConkey, agar sangue
e agar TKT) podem ser usadas para diferenciar agentes patogénicos Gram-positivos e
Gram-negativos. Uma amostra de leite € considerada contaminada quando trés ou mais
espécies de bactérias sdo isoladas. Um quarto é considerado curado quando as
bactérias, isoladas na amostra inicial, ndo estao presentes em nenhuma amostra 14, 21
ou 28 dias depois (Constable et al., 2017).

3.4.8. Teste da Condutividade Elétrica

A prova baseia-se no principio em que o aumento da condutividade elétrica do
leite € diretamente proporcional ao aumento da inflamagéo do ubere e da CCS. O
aumento de ides sddio e cloro, e 0 consequentemente o aumento da condutividade

elétrica sao caracteristicas do leite mastitico (Teixeira et al., 2008).
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Uma vez que esta definido que as alteragdes eletroliticas do leite sdo as
primeiras a ocorrer na mastite, testar a condutividade elétrica no leite permite ainda a
identificagdo de mastites subclinicas muito antes de qualquer outro teste, e o teste é

atraente por esse motivo (Constable et al., 2017).

No entanto, para conseguir este diagndstico com algum grau de precisao, é
necessario comparar os valores de condutividade em cada quarto mamario da vaca e
comparar esses valores de condutividade ao longo do tempo. Este teste torna-se
realmente util quando a sua leitura é automatizada através da incorporagao do leitor em
robds de ordenha de modo a ser realizada em todas as ordenhas, com registo imediato
na base de dados da exploracdo. Deste modo alcanga o seu potencial maximo na

detecao de infecbes intramamarias (Constable et al., 2017).

38



3.5. Prototheca spp.

3.5.1. Histéria da Taxonomia

Wilhelm Krlger isolou pela primeira vez, em 1894, uma alga do género
Prototheca, a partir do fluxo de seiva de uma arvore, identificando duas espécies,
Prototheca moriformis Kriiger e P. zopfii Kriiger (Kriger W., 1894) e descreveu-as como
microrganismos unicelulares semelhantes as algas do género Chlorella, embora fossem
diferenciadas principalmente pela auséncia de clorofila na sua composi¢ao. Mais tarde,
foram associados a mastite bovina em 1952 por Lerche (Bexiga & Vilela, 2003).

Desde entdo, a mastite prototecal é reconhecida em todo o mundo, em paises
como os Estados Unidos (Anderson e Walker, 1988), Bélgica (Lagneau, 1996),
Dinamarca (Aalbaek et al. , 1998), Portugal (Bexiga & Vilela, 2003), Italia (Buzzini et al.,
2004), Alemanha (Mdller et al., 2007), Brasil (Bueno et al., 2006), Japao (Osumi et al.,
2008), Canada (Pieper et al., 2012) e Polonia (Jagielski et al., 2019).

Em Portugal, foram descritos alguns casos de mastite bovina por Prototheca spp.
no centro do pais, nas ilhas dos Agores (Bexiga & Vilela, 2003), e foi notificada uma
elevada incidéncia de casos no Norte do pais (Thompson et al., 2009; S. Marques et al.,
2006). Esses ultimos achados sugerem que a mastite causada por Prototheca spp. foi
subdiagnosticada no pais durante muito tempo (Marques, 2010).

Na Poldnia, a ocorréncia de mastite por algas Prototheca foi demonstrada pela
primeira vez no inicio dos anos 2000 (Malinowski et al., 2002; Jagielski et al., 2019).

A maioria dos autores considera cinco espécies atribuidas a este género, que
inclui P. zopfii, P. wickerhamii, P. blaschkeae, P. stagnora e P. ulmea (Marques, 2010)
e mais recentemente P. cutis (Satoh et al., 2010). Existe ainda uma sexta espécie,
P. monformis, a qual, no entanto, ndo & geralmente aceite por toda a comunidade
cientifica. Todos os autores concordam que P. zopfii, P. wickerhamii, P. blaschkeae sao
as Unicas espécies patogénicas para humanos e animais (Costa et al., 1998; Marques
et al., 2015). P. wickerhamii esta geralmente associada a patologia humana, Prototheca
zopfii associada a infecdes em animais e principalmente a mastite bovina, Prototheca
blaschkeae foi recentemente isolada em amostras de leite mastitico (Mohabeer et al.,
1997; Sara Marques et al., 2008).

P. zopfii é responsavel pela grande maioria dos casos relatados. Possui dois
gendtipos: gendtipo 1 e 2, e apenas o segundo foi associado a mastite bovina
(Thompson et al., 2010; Pieper et al., 2012).
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Pieper et al. (2012) realizaram um estudo de campo onde recolheram amostras
de leite de 2428 vacas leiteiras em 23 exploragdes leiteiras aleatérias, e mais 23
exploragdes de controlo. Houve 64 amostras positivas para Prototheca spp. entre as
quais 58 foram identificadas como Protothecas zopfii. Posteriormente houve
diferenciacdo entre gendtipos 1 e 2, atravées de PCR e espectrometria de
fluxo /ionizacao a laser assistida por matriz. Todos os isolados foram identificados como
gendtipo 2 de Prototheca zopfii (Pieper et al., 2012).

Um estudo recente que analisou o rRNA 18S sugeriu que P. blaschkeae esta
mais intimamente relacionada com P. zopfii do que com outras espécies e que essa
espécie também pode estar associada a mastite bovina e n&do apenas a onicomicose

humana como considerado anteriormente (Guillamon et al., 1998).

3.5.2. Epidemiologia

Prototheca spp. esta presente em diferentes ambientes em todo o mundo, sendo
encontrada com mais frequéncia em ambientes com alta humidade e matéria orgénica,
onde as condigdes climaticas sao propicias para uma rapida multiplicacao deste agente
patogénico. Estas microalgas ja foram isoladas numa grande variedade de fontes, como
agua potavel e marinha, seiva de arvores, lama, fezes de animais domésticos ou
animais selvagens, lodo, leite de vaca, produtos a base de carne ou peixe, material
usado em camas de animais, tetinas e sistema de ordenha (Uwe Roesler et al., 2003;
Bexiga & Vilela, 2003; Pieper et al., 2012).

Em vacas, Prototheca foi isolada na glandula mamaria, ganglios linfaticos
supramamarios, uUtero, trato gastrointestinal e rins (Gonzalez, 1996).

Jagielski et al., (2019), publicaram um estudo, durante o qual isolaram estes
microrganismos a partir de amostras colhidas em vacas saudaveis, identificando este
agente nas fezes, boca, nariz, reto e vulva. Os autores concluiram que a Prototheca
spp. coloniza o trato gastrointestinal e urogenital de bovinos sem causar danos ao
hospedeiro, nem sinais de infegcao (Jagielski et al., 2019). Estas algas sao resistentes a
digestao devido a esporopolenina incluida na parede celular (Costa et al.,, 1997),
permitindo, assim, a sua eliminagao pelas fezes de animais sem que estes evidenciem
sinais de infegdo ou de multiplicagao enddégena (Bexiga & Vilela, 2003), levando a
reinfecdo e promovendo a sua disseminagdo no meio ambiente (Costa et al., 1997).

Prototheca spp. encontram-se disseminadas em todos os ambientes de efetivos
leiteiros, até mesmo em exploracdes leiteiras sem historico de mastite prototecal (Uwe
Roesler et al., 2003; Jagielski et al., 2019).
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Apesar de Prototheca spp ser uma microalga, em sistemas aquaticos € apenas
um habitante transitério e nao indigena, pois nao consegue manter taxas de reprodugao
significativas neste tipo de ambiente (Pore et al., 1983). Prototheca spp. também pode
colonizar transitoriamente a pele humana, unhas, trato respiratério e sistema digestivo
(Morandi et al., 2016). Essas algas omnipresentes sdo extremamente resistentes, sendo
também isoladas de uma grande variedade de valores de pH e concentracdes de sal,
como em agua pré-tratada com cloro e em leite pasteurizado (Melville et al., 1999). A
ultrapasteurizarao é o Unico procedimento industrial capaz de garantir que o leite fique
livre desses agentes, uma vez que a sua inibi¢cdo total de crescimento so € alcancada a
100° C (Melville et al., 1999; S. Marques et al., 2010).

3.5.3. Patogénese e Sinais Clinicos

A patogenicidade e viruléncia de Prototheca spp. é moderada. Estes
microrganismos s&o considerados agentes oportunistas raros, com capacidade de
causar doenca em qualquer animal, desde que ocorram fatores predisponentes
(Marques, 2010). A infecao ocorre através da contaminag¢ao da extremidade do teto com
ascensao pelo ducto da glandula mamaria até ao tecido mamario (Hodges et al., 1985;
Taniyama et al., 1994).

Os animais infetados podem desenvolver mastite subclinica ou clinica na forma
aguda ou cronica, sendo esta ultima a forma predominante (Malinowski et al., 2002;
Bexiga & Vilela, 2003). A maioria dos casos clinicos € de gravidade leve ou moderada.
As vacas infetadas podem tornar-se cronicamente infetadas e apresentar aumento
persistente de células somaticas e baixa produgéo de leite (Smith, 2015). Geralmente
nao sao observados sinais sistémicos (Malinowski et al., 2002; Bexiga & Vilela, 2003;
Uwe Roesler & Hensel, 2003).

Na mastite subclinica, a contagem de células somaticas pode ser superior a 10°/
mL. Além disso, pode ocorrer mastite seropurulenta em casos agudos com grande
namero de algas no leite, na camada epitelial alveolar, nos macréfagos e no intersticio.
A mastite pode progredir para uma infegdo granulomatosa cronica com linfadenite
regional levando a atresia do quarto mamario infetado e perda da producao de leite
(Janosi et al., 2001; Malinowski et al., 2002; Uwe Roesler & Hensel, 2003).

Apesar de menos frequentes, estao referidos casos de mastites clinicas (Bexiga
& Vilela, 2003). O quadro clinico agudo ocorre principalmente em surtos da enfermidade
e caracteriza-se pela acentuada reducdo da producdo de leite, que pode cessar

abruptamente. A secrec¢do glandular pode apresentar grumos, flocos, aspeto sero-
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purulento ou aquoso (Bexiga & Vilela, 2003; Janosi et al., 2001; V. F. F. Bueno et al.,
2006).

As alteracbes comumente observadas no quadro clinico croénico consistem no
aumento da consisténcia do tecido glandular e alteragbes do leite, como aparéncia
aquosa, presencga de grumos de caseina e flocos de fibrina ou pus (Langoni et al., 1995;
Gomes et al., 1999). Além disso, o aumento referido de CCS pode nao ser continuo,
pois uma vaca infetada também pode apresentar baixos niveis de CCS no leite e a
eliminagao do agente no leite ocorrer de forma intermitente aumentando a dificuldade
no seu diagnostico (Bexiga & Vilela, 2003; Marques, 2010).

Os achados histopatolégicos sido geralmente caracterizados por mastite
intersticial progressiva associada a atrofia alveolar. As algas podem ser encontradas no
[imen alveolar e no intersticio, bem como nos macréfagos mas nao no interior das
células epiteliais mamarias (V. Bueno et al.,, 2006). Essas algas podem causar a
destruicdo dos vasos sanguineos, acinos e tecido conjuntivo intersticial do ubere,
levando a atrofia dos alvéolos. Noutros 6érgaos, essas algas também podem causar
lesbes inflamatdrias destrutivas e necréticas.

Casos de prototecose disseminada tém sido descritos em vacas com mastite
necroética macica, edema renal, trombose das artérias pulmonares e colite (Marques,
2010).

3.5.4. Diagnéstico de Prototecose (mastite)

O diagndstico de mastite prototecal é geralmente baseado na identificacéo de

mastite através de indicadores especificos como, por exemplo, a monitorizacdo de CCS
ou através do Teste Californiano de Mastites (TCM), com posterior recolha de leite
asséptico de vacas potencialmente infetadas. Por sua vez é feita a cultura das amostras
de leite em meio indicado, agar Sabouraud dextrose ou agar sangue, seguido de analise
macro ou microscopica de montagens humidas com coloragao azul algodao lactofenol
(Marques, 2010).
A identificagdo deve ser feita com base nas caracteristicas morfolégicas macro e
microscopicas ou por comparagdo em padrdes de assimilagdo de diversos substratos.
Pode ser utilizado o sistema APl 20 C Aux, sabendo que Prototheca zopfii apenas
assimila glucose e glicerol, e os restantes testes sdo negativos (Bexiga & Vilela, 2003).

Em agar sangue e agar Sabouraud dextrose o crescimento é bastante idéntico,
apo6s 24 horas e até um maximo de 72 horas de incubagéo a 25 a 37 ° C. Em meio de

cultura agar sangue, essas algas geralmente apresentam coldénias brancas a
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acinzentadas, opacas, pastosas, nao hemoliticas, com um didmetro de 0,5a 1 cm. Em
agar Sabouraud dextrose, as colénias tém uma coloragdo que pode ir de creme a
branco, relativamente secas e com consisténcia cremosa e superficie granular. Este
crescimento € muito semelhante ao crescimento de leveduras nestes meios, sendo
facilmente mal identificadas (Marques, 2010). Existem meios seletivos e de
enriquecimento para este agente, como o PIM - Prototheca isolation medium (Pore,
1973) - ou o0 meio PEM - Prototheca enrichment médium, contém ftalato que inibe
bactérias e 5-fiuorocitosina para suprimir leveduras. Sao Uuteis quando existe
contaminacao da amostra de modo tornar possivel a sua recuperagao. Para a maioria
das espécies de Prototheca spp., sdo adequadas as Incubacdes a 30 ° C durante 72
horas (Pore et al., 1987; Bexiga & Vilela, 2003; Smith, 2015).

Figura 1 - Crescimento de algas Prototheca zopfii em placa de agar Sabouraud dextrose apos 96 horas
de incubagéo a 28 ° C (Marwa & Lamiaa, 2013).

Figura 2 - Visualizagdo microscopica de algas Prototheca spp. através de microscopia de luz (MB 40x)
(Bozzo et al., 2014).
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Figura 2 - Células de Prototheca zopfii na parede epitelial do alvéolo mamario (seta fina) e no espago
interalveolar (seta grossa). Microscopia 6ptica de espécime corado com PAS. 1000x. Barra = 10um (V. F.
F. Bueno et al., 2006).

Figura 3 - Micrografias eletrénicas por varredura de células do genétipo Il (A) e Il (B) de Prototheca zopfii.
Indicando a diferenga no tamanho e forma esporangiais dos genétipos | e 1l (Shahid et al., 2017).

Foram desenvolvidos diversos métodos diagndsticos alternativos para a detegéo
da mastite bovina por Prototheca, como a citologia aspirativa por agulha fina (FNAC) ou
o0 ELISA baseado na detecado de IgG anti-prototecal no soro (Roesler et al., 2001;
Elizabeth et al., 2004; Kano et al., 2016).

Roesler et al., (2001) e Kano et al (2016) demonstraram que o sistema de
detegao ELISA para IgG anti-prototecal no soro foi especifico e sensivel o suficiente
para permitir o diagndstico de mastite prototecal, mostrando sensibilidade e
especificidade confiaveis na distincdo entre animais infetados e nao infetados. A
identificagao soroldgica de vacas em lactagao infetadas com P. zopfii € uma ferramenta
util para erradicar estes agente em efetivos infetados (Résler & Hensel, 2003).

A técnica de citologia aspirativa por agulha fina (FNAC) pode ser utilizada para
o diagnéstico da mastite subclinica, com identificagdo deste agente no material aspirado
do parénquima mamario através de procedimentos de coloragao (Gram, Giemsa e Shor)
ou por microscopia eletronica de varredura, permitindo um diagnéstico rapido e correto

aliado a facil execugéo e baixo custo (Costa et al., 2004).
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3.5.5. Tratamento

A patogénese da infecao por Prototheca e as respostas imunes associadas ainda
precisam ser esclarecidas, o que dificulta o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
contra essa infe¢ao. Ao longo do tempo foram feitas tentativas de obtencao da cura de
mastite bovina causada por P. zopfii que nao obtiveram éxito, existindo uma grande
necessidade de testar varios principios ativos com varios mecanismos de acao. Os mais
testados até agora foram os inibidores de crescimento e compostos com agéao algicida,
na tentativa de encontrar um tratamento eficaz e util em exploracoes leiteiras (Marques,
2010).

Em testes de sensibilidade in vitro antifungicos como nistatina e anfotericina B
produziram efeito inibitdrio no seu crescimento, que podera ser explicado pela presenca
de componentes fosfolipidios neste organismo. Por outro lado, /In vivo ndo houve o
mesmo efeito inibitério quando testado em amostras de leite recolhidas de glandulas
mamarias previamente tratadas com nistatina e sulfato de estreptomicina (Segal et al.,
1976; Spalton, 1985).

Um outro estudo testou a suscetibilidade de isolados do genétipo 1 e do gendtipo
2 de P. zopfii contra anfotericina B, gentamicina, canamicina e itraconazol. Os resultados
mostraram uma maior suscetibilidade in vitro a organismos do gendtipo 1 de P. zopfii.
(Marques, 2010). Apesar da variabilidade observada, os agentes mais eficazes
determinados em varios estudos foram anfotericina B, nistatina, gentamicina,
aminosidina e polmixina B, entre outros (Bexiga & Vilela, 2003; Sobukawa et al., 2011).

Testes de sensibilidade in vitro com estirpes de P. zopfii isoladas em leite
mastitico demonstraram resisténcia do microrganismo aos antimicrobianos como:
ampicilina, cefoperazona, danofloxacin, cloranfenicol, estreptomicina, gentamicina,
lincomicina, neomicina, nitrofurantoina, oxacilina, penicilina, polimixina B, sulfazotrin,
tiamulina, e tetracilina (Vargas et al., 1998). Casal et al. (1984) demonstraram a
existéncia de uma beta-lactamase em P. zopfii que é capaz de inativar varios compostos
antibacterianos.

Bexiga et al., (2003) testaram varios agentes antibacterianos existentes no
mercado portugués para aplicagdo intramamaria, e o resultado € demonstrado na

seguinte tabela:

45



Tabela 3- Diametros médios observados nos testes de sensibilidade a antibacterianos de Prototheca
zopfii isolados (Bexiga & Vilela, 2003).

Quimioterdpicos Diametro de refe-  Difimetro observado MH Didmetro observado Resultado
réncia MH2

Aminosidina =15 22 (19-25) 19 (17-20) Sensivel
Amoxicilina/Ac. clav. =18 0 0 Resistente
Ampicilina ND 0 0 Resistente
Cefazolina > 18 0 0 Resistente
Cefalénio ND 0 0 Resistente
Cefoperazona =21 0 0 Resistente
Cefquinoma > 18 0 0 Resistente
Cloxacilina ND 0 0 Resistente
Colistina =11 0 0 Resistente
Estreptomicina > 15 0 0 Resistente
Gentamicina =15 12 (11-15) 9(6-12) Resistente
Kanamicina > 18 11(8-13) 9 (8-11) Resistente
Lincomicina ND 0 0 Resistente
Neomicina ND 0 0 Resistente
Penicilina G ND 0 0 Resistente

Polimixina B =12 14 (13-16) 13 (12-14) Sensivel
Rifaximina > 19 0 0 Resistente
Sulfa/Trimetoprima =16 0 0 Resistente

ND — nio disponivel na bibliografia. MH — agar Mueller Hinton: MH2 — agar Mueller-Hinton suplementado com 5 % de sangue
desfibrinado de carneiro.

Melville et al. (2003) analisaram a suscetibilidade in vitro de P. zopfii ao sulfato
de cobre (efeito algicida), nitrato de prata (agente cauterizante das glandulas mamarias)
e clorexidina (anti-séptico). O nitrato de prata induziu uma diminui¢gdo na espessura da
parede celular, enquanto a clorexidina mostrou capacidade de degradagéo de organelos
intracelulares e, por outro lado, o sulfato de cobre induziu a uma fibrilagdo da camada
interna da parede celular.

Num estudo recente foi determinado que baixas concentragdes de hipoclorito de
sédio (0,039% - 0,156%) e iodo (0,156% - 0,625%) foram eficazes contra isolados de P.
zopfii, 0 que indica que 0 uso desses antissépticos pode ser benéfico em rotinas de
higiene, na imerséo dos tetos pré e pds-ordenha, assim como na secagem terapéutica
da glandula mamarias em vacas infetadas por P. zopfii, evitando a sua disseminagao
(Salerno et al., 2010).

Marques (2010) refere outro estudo, desta vez com o objetivo em determinar a
suscetibilidade a diferentes desinfetantes comerciais, Biocitroc (acido ascérbico,
bioflavondides citricos e outros acidos organicos), eucaliptol, Combicid® (acido

descalcificante), Eco Plus® (solugdo alcalina clorada) e Prodip (digluconato de
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clorexidina). Destes, apenas o Biocitro e Plus® se mostraram eficientes para todas as
espécies de Prototheca.

A atividade algicida de 6leos naturais contra Prototheca spp também foi testada
in vitro, onde se obtiveram bons resultados com 6leos de Melaleuca alternifolia, Citrus
bergamia, Cynnamomum zeylanicum e Thymus vulgaris de modo que foram verificados
efeitos inibitérios sobre estas algas (Nardoni et al., 2018). Ao mesmo tempo, os éleos
essenciais de Mentha piperita e Satureja hortensis foram eficazes na reducao
significativa dos sinais clinicos de inflamacéao e fibrose in vivo, em um modelo de ratos
murino com prototecose cutanea induzida por P. zopfii (Nardoni et al., 2018).

A atividade inibitéria de flavondides contra Prototheca spp. também foi
comprovada in vitro, tendo apresentado halos de inibicao de crescimento com diametros
de 14,5, 17,8 e 20,7 mm, para apenas trés dos 12 compostos testados contra Prototheca
spp. (Pietro Buzzini et al., 2008).

Nardoni et al, (2018) avaliaram a acdo algicida de 30 O6leos essenciais
quimicamente definidos contra P zopfii e P. blaschkeae isolados no leite de vacas
leiteiras com mastite, mostrando que alguns desses OE, em particular o Citrus paradisi,
tém um bom impacto na atividade antialgal contra P. zopfii e P. blaschkeae. Este achado
pode contribuir para ampliar a visao informativa sobre o tratamento ndao convencional
de vacas mastiticas em ambientes leiteiros.

Alves et al, (2017) relataram pela primeira vez o poder de agao algicida da
guanidina em estirpes de P. zopfii de origem animal, também in vitro, indicando uma
possivel utilidade de desinfetante ou antisséptico alternativo para limpeza tanto do
ambiente leiteiro, como nos equipamentos de ordenha em efetivos com prototecose.
Além disso, o efeito algicida da guanidina em baixas concentragbes € evidenciado,
podendo ser usado para terapia quimica na secagem ou no tratamento clinico de
glandulas infetadas por essas microalgas, devido ao seu baixo potencial irritante e a sua
nao toxicidade comprovada na utilizagcdo em mucosas e conjutivas em humanos, no
tratamento prototecose (Yamada et al. 2009; Alves et al., 2017).

A atividade antimicrobiana da lactofenina bovina tem sido testada em varios
microrganismos, nomeadamente em algas da espécie P. zopfii. Neste estudo houve
alguma variabilidade nos resultados, no entanto, em varias amostras os isolados da
Prototheca mostraram-se extremamente suscetiveis e apresentaram inibigdo completa
do crescimento com 1 pg/ mL e 7 pg / mL de lactofenina bovina (Lee et al., 2004).

Na determinagdo da suscetibilidade a tampdes borato e fosfato in vitro de
algumas estirpes de P. zopfii e P. blaschkeae, ambos em pH 9, os resultados mostraram
que todos os isolados testados cresceram na presenca de tampao fosfato, no entanto,

verificou-se que na presenga de tampao borato, todos os isolados foram inibidos com o
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tempo, tendo as estirpes de P. zopfii sido completamente inibidas apds uma semana de
incubacao (Marques, 2010).

No que diz respeito a suscetibilidade a temperatura da Prototheca spp., varios estudos
tém demonstrado que estas algas apresentam suscetibilidades altamente variaveis e
que resistem a pasteurizacdo convencional e a outros tratamentos térmicos. como 62-
65° C / 30 min, 72-75 ° C / 15 segundos e 72- 75 ° C / 20 segundos (Marques et al.,
2010). A unica temperatura observada como efetiva na inativagao de isolados de P.
zopfii e P. blaschkeae, foi de 100° C durante 1 segundo, o que demonstra uma alta
capacidade de resisténcia dessas algas e o seu potencial risco para a saude publica
(Marques et al., 2010).

Embora os isolados de P. zopfii sejam sensiveis a inumeros agentes
terapéuticos in vitro, as diversas tentativas de tratamento intramamario nao tém sido tao
bem-sucedidas. Devido a esta situagao o tratamento da mastite causada por Prototheca
ainda n&o é recomendado, portanto o refugo destes animais continua a ser o método
mais indicado para o controlo da infecido na exploracdo. O abate de vacas infetadas
deve ser associado a identificagcdo e prevencido de locais ambientais contaminados,
limpeza de camas e dispositivos de irrigagao juntamente com protocolos adequados de
ordenha que garantam a limpeza dos tetos e minimizem a propagac¢ao da infecéao
(Smith, 2015).

E fundamental o diagnéstico imediato, pois as medidas de prevengao e controlo
devem ser implementadas o mais rapidamente possivel (Costa et al., 1996; Milanov et
al., 2016).

3.5.6. Controlo e Prevencgao

Uma vez que a Prototheca pode ser amplamente disseminada no ambiente de
efetivos leiteiros e que é extremamente resistente a maioria dos agentes
antimicrobianos, o meio mais promissor de redugado da sua incidéncia € melhorar as
medidas de prevencado e controlo em efetivos leiteiros e incluir este agente no
diagnostico diferencial da mastite bovina de modo a identificar as vacas infetadas. Um
diagnéstico precoce, separagao no alojamento e na ordenha, com um refugo precoce
das vacas infetadas sdo as medidas consideradas eficazes contra a prototecose (Rdsler
& Hensel, 2003).

E extremamente importante prevenir a contaminacdo, minimizando a exposicéo

da extremidade do teto ao agente, mantendo todos os ambientes da exploragéo limpos
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€ secos, como o parque de vacas secas, novilhas, areas de parto, vacas em lactacao e
sala de ordenha. A reducdo da humidade, juntamente com a utilizacdo de materiais
inorganicos nos parques, camas e/ou em zonas de descanso, pode ser uma das formas
mais indicadas para controlar a multiplicagcdo de agentes patogénicos ambientais
incluindo as algas do género Prototheca spp. Em efetivos leiteiros com grande
prevaléncia de mastite, a limpeza sistematica com agua quente em alta pressao ou
pulverizacdo com algicidas podera mostrar-se essencial (Marques, 2010).

A sala de ordenha é um local muito importante para o controlo de mastites
ambientais em geral e Prototheca nao € excegao. A higiene adequada da sala, uberes
das vacas e equipamentos utilizados antes, durante e depois da ordenha, € uma das
medidas preventivas mais importantes (Marques, 2010).

Considerando que o agente pode sobreviver na agua, a qualidade desta deve
ser avaliada quando utilizada na sala de ordenha. A correta realizacdo da imersao dos
tetos em solugéo desinfetante com agéo algicida, antes e depois da ordenha, contribui
para a reducédo de novas infe¢cdes (Ribeiro, 1996; Nardoni et al., 2018). Além disso,
disponibilizar comida palatavel e recém-servida aos animais apds a ordenha, de modo
a evitar que se deitem imediatamente, permite que o esfincter do canal do teto tenha
tempo de fechar corretamente, antes que esteja em contacto com microrganismos
patogénicos (Costa et al., 1998).

Nao existe uma relagao direta no beneficio de suplementacao de vitaminas ou
minerais com o aumento de resisténcia a prototecose bovina, porém varios estudos
referem que dietas suplementadas com vitamina E e selénio tém influéncia na
resisténcia sobre outros agentes, podendo auxiliar na redugdo da suscetibilidade as
infe¢gdes por Prototheca (Marques, 2010).

A utilizagdo de leite de vacas com mastite na alimentacdo de vitelos nao é
aconselhavel, uma vez que estes animais tornam-se disseminadores deste agente.
Costa et al, isolaram P. zopfii a partir de zaragatoas retais em vitelos alimentados com
leite de vacas com mastite por P. zopfii (Costa et al., 2000b).

Como os animais infetados se tornam portadores, o refugo € indicado como o
melhor método de controlo da infecdo na exploragdo. E fundamental o diagndstico
imediato, pois os meios de prevengdo e controlo devem ser implementados o mais
rapidamente possivel (Costa et al., 1996; Milanov et al., 2016). Até serem refugadas, as
vacas devem ser isoladas e ordenhadas apenas no final da ordenha (Gonzalez, 1996;
Bexiga & Vilela, 2003).

Costa et al. (1999) obtiveram éxito no controlo da mastite bovina num efetivo

com surto de mastite por P. zopfii. As medidas iniciais consistiram no descarte dos
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animais infetados por P. zopfii e na cauterizacdo quimica com solucao de nitrato de
prata a 0,75% dos quartos afetados em animais de primeira e segunda lactagdo com
apenas um quarto afetado. As demais medidas de controlo focaram-se nas instalagoes,
maneio e higiene de ordenha. Apods a efetivacdo das medidas de prevencao e controlo
nao ocorreram novos casos de mastite por esta alga no periodo de dois anos da
avaliacao.

Rosler & Hensel., (2003) levaram a cabo uma experiéncia numa exploracao e
conseguiram erradicar por completo este agente. Através de uma estratégia de
diagnostico agressivo, por uso de técnica de cultura de amostras de leite ao mesmo
tempo com realizacdo de pesquisa serologica com sistemas ELISA. As vacas com
resultado positivo para Prototheca spp. foram separadas do efetivo e refugadas o mais
rapido possivel. Em dois anos, a prevaléncia e a incidéncia de mastite por Prototheca
spp. diminuiu para zero, indicando que a estratégia de erradicacdo usada foi bem-
sucedida (Rosler & Hensel, 2003).

O objetivo deste trabalho foi estudar a ocorréncia de mastite numa exploragéo leiteira e

a prevaléncia de Prototheca spp. e outros agentes infeciosos no efetivo.

Os objetivos especificos incluiram os seguintes pontos:

1. Estudar a prevaléncia de mastite subclinica por vaca e por quarto mamario na
exploragao no ano de 2019;

2. Estudar a distribuicdo na frequéncia de mastite subclinica por trimestre e por
més no ano de 2019;
Analisar a frequéncia de mastites subclinicas por agente etiolégico no ano 2019;
Analisar a frequéncia de mastites subclinicas por agentes ambientais e
contagiosos por trimestre do ano;

5. Analisar a frequéncia de mastites subclinicas por agentes ambientais e
contagiosos por grupo de quartos posteriores e quartos anteriores;
Analisar a frequéncia de mastites subclinicas por numero de lactagdes;
Analisar a frequéncia de mastites subclinicas por quarto mamario e tipo de
quarto mamario;

8. Correlacionar a ocorréncia de mastite subclinica por Prototheca spp. com o
numero de lactacoes;

9. Correlacionar a ocorréncia de mastite subclinica por Prototheca spp. com os

quartos mamarios afetados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Caracterizacao da Exploragao

A exploracao esta localizada na regidao Oeste de Portugal, que se caracteriza por
uma influéncia costeira. Esta proximidade do oceano confere a esta regido
caracteristicas particulares que permitem considerar um subtipo climatico — Atlantico
setentrional — exercendo um efeito moderador da temperatura nas terras do litoral e, ao
mesmo tempo, conferindo-lhes humidade atmosférica. Segundo registos do IPMA
(2020) a temperatura anual varia entre 8°C a 26°C e raramente € inferior a 4°C ou
superior a 33°C, com a temperatura média de 15,4°C estabelecida em 2020. Os valores
médios de precipitagdo anual sdo proximos dos 750 mm e aestacdo de maior
precipitacao dura 7,6 meses, de 26 de setembro a 15 de maio, com probabilidade acima
de 16% a ocorrer precipitacdo. A estagao seca dura 4,4 meses, de 15 de maio a 26 de
setembro e 0os meses de julho e agosto sdo 0os meses mais secos.

A exploragdo possui um efetivo que excede os 1000 animais, constituido
mensalmente, em média, por 550 vacas lactantes, 105 vacas secas, sendo o restante
efetivo composto por animais improdutivos com menos de 2 anos. A substituicdo do
efetivo encontra-se assegurada a partir do elevado numero de novilhas e novos
nascimentos. Além das fémeas, a exploracdo possui ainda dois touros destinados a
cobricdo das novilhas.

A estabulacdo dos animais nos parques de produgdo € em cubiculos. As
condi¢bes do piso, corredores e espacos destinados ao movimento dos animais s&o
revestidos a betdo riscado de modo a diminuir a frequéncia de quedas e traumatismos
nos animais. A limpeza dos corredores centrais nos parques dos pavilhdes é efetuada
por sistema de rodos hidraulicos, que funcionam duas vezes por dia em cada parque.
As camas sao limpas duas vezes por dia e renovadas com aplicagdo de serrim de
madeiras duas vezes por semana. Nao existe ventilagdo mecanica na exploragdo, no
entanto os pavilhdes tém uma boa ventilagdo natural.

O plano nutricional existente na exploragdo para as vacas em produgado €&
rigoroso, através de um sistema unifeed, e € acompanhado periodicamente por um

engenheiro agrénomo e um nutricionista.
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4.1.1. Protocolos de ordenha

A ordenha na exploragao é feita com o auxilio de um sistema em carrossel e
realizada duas vezes por dia. A primeira ordenha do dia inicia as 06h00 e a segunda por
volta das 17h00, com uma duracdo média de 4 horas. Este sistema proporciona maior
velocidade de ordenha e méao de obra reduzida. Na higienizacao dos tetos é realizada
uma pré-lavagem dos tetos (pré-dipping) e € feita a desinfegdo dos tetos apds ordenha
(pos-dipping).

Os ordenhadores usam luvas, toca, avental e panos de limpeza para remover o
pré-dipping antes da colocacdo das tetinas. E utilizado um pano individual por quarto
mamario. Os panos sao lavados e secos a 60 °C (maquina propria de secagem de
tecidos) no periodo entre ordenhas para serem reutilizados na préoxima ordenha.

O tratamento dos animais com mastites é realizado durante a ordenha em vacas

que apresentem alteracdes visiveis no leite (farrapos), sinais clinicos visiveis no ubere
ou diminuicdo acentuada de produgdo. Em caso de duvida é realizado um Teste
Californiano das Mastites (TCM) sendo posteriormente assinaladas no ubere com tinta,
de modo a n&o colocar em risco a qualidade do leite no tanque devido a presenca de
antimicrobianos no leite.
O protocolo de tratamento de mastites é diferenciado consoante a gravidade da mastite.
Mastites ligeiras e moderadas sao tratadas através de aplicagdo intramamaria de
iodohidrato de penetamato (Mamyzin, Boehringer Ingelheim) ou hidroclorido de
lincomicina (Lincocin, zoetis) em primeira linha e cefquinoma (Cobactan VL 75mg, MSD
Animal Health) aplicado de 12 em 12 horas durante 4 dias em segunda linha. Mastites
severas sao tratadas com aplicacéo tratamento intramamario de cefquinoma de 12 em
12 horas durante 5 dias. Nas duas formas de tratamento é sempre administrado
sistemicamente um anti-inflamatério ndo esteroide (AINE).

A saida da ordenha, é levado a cabo semanalmente um protocolo de pediluvio,
alternando na dilui¢ao de formaldeido ou sulfato de cobre em agua, num pedilivio uma

vez por dia.
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4.1.2. Identificagao dos animais com mastite subclinica e colheita de amostras
estéreis de leite

A identificacdo e selecdo dos animais com mastite foi efetuada com base na
analise do contraste leiteiro mensal, nomeadamente dos animais que apresentavam
CCS acima das 400.000 cel/mL. A presenga de mastite subclinica foi confirmada por
realizacao do teste californiano de mastites (TCM) uma vez por més, consecutivamente,
ao longo de 12 meses. Um total de 244 vacas foram identificadas com CCS superiores
a 400.000 células / ml no leite e subsequentemente amostradas. Foi efetuada a colheita
asséptica de amostras de leite a partir dos quartos com testes de resultado de TCM
igual a 1+ ( Viscosidade Leve a Moderada), seguindo o protocolo descrito por Radostitis
et al. (2007). Nestes quartos, os tetos foram desinfetados com alcool a 70°, utilizando
algodao, o qual foi posteriormente descartado. Os primeiros jatos de leite foram
eliminados, sendo recolhidos cerca de 15 ml para um recipiente estéril. Obtiveram-se
assim 414 amostras de quartos individuais. As amostras foram refrigeradas durante o

transporte e processadas no mesmo dia ou num periodo inferior a 24 horas.

4.1.3. Cultivo e isolamento

Todas as amostras foram sujeitas a um processamento que consiste na
inoculagéo das amostras com aros calibrados de 10 ul, em agar MacConkey (Merck®),
em agar Columbia suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro
(BioMérieux BioMérieux®, agar Columbia) e em meio liquido, brain heart infusion broth
(Difco®, BHIB). A incubacéo foi feita em estufa a 37°C, em condi¢gdes de aerobiose,
durante 48 horas. As coldnias cujas morfologias macro e microscépica sugeriam a
presenca de Prototheca spp. foram posteriormente isoladas para agar Saboraud
dextrose (Difco®) e as placas incubadas a 37°C durante 48 horas em atmosfera de
aerobiose. A observacado microscopica foi realizada a fresco, com azul de algodao.
(Bexiga & Vilela, 2003).
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4.1.4. Parametros em estudo

Todos os parametros estudados foram calculados através do método utilizado

para identificacdo dos animais com mastite subclinica, colheita de amostras e cultura

microbioldgica utilizada. Ou seja, CCS > 400,000 células/ml, TCM com resultado 1+ e

cultura realizada em condi¢des de aerobiose com uma incubacgéo a 37°C, durante 48

horas.

Foi calculada a prevaléncia anual de mastite subclinica por vaca e por

quarto mamario com base nas seguintes formulas:

Numero de vacas identificadas com mastite subclinica

x= Populagdao em risco (N = 550)

o Onde a populagao em risco consiste de 550 vacas em ordenha, durante
o ano de 2019 (N=550 vacas).

Numero de quartos identificados com mastite subclinica

" Numero total de quartos das vacas em ordenha durante os meses analisados (N=2200)

o Onde o numero total de quartos mamarios em estudo é a multiplicagéo

do numero de vacas a ordenha por 4 (N=2200).

Foi estudada a frequéncia de mastite subclinica por trimestre e por més:

__ N°de quartos identificados com mastite subclinicano periodo estudado (més ou trimestre)

Numero total de quartos identificados no periodo estudado (N=414)

o Onde o numero total de quartos cultivados no periodo do estudo é N=414

Foi analisada a frequéncia de mastite subclinica por agente etiolégico:

Numero de amostras identificadas por cada agente

" Namero total de quartos identificados no periodo estudado (N=414)

54



Foi analisada a frequéncia de mastite subclinica por nimero de lactagodes:

__ Numero de quartos identificados com mastite subclinica em cada grupo de lactacao

Numero total de quartos em estudo analisados (N=414)

o Numero de lactacbes: 1: uma lactacdo; 2: duas lactacbes; 3: trés

lactagdes; 4+: quatro ou mais lactagdes.

Foi estudada a frequéncia de mastite subclinica por quarto mamario:

__ Numero quartos identificados com mastite subclinica em cada grupo de quarto mamario
Numero total de quartos em estudo (N=414)

o Quarto mamario: PD: posterior direito; PE: posterior esquerdo; AD:

anterior direito; AE: anterior esquerdo.

Foi analisada a frequéncia de mastite subclinica causada por agentes

ambientais e agentes contagiosos por trimestre:

__ Numero de quartos indetificados com agentes do tipo ambiental ou contagioso

Numero total de quartos identificados por trimestre.

Foram considerados agentes ambientais os seguintes patégenos:

e Streptococcus uberis;

e Streptococcus dysgalactiae;
e Escherichia coli;

o Kilebsiella spp.;

e [eveduras;

e Prototheca spp.;

e Serratia spp.;

e [Enterobacteriaceae;

e Enterococcus faecalis;
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Foram considerados agentes contagiosos os seguintes patdgenos:

e Staphylococcus aureus;

e Streptococcus agalactiae;
e SCN:;

e Corynebacterium spp.;

e [Enterobacter aerogenes;

Foi estudada a frequéncia de quartos mamarios positivos para Prototheca
spp- entre os restantes agentes etiolégicos, trimestre, numero de lactagéo,

quarto mamario e tipo de quarto mamario:

__ Numero de amostras identificadas com Prototheca spp.num determinado trimestre

Numero total de amostras identificadas com Prototheca spp.(N=118)

o Trimestre: 1° Trimestre, de janeiro a margo: (n=89); 2° Trimestre, de abril
a junho: (n=98); 3° Trimestre, de julho a setembro: (n=129); 4° Trimestre,

de outubro a dezembro: (n=98)

__ Numero de amostras identificadas com Prototheca spp. num determinado "Grupo de lactagdo".

Numero total de amostras identificadas com Prototheca spp.(N=118)

o Numero de lactacdes: 1 (n=74); 2 (n=168); 3 (n=120); 4+ (52).

__ Numero de amostras identificadas com Prototheca spp. num determinado "Grupo Quarto”

Numero total de amostras identificadas com Prototheca spp.(N=118)

o Quarto mamario: PD (n=126); PE (n=117); AD (n=95); AE (n=75).
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4.1.5. Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas através do programa IBM SPSS ®
Versado 19.0. O teste do qui-quadrado para avaliar a associagao existente entre duas
variaveis qualitativas (Marbéco, 2011), considerando-se que um evento ¢€
estatisticamente significativo quando o p value € menor ou igual a 5% (valor estipulado
para um intervalo de confianga de 95%). Um evento estatisticamente significativo indica
que podemos afirmar com grande grau de certeza que estes resultados irdo repetir-se
em outros estudos numa amostra idéntica a utilizada neste estudo.
No teste Qui-quadrado de Pearson em que um dos valores esperados numa

célula de era inferior a 5%, foi usado o teste de Fisher (Petrie & Watson, 2006).
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5. RESULTADOS

5.1. Prevaléncia de mastite

Efetuou-se um estudo em 244 vacas com suspeita de mastite num total de 414
quartos. Esta amostra resultou na identificagcao de 75 vacas (31%) diagnosticadas com
mastite clinica ou subclinica causada por Prototheca spp. Os resultados referem-se a
um periodo de um ano, entre janeiro a dezembro de 2019. A prevaléncia anual de
mastite subclinica na populagao em risco (550 vacas) foi 44% quando consideradas 244
vacas identificadas com mastite subclinica. A prevaléncia de mastite subclinica por

quarto mamario nos 2200 quartos em estudo durante todo o ano foi de 18% (N=414).

A Tabela 4 apresenta os dados relativos a frequéncia absoluta e relativa

prevaléncia de mastite subclinica nos trimestres estudados.

Trimestre Frequéncia Relativa e Absoluta por
Trimestre

Janeiro-Margo

22% (n=89)

Abril-Junho

24% (n=98)

Julho-Setembro

31% (n=129)

Outubro-Dezembro

24 % (n=98)

Total

100% (n=414)

Tabela 4 - Frequéncia trimestral de quartos analisados com mastites no ano 2019.
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Mensalmente verifica-se uma maior prevaléncia de mastite subclinica no més de
julho (14%, n=57). Dezembro foi o més em que se registou uma menor ocorréncia de
mastite (4%, n=15) (Tabela 5).

Tabela 5 - Prevaléncia de mastites subclinicas por més no ano 2019, em 414 quartos mamarios testados

(N=2200).
Més em estudo Frequéncia Relativa e Absoluta por Més
Janeiro de 2019 9% (n=36)
Margo de 2019 13% (n=54)
Abril de 2019 13% (n=54)
Maio de 2019 10% (n=43)
Julho de 2019 14% (n=57)
Agosto de 2019 9% (n=38)
Setembro de 2019 8% (n=34)
Outubro de 2019 11% (n=47)
Novembro de 2019 9% (n=36)
Dezembro de 2019 4% (n=15)
Total 100% (n=414)

Quando analisados os 414 quartos mamarios cultivados, os agentes etiolégicos
de mastite isolados com maior frequéncia durante o periodo em estudo foram:
Prototheca spp. com 29% (n=118), Streptococcus uberis com 11% (n=47), Stereptoccus
agalactiae com 10% (n=40), Corynebacterium spp. 9% (n=37), Leveduras com 7%
(n=31), Enterococcus faecalis com 5% (n=22), SCN com 4% (n=17), Enterobacteriaceae
com 2% (n=10), Staphylococcus aureus com 2% (n=7), Escherichia coli com 1% (n=6),
Klebsiella spp. com 1% (n=4), Streptococcus dysgalactiae com 1% (n=6), por fim
Serratia spp. foi 0o agente isolado com menor frequéncia com 0% (n=2) de casos
registados no ano 2019 (Grafico 2).
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Grafico 2 — Frequéncia relativa de isolamento por teto dos agentes etiolégicos de mastite durante o
periodo do estudo (ano 2019).

Ao analisarmos por trimestre (Tabela 6), verificamos que no primeiro trimestre o
agente com maior frequéncia foi Streptoccus agalactiae (28.1%; n=25), ndo se tendo
verificado qualquer caso de Enterobacter aerogenes, Enterobacteriaceae, Escherichia
coli, Klebsiella spp., Serratia spp., ou Staphylococcus aureus.

No segundo trimestre o agente com maior frequéncia foi Prototheca spp. (24.5%;
n=24) e nao se verificou nenhum caso de Enterobacter aerogenes, Serratia spp.,
Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus spp.

No terceiro trimestre o agente com maior frequéncia foi Prototheca spp. (34.9%;
n=45), ndo se verificando nenhum caso de Enterobacter aerogenes, Streptococcus
dysgalactiae ou de Streptococcus spp. O agente que demonstrou maior frequéncia no
quarto trimestre foi novamente Protfotheca spp. (25.5%; n=25) e nao foram detetados
quaisquer casos de Serratia spp. e de Streptococcus spp.

A diferenca encontrada entre a frequéncia dos agentes nos diferentes trimestres

verificou-se estatisticamente significativa (F=94.91; p < 0.05).
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Tabela 6- Frequéncia trimestral por agente de quartos mamarios cultivados com mastite subclinica.

Frequéncia de cultivo de agentes etiologicos por Trimestre
Agente Primeiro Segundo Terceiro Quarto
Trimestre Trimestre Trimestre Trimestre

Corynebacterium spp. 5.6% (n=5) 10.2% (n=10) | 10.9% (n=14) 8.2% (n=8)
Enterobacter aerogenes 0% (n=0) 0% (n=0) 0% (n=0) 1.0% (n=1)
Enterobacteriaceae 0% (n=0) 5.1% (n=5) 0.8% (n=1) 4.1% (n=4)
Enterococcus faecalis 4.5% (n=4) 5.1% (n=5) 4.7% (n=6) 7.1% (n=7)
Escherichia coli 0% (n=0) 3.1% (n=3) 0.8% (n=1) 2.0% (n=2)
Klebsiella spp. 0% (n=0) 1.0% (n=1) 1.6% (n=2) 1% (n=1)
Leveduras 7.9% (n=7) 7.1% (n=7) 7.8% (n=10) 7.1% (n=7)
Prototheca spp. 27.0% (n=24) | 24.5% (n=24) | 34.9% (n=45) | 25.5% (n=25)
SCN 5.6% (n=5) 3.1% (n=3) 2.3% (n=3) 6.1% (n=06)
Serratia spp. 0% (n=0) 0% (n=0) 1.6% (n=2) 0% (n=0)
Staphylococcus aureus 0% (n=0) 2.0% (n=2) 2.3% (n=3) 2.0% (n=2)
Streptococcus agalactiae 28.1% (n=25) | 12.2% (n=12) 0.8% (n=1) 2.0% (n=2)
Streptococcus dysgalactiae 4.5% (n=4) 0% (n=0) 0% (n=0) 2.0% (n=2)
Streptococcus uberis 3.4% (n=3) 11.2% (n=11) | 15.5% (n=20) | 13.3% (n=13)
Amostra contaminada 3.4% (n=3) 1.0% (n=1) 2.3% (n=3) 7.1% (n=7)
Sem crescimento 10.1% (n=9) 14.3% (n=14) | 14.0% (n=18) | 11.2% (n=11)
Total 100% (n=89) 100% (n=98) | 100% (n=129) | 100% (n=98)

Nota: Entenda-se “Amostra contaminada” como inconclusiva e; “Sem crescimento” como sem detegao de

qualquer crescimento de coldnias microbioldgicas.

Relativamente a origem das mastites subclinicas por trimestre (Grafico 3),
verificou-se que em todos os trimestres, agentes ambientais foram aqueles identificados

com maior frequéncia.
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Grafico 3 - Distribuigédo frequéncia de casos de mastite por agente ambientais e contagiosos por trimestre
durante o ano 2019 (n=414).

O Grafico 4 apresenta a distribuicao da frequéncia relativa e absoluta de quartos

identificados com Prototheca spp. face aos restantes agentes identificados em cada

trimestre.
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Grafico 4 - Distribuicdo do numero total de casos de mastite (verde) e numero de casos de mastite por

Prototheca spp. (Azul) por trimestre durante o ano 2019.

5.2. Agentes e numero de lactagoes

A Tabela 7 apresenta as frequéncias de crescimento de agentes etioldgicos por

numero de lactacges.

O agente com maior ocorréncia no grupo de 1 lactagao foi Streptococcus uberis

(18.9%, n=74). Prototheca spp. foi isolado em 5.4% dos casos deste grupo. Foi neste
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grupo que se verificou uma maior percentagem de quartos mamarios sem crescimento
(24.3%; n=18).

Em todos os outros grupos de nimero de lactagdes (2, 3 e 4+) verificou-se uma
maior prevaléncia de Prototheca spp., seguido de 20 casos (11.9%) de C. bovis no grupo
de 1 lactagéo, 19 casos (15.8%) de S. agalactiae no grupo de 2 lactagdes e 5 casos

(9.6%) de S. agalactiae e 5 casos (9.6%) de S. uberis no grupo de 4+ lactagdes.
Staphylococcus aureus nao foi isolado no grupo de 3 e 4+ lactagoes.

A diferenga encontrada entre o agente infecioso € o nimero de lactagbes foi

estatisticamente significativa (F=116,35; p< 0.05).

Tabela 7—- Frequéncia de agentes detetados nos quartos afetados por nimero de lactagédo da vaca.

Frequéncia de cultivo de agentes etiologicos por Numero de Lactagdes
Agente Uma lactagdo | Duas lactagdes Trés lactagbes Quatro ou mais
lactagdes
Corynebacterium spp. 5.4% (n=4) 11.9% (n=20) 7.5% (n=9) 7.7% (n=4)
Enterobacter aerogenes 1.4% (n=1) 0% (n=0) 0% (n=0) 0% (n=0)
Enterobacteriaceae 4.1% (n=3) 2.4% (n=4) 1.7% (n=2) 1.9% (n=1)
Enterococcus faecalis 5.4% (n=4) 3.6% (n=6) 7.5% (n=9) 5.8% (n=3)
Escherichia coli 2.7% (n=2) 1.8% (n=3) 0% (n=0) 1.9% (n=1)
Klebsiella spp. 2.7% (n=2) 0.6% (n=1) 0.8% (n=1) 0% (n=0)
Leveduras 2.7% (n=2) 8.3% (n=14) 11.7% (n=14) 1.9% (n=1)
Prototheca spp. 5.4% (n=4) 36.3% (n=61) 24.2% (n=29) 46.2% (n=24)
SCN 16.2% (n=12) 1.8% (n=3) 1.7% (n=2) 0% (n=0)
Serratia spp. 1.4% (n=1) 0.6% (n=1) 0% (n=0) 0% (n=0)
Staphylococcus aureus 2.7% (n=2) 3.0% (n=5) 0% (n=0) 0% (n=0)
Streptococcus agalactiae 5.4% (n=4) 7.1% (n=12) 15.8% (n=19) 9.6% (n=5)
Streptococcus 1.4% (n=1) 0.6% (n=1) 0.8% (n=1) 5.8% (n=3)
dysgalactiae
Streptococcus uberis 18.9% (n=14) 8.3% (n=14) 11.7% (n=14) 9.6% (n=5)
Amostra contaminada 0% (n=0) 1.8% (n=3) 8.3% (n=10) 1.9% (n=1)
Sem crescimento 24.3% (n=18) 11.9% (n=20) 8.3 (n=10) 7.7% (n=4)
Total 100% (n=74) | 100% (n=168) 100% (n=120) 100% (n=52)
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Nota: Entenda-se “Amostra contaminada” como inconclusiva e; “Sem crescimento” como sem deteg¢ao de
qualquer crescimento de coldnias microbioldgicas

O Gréfico 5 apresenta a distribuicdo da frequéncia relativa e absoluta de quartos
identificados com Prototheca spp. face aos restantes agentes identificados nos

diferentes grupos de lactagao.
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Gréfico 5 - Distribuicdo da frequéncia absoluta e frequéncia relativa de quartos mamarios positivos para
Prototheca spp. (azul) entre os restantes agentes etiologicos (verde) e grupos de lactagdo (p-value <

0.05).
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5.3. Prevaléncia e Quarto Mamario

Neste estudo, verificou-se que os quartos posteriores direitos sdo os que

apresentam uma maior prevaléncia de mastite (30.3%; n=105) e que a Prototheca spp.

€ 0 agente com maior prevaléncia em todos os quartos mamarios: AD = 33.7% (n=32);
AE = 26.7% (n=20); PD = 28.6% (n=36); e PE = 25.6% (n=30). Nao se verificou, no

entanto, uma diferenga estatisticamente significativa entre a ocorréncia de mastite e o

quarto mamario cultivado (p-value=0,810), nem tdo pouco entre o agente e o quarto

mamario (p-value=0,929).

Tabela 8 - Valores absolutos e relativos de agentes detetados por grupo de tipo de teto.

Frequéncia de cultivo de agentes etioldgicos por Quarto Mamario

Agente AD AE PD PE
Corynebacterium spp. 7.4% (n=7) 8.0% (n=6) 9.5% (n=12) 10.3% (n=12)
Enterobacter aerogenes 0.0% (n=0) 1.3% (n=1) 0.0% (n=0) 0.0% (n=0)
Enterobacteriaceae 1.1% (n=1) 1.3% (n=1) 4.0% (n=5) 2.6% (n=3)
Enterococcus faecalis 4.2% (n=4) 5.3% (n=4) 6.3% (n=8) 5.1% (n=6)
Escherichia coli 0.0% (n=0) 4.0% (n=3) 1.6% (n=2) 0.9% (n=6)
Klebsiella spp. 2.1% (n=2) 2.7% (n=2) 0.0% (n=0) 0.0% (n=1)
Leveduras 7.4% (n=7) 6.7% (n=5) 8.7% (n=11) 6.8% (n=0)
Prototheca spp. 33.7% (n=32) 26.7% (n=20) 28.6% (n=36) 25.6% (n=30)
SCN 6.3% (n=0) 4.0% (n=3) 2.4% (n=3) 4.3% (n=5)
Serratia spp. 1.1% (n=1) 0.0% (n=0) 0.8% (n=1) 0.0% (n=0)
Staphylococcus aureus 0.0% (n=0) 2.7% (n=2) 2.4% (n=3) 1.7% (n=2)
Streptococcus agalactiae 11.6% (n=11) 10.7% (n=8) 7.1% (n=9) 9.4% (n=11)
Streptococcus dysgalactiae 2.1% (n=2) 2.7% (n=2) 0.8% (n=1) 0.9% (n=1)
Streptococcus uberis 10.5% (n=10) 8.0% (n=6) 11.1% (n=14) 14.5% (n=17)
Amostra contaminada 4.2% (n=4) 4.0% (n=3) 3.2% (n=4) 2.6% (n=3)
Sem crescimento 8.4% (n=8) 12.0% (n=9) 13.5% (n=17) 15.4% (n=18)

Total

100% (n=95)

100% (n=75)

100% (n=126)

100%
(n=117)

Nota: Entenda-se “Amostra contaminada” como inconclusiva e; “Sem crescimento” como sem detec¢ado de

qualquer crescimento de coldnias microbioldgicas
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O Grafico 6 apresenta a distribuicdo da frequéncia relativa e absoluta de quartos
identificados com Prototheca spp. face aos restantes agentes identificados nos
diferentes grupos de quartos mamarios.
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Grafico 6 - Distribuicdo da proporgéo dos casos de Prototheca spp. (azul) entre os restantes agentes
etiolégicos (verde) e tipo de quarto afetado (p-value > 0.05).

Relativamente ao tipo de agente etiolégico (ambiental versus contagioso), verificou-
se tanto nos quartos Anteriores (67.1%; N=115) como nos Posteriores (68.3%; N=167),
uma maior frequéncia de agentes ambientais, embora nenhum destes resultados seja
estatisticamente significativo (p-value > 0.05), pois ndo se verificou existir uma relacao
entre o tipo de agente e grupo de quartos mamarios. Os Quartos Posteriores foram os
que demonstraram maior suscetibilidade para ocorréncia de mastite com um total de
58% (n=202) amostras positivas e das quais, 167 amostras com resultado positivo para
agentes ambientais e 35 para agentes contagiosos. No entanto estes resultados ndo
sdo estatisticamente significativos no tipo de agente face a localizagédo dos quartos

mamarios pois (p-value > 0.05; com p=0,354)

Tabela 9 - Frequéncias relativas e absolutas de mastites ambientais e contagiosas nos grupos de quartos
anteriores e posteriores.

Tipo de Agente Quartos Anteriores Quartos Posteriores
Agente Ambiental 67% (n=114) 68% (n=167)
Agente Contagioso 19% (n=32) 14% (n=35)
Sem crescimento 10% (n=17) 14% (n=35)
Amostra contaminada 4% (n=7) 3% (n=7)
Total 100% (n=170) 100% (n=244)
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5.4. Ocorréncia de Prototheca spp.

5.4.1. Trimestre Anual

Em relacdo a prevaléncia de Prototheca spp. registou-se um total de 75 vacas
diagnosticadas com mastite subclinica causada por Prototheca spp, com 118 quartos
mamarios positivos correspondendo a 29% de todos os quartos analisados.

Como se pode observar no Grafico 7, o maior numero de casos de vacas
diagnosticadas com mastite por Prototheca spp. ocorreu no terceiro trimestre, com 45
quartos confirmados, representando 38% de todos os quartos testadas. O primeiro,
segundo e quarto trimestres apresentam uma frequéncia muito semelhante com 20%
(n=24), 20% (n=24) e 21% (n=25), respetivamente.
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Grafico 7 - Distribuicdo da frequéncia absoluta e frequéncia relativa de quartos mamarios positivos por

Prototheca spp. por trimestre durante o ano 2019 (n=118).

5.4.2. Numero de Lactagao

Ao analisar a distribuicao de casos positivos para Prototheca spp. entre os quatro
grupos de lactacao verificou-se claramente uma maior ocorréncia no grupo de 2
lactagdes com 52% (n=61), seguida do grupo de 3 lactagbes com 25% (n=29), 4+
lactagdes com 20% (n=24), grupo de 1 lactagdo com 3% (n=4) dos casos, sendo este

ultimo o grupo com menor ocorréncia registada de casos positivos (Grafico 8).
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Gréafico 8 - Distribuicdo do nimero casos de mastite por Prototheca spp. por Grupo de lactagéo durante o

ano 2019 (n=118).

5.4.3. Prevaléncia e tipo Quarto mamario

O Grafico 9 representa a distribuicdo da frequéncia de Prototheca spp. entre os

tipos de quartos mamarios, onde se verifica uma frequéncia com pouca oscilagao entre

grupos. Anterior direito = 27% (n=32); Anterior esquerdo = 17% (n=20); Posterior direito
= 31% (n=36); Posterior esquerdo 25% (n=30).
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Grafico 9 - Distribuicdo do niUmero de casos de mastite por Prototheca spp. por quarto afetado durante o

ano 2019 (N=118).
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6. DISCUSSAO

A prevaléncia anual de vacas com mastite subclinica na exploracao, teve um
resultado de 44% e quando calculada em quartos mamarios, obteve um valor de 18%.

A prevaléncia esta possivelmente subestimada, devido ao facto, de o critério de
inclusdo para identificacdo de vacas com mastite subclinica, ser uma CCS superior a
400.000 cel/ml, e devido ao numero total de quartos mamarios em risco, ter sido
calculado através da multiplicacdo do niumero de vacas no estudo por 4. Estes critérios
excluem todas as potenciais infegcbes intramamarias subclinicas com CCS entre
200.000 cel/ml e 400.000 cel/ml e podem induzir uma margem de erro, no calculo da
prevaléncia de mastite subclinica, visto que algumas vacas poderiam nao ter todos os
quartos funcionais, aumentando assim o niumero real de quartos mamarios estudados.

Apesar de esta prevaléncia de mastites subclinicas, apenas contabilizar as
mastites dentro do pardmetro escolhido na metodologia, conseguimos ter uma
visualizagdo do estado epidemiolégico presente, que por sua vez, mostra-nos que a
exploracao estd com uma elevada pressédo de agentes patogénicos ambientais. Esta
situacgao ja era conhecida pelos proprietarios, que resultou num investimento em Servigo
de Consultoria na Area da Qualidade do Leite. Consequentemente, foram realizadas
alteragdes nas rotinas de ordenha, maneio da exploracao e formacao de funcionarios,
tornando-os mais sensiveis e aptos para a funcao de ordenhador.

As varias medidas foram implementadas com base em evidéncia cientifica e,
muito provavelmente, tiveram um papel importante na reducdo de ocorréncia de
mastites contagiosas nesta exploragao, nas quais:

e A separagado de vacas infetadas de vacas saudaveis, tantos nos parques
como na ordenha. As vacas previamente identificadas com mastite séo
ordenhas em ultimo lugar. Esta separacgéo, evita que o leite contaminado
entre em contacto com os uberes de vacas néo infetadas, estabelecendo
uma sequéncia de ordenha que contribui para a redugédo da disseminacao
de IIM entre vacas durante a ordenha (Blowey & Edmondson, 2010).

e A proibicao de realizar lavagem de Uberes através de jatos de agua. A
lavagem dos tetos e/ou dos Uberes na sala de ordenha, por meio de jatos de
agua de dispersao automatica esta confirmada em varios estudos que se
torna um fator de risco na incidéncia e prevaléncia de novas mastites
(Schukken et al., 1991; Zadoks et al., 2001). A agua em contacto com a pele
contaminada pode escorrer do Ubere e contaminar as tetinas, que por sua

vez aumenta o risco de infe¢édo intramamaria (Blowey & Edmondson, 2010).
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A eliminagao e inspecao dos primeiros (2-3) jatos de leite, o “pré-dipping” dos
tetos em solugdes antissépticas e a secagem dos tetos antes da acoplagem
tetinas, utilizando um pano individual por quarto ou folhas de papel
descartavel. A inspecao dos primeiros jatos de leite em cada vaca, antes da
ordenha é um procedimento exigido pela UE aos produtores de leite de todos
os estados membros (Hillerton & Berry, 2004). Esta pratica permite o
diagnéstico precoce das mastites clinicas, aumentando assim a segurancga e
ainda auxilia na descida do leite, como também evita a entrada de leite
alterado (Langoni, 2013). A eficacia do pré-dipping ja foi demonstrada por
varios investigadores, que reduz a prevaléncia e incidéncia de mastites
ambientais (Gleeson et al., 2009). A secagem dos tetos, com folhas de papel
descartavel ou de panos individuais por quarto, tem por objetivo ndo sé evitar
que residuos da solugdo usada no pré-dipping entrem no tanque de leite,
mas também de estimular o reflexo para a descida do leite e minimizar a
contaminacao da tetinas (Gleeson et al., 2009).

A utilizacdo de poés-dipping em todas a vacas apdés a ordenha. Este
procedimento pés-ordenha é bastante eficaz na redugao de novas infegoes,
elimina bactérias aderidas a pele apods a ordenha, e mantem a proteg¢ao do
orificio do teto contra a invasdo de agentes ambientais, uma vez que depois
da ordenha o esfincter do teto esta relaxado favorecendo a penetracao de
microrganismos (Langoni, 2013). No entanto, Peeler et al., (2000)
demonstraram que esta ultima pratica pode contribuir para uma maior
incidéncia de mastites clinicas em exploragcdes com CCS baixas, uma vez
que a aplicagao continua de solugdes desinfetantes podera conduzir a uma
reducao de agentes «menores» que normalmente colonizam o canal do teto,
e poderao estar associados a prevencao de infegdes intramamarias por

agentes «maioresy.

A andlise dos resultados dos varios agentes etiolégicos identificados neste
estudo, demostraram que Prototheca spp. € a causa mais comum de mastite subclinica
na exploracdo com 29% e 118 quartos mamarios identificados. Seguidamente, foi a

Streptococcus uberis com 11% e 47 quartos mamarios identificados.

A elevada prevaléncia de agentes ambientais podera indicar uma elevada
contaminagdo ambiental da exploragéao (Costa et al., 1998; P Buzzini et al., 2004). O
que se verificou quando foram analisadas as condi¢cdes dos parques da exploragao,

desta forma constatou-se a existéncia de um parque sem cubiculos ou camas
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individuais, com toda a area coberta de palha, que mesmo ao ser substituida 2 vezes
por semana, por vezes verificou-se que estava em sobrelotacido encontrando-se com
zonas muito humidas e conspurcadas, que possibilita a criacdo de um ambiente ideal
para o crescimento destes organismos (Ward et al., 2002).

A baixa ocorréncia de agentes contagiosos € um indicio que sdo cumpridos os
protocolos de higienizagdo com base nas boas praticas de ordenha, de modo a controlar
este tipo de agentes como ja referido. Uma vez que estes apenas se multiplicam dentro
da glandula mamaria infetada e, a partir dai, pode ser transmitido de vaca para vaca
durante a ordenha, através da propria maquina de ordenha, das maos de ordenhadores
ou até mesmo de panos de limpeza comuns (Todd et al., 2018).

Langoni et al., (2015) referem que esta situacao se verifica em exploragdes a
nivel mundial, onde existem grandes infraestruturas com procedimentos de higiene e
controlo de mastites rigorosos, originando um controlo mais eficiente da mastite
contagiosa, que pode predispor a um aumento da prevaléncia de mastite ambiental. Os
autores ainda realcam que a maioria destas exploragdes tém controlado principalmente
as mastites causadas por S. agalactiae e S. aureus. Deste modo, podera haver nesta
exploragdo, uma subvalorizagdo na prevaléncia de mastites subclinicas por agentes
contagiosos, devido ao referido por Langoni et al., (2015), como também devido aos
parametros usados na identificacido de vacas com mastite subclinica através da CCS >
400.000/ml no contraste leiteiro e auséncia de dados relativos a identificagao etiologica
em mastites clinicas.

Por outro lado, Bozzo et al., (2014) publicaram um estudo em que mostra que a
ocorréncia de mastites por Prototheca spp. esta relacionada com problemas de higiene
nos parques, como também esta relacionada com as condi¢des higiénicas do
equipamento de ordenha. Apesar da fonte primaria de um surto ser o meio ambiente,
as glandulas infetadas tém um papel importante na disseminagédo do agente no efetivo
leiteiro (Todd et al., 2018).

Streptococcus uberis pode ser disseminado entre os animais ou mesmo pelos
ordenhadores e equipamentos de ordenha (Zadoks et al.,2002). Podemos assumir que
tanto Streptococcus uberis como Prototheca spp. podem movimentar-se do ambiente
para a vaca e posteriormente de vaca para vaca, comportando-se de forma contagiosa
(Costa et al., 1997; Zadoks et al.,2002; Smith, 2015; Todd et al., 2018).

Embora exista uma maior ocorréncia de agentes ambientais em relagdo aos
agentes contagiosos em todos os trimestres, Costa et al.,, (1998) sugerem uma
influéncia sazonal na ocorréncia de mastite ambiental durante os meses de Setembro a
Fevereiro devido ao clima humido e quente nestes meses no hemisfério sul. A

temperatura e a humidade sao dois dos fatores que influenciam a multiplicacdo dos
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microrganismos nos materiais de cama (Ward et al., 2002). A maior ocorréncia entre
Julho-Setembro é esperada, uma vez que a Prototheca spp. € encontrada com maior
frequéncia em ambientes quentes, com bastante humidade e presenga de matéria
organica, estas condigcbes que favorecem a sua multiplicacdo que por sua vez

aumentam a o risco de infecdo (Janosil et al., 2001; Costa et al., 1998).

De acordo com Tenhagen et al. (1999), o risco de mastite aumenta com o
aumento do numero da paridade em vacas em lactagédo. Neste estudo, o grupo “quatro
ou mais lactagbes” teve o menor registo de casos analisados com 12% dos casos
(n=52), seguindo o grupo “uma lactagcao” com 18% (n=74), grupo “trés lacta¢cdes” com
29% (n=120) e por fim o grupo com maior frequéncia de casos analisados, grupo “duas
lactagbes” com 40% (n=168). Concluimos que houve uma maior identificacdo de mastite
subclinica no grupo de vacas em segunda lactagdo. Esta incongruéncia com o estudo
de Tenhagen et al. (1999) podera ser explicada pelo numero médio de lactagdes no
efetivo da exploracdo ser de duas lactacbes e o refugo prematuro de vacas
cronicamente infetadas, que diminui estatisticamente a ocorréncia de infecbes em
animais mais velhos (Résler & Hensel, 2003).

No estudo da prevaléncia de mastite sobre o quarto mamario verificou-se que os
quartos posteriores sdo o0os que apresentam uma maior prevaléncia de mastite
subclinica. Esta em concordancia com a literatura, uma vez que os quartos posteriores
tém um risco maior de incidéncia de mastite (Blowey & Edmondson, 2010). Prototheca
spp. foi o agente com maior ocorréncia em todos os quartos mamarios com pouca

oscilacao na distribuicdo da sua frequéncia.
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7. CONCLUSAO

Durante a realizacdo deste estudo podemos concluir que existe uma maior
ocorréncia de mastites subclinicas ambientais ndo agudas do que mastites subclinicas
contagiosas.

O que significa que a exploragdo adotou a maioria das praticas recomendadas
para controlo de agentes contagiosos. No entanto, melhorias significativas podem ser
alcangadas em relac&o ao controlo de agentes ambientais como a Prototheca spp.

Verificou-se uma relagao entre a época do ano e agentes ambientais, mais
especificamente as mastites por Prototheca spp, que teve uma maior frequéncia de
casos isolados entre o inicio de Julho e o final de Setembro.

Neste estudo nao se verificou um aumento de risco de mastite relacionado com
o0 aumento da paridade nos animais testados. Contrariando o referido na revisao
bibliografica. Animais com duas lactagcbes mostraram ter uma maior ocorréncia de
mastite subclinica. No entanto ndo podemos afirmar que esta situacao é representativa
da populagao uma vez que estes valores irdo sempre depender do numero de lactagdes
média presentes no efetivo leiteiro da exploracio.

Na relagao entre os grupos de quartos mamarios e os agentes etiolégicos, nao
houve uma correlagdo estatisticamente significativa. Os quartos posteriores
apresentaram um ligeiro aumento no numero de casos isolados perante os quartos
anteriores. Verificando-se a mesma situacao quando feita a relagao entre casos isolados
com Prototheca spp. e os grupos de quartos.

A realizacao de um estudo com uma amostra maior, incluindo dados de mastites
clinicas e com uma metodologia mais abrangente na identificagdo mastites subclinicas,
seria de extrema importancia. A metodologia utilizada limitou o estudo epidemiologico
nesta exploragdo, uma vez que desprezou dados importantes, que poderiam alterar a
prevaléncia de alguns agentes e que seriam Uteis para estabelecer pontos criticos de

intervengao como identificar fatores de risco presentes.
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9. APENDICES

Apéndice 1 - Entidades clinicas acompanhadas durante o estagio.

~ .. Frequéncia Frequéncia
Afegdo clinica At?soluta Rglativa
Sistema Urinario
Onfalites 2 1%
Hérnias Umbilicais 4 2%
Cetondria 5 2%
Sistema Reprodutivo / Obstetricia / Mamario
Metrite Puerperal 8 3%
Retencao Placentaria 4 2%
Prolapso Uterino 5 2%
Laceracao vulvar pos-parto 3 1%
Mastites Clinicas 14 6%
Piometra 11 4%
Sistema Digestivo
Deslocamento de abomaso a direita 0%
(DAD) 1
Deslocamento de abomaso a 20,
esquerda (DAE) 4
Diarreia Neonatal 41 16%
Ulcera Abomasal 2 1%
Timpanismo Ruminal 1 0%
Clostridiose 2 1%
Sistema Metabdlico
Hipocalcémia 11 4%
Cetose 2 1%
Toxémia de gestacéo 2 1%
Sindrome da vaca caida 4 2%
Sistema Musculo / Esquelético e Podologia
Panaricio 5 2%
Dermatites (digital e interdigital) 28 11%
Ulcera da Pinca 11 4%
Ulcera da Sola 14 6%
Tiloma 4 2%
Abcessos 6 2%
Doenca da Linha Branca 9 4%
Sistema Respiratério
Pneumonia em Vitelos 34 14%
Pneumonia em Vacas 8 3%
Reticulopericardite Traumatica 2 1%
Total 247 100%
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Apéndice 2 - Atividades desenvolvidas durante o estagio.

Atividades Praticas Frequéncia
Exame clinico >100
Administragao de farmacos e fluidos por via oral, endovenosa, >100
subcutanea, intramuscular e tépica
Colheita de sangue para hemograma e pesquisa de >100
endoparasitas
Colocacao de cateteres >10
Entubacéao oroesofagica >10
Entubacéo nasoesofagica >1
Alimentacao de recém-nascidos (colostro) >50
Puncéao e drenagem de abcessos >10
Tratamento de traumatismos cutaneos / Aplicacdo de pensos >25
Aparagem funcional e curativa de Ungulas >50
Amputacéo da Unha >1
Descorna quimica (pasta), fisica (com fio de serra) >50
Aplicacao de brincos >50
Abomasopexia (DAE) >1
Inseminacao artificial >10
Diagnéstico de Gestacao >100
Protocolo para Sincronizagao de estro >100
Resolugao de partos distécicos >50
Vacinacao (vitelos e vacas) >100
Colheita de sangue >100
Teste tuberculina >10
Analise e interpretacao de resultados do contraste leiteiro >10
Teste Californiano de Mastites (TCM) >50
Recolha e processamento laboratorial de amostras de leite para >25
pesquisa de agentes patogénicos de mastite
Analise colostro >25
Ordenha >1
Eutanasia >1
Necrépsia >1
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