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1. INTRODUGAO GERAL



Introdugéio geral

O termo mamite deriva do grego masthos, que significa mama.
Classicamente, mamite & definida como uma inflamagdo da gléndula
mamaria qualquer que seja a causa ou a sua origem (Jain, 1979, Radostits
et al. 1994). Caracteriza-se pela presenga de alteragbes fisicas, quimicas e
frequentemente bacteriolégicas do leite, associadas geralmente a
modificagbes patolégicas ao nivel do tecido glandular.

As mamites sd0 uma das doengas infecciosas com maior incidéncia
nos animais produtores de leite, apresentando graves repercussdes a nivel
higiossanitario e econémico. Os casos de mamites clinicas s&o faciimente
detectados, pois os animais apresentam sintomas evidentes de doenca,
como inflamagéo do Gbere, diminuigdo ou mesmo cessagdo da lactagao,
bem como alteragbes na composigéo do leite, febre e frequentemente uma
reacgéo sistémica (Radostits ef al., 1994).

Embora em muitos casos se verifiquem os sinais classicos de
inflamag&o: tumor, rubor, calor e dor, uma grande percentagem de glandulas
mamiticas n&o é facilmente detectavel pela palpagéo ou pela observagéo do
leite, apresentado-se sob a forma de subclinica. Esta forma de infecgéo
caracteriza-se pela auséncia de sinais clinicos 6bvios. Ao contrario dos
bovinos, nas ovelhas a mamite clinica n&o parece resultar de uma evolugéo
da forma subclinica (Bor ef al., 1989).

A gravidade das infecgbes subclinicas manifesta-se na possibilidade
de contagio dos restantes animais, o que tem refiexos a nivel sanitario e
também a nivel econémico. Geralmente conduz a quebras na produtividade
e alteragdes ao nivel das caracteristicas organolépticas do leite e seus
derivados, objectivos, em Ultima insténcia, do produtor.

Como em qualquer outra situagéo de doenga, também em relagéo as
mamites a prevengao constitui uma solugéo preferivel a terapéutica.

Um maneio correcto & extremamente importante na prevengéo de
mamites, especialmente no que diz respeito a higiene durante a ordenha.

E importante observar uma série de medidas, tanto em termos de
higiene individual da ovelha, como do préprio equipamento, no caso de a
ordenha se processar de forma mecénica. A limpeza e desinfecgéo dos tetos
antes e apds a ordenha, utilizando material descartavel para cada animal,
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Introducéo geral

pode contribuir para uma redugéo da contaminagéo tanto dos outros animais
como o equipamento. A lavagem e desinfecgdo do equipamento antes e
apos a ordenha bem como a observagéo de cuidados de higiene por parte
dos ordenhadores sdo medidas tendentes a diminuir a incidéncia de
mamites no efectivo. Uma press&o de vacuo adequada e correcta também ¢é
uma dos factores a respeitar para um correcto maneio durante a ordenha
(Dodd, 1983).

Um exame peridédico do leite, com o objectivo de determinar a
existéncia de casos subclinicos, pode minimizar o aparecimento de novas
infecgdes. As mamites subclinicas s&o mais facilmente detectaveis através
de testes efectuados ao leite (Radostits et al., 1994). O isolamento dos
animais com sinais de doenga, a limpeza periédica das camas com o
objectivo de controlar a microfiora residente, s&o também medidas que
podem permitir evitar a disseminag&o da doenga no rebanho.

A vacinagdo é a forma de prevengiio da maioria das doencas
infecciosas. No entanto, trabalhos realizados para determinar a eficacia da
vacinagdo contra agentes etiolégicos de mamites em bovinos (Anderson,
1982, Colditz e Watson, 1985) mostraram que tal procedimento nem sempre
conduz a resultados satisfatérios. Varias causas séo apontadas, como por
exemplo, a relativa escassez de elementos de defesa imunitéria, os efeitos
inibitérios da caseina e da gordura na eficiéncia fagocitaria dos neutréfilos, a
extensdo de epitélio secretor exposto, o facto de o leite ser um excelente
meio de cultura para a maioria das bactérias e ainda a variedade de
microorganismos potencialmente causadores de mamite (Colditz e Watson,
1985).

Também a grande diversidade antigénica de estirpes ou toxinas de
agentes patogénicos para a glandula mamadria, contra os quais a vacinagao
deve proteger, constitui um obstaculo & imunizagdo (Craven e Williams,
1985). Ainda o facto de as caracteristicas ecolégicas e edafoclimaticas
diferirem entre exploragées, induz uma variagdo na populagdo microbiana
potencialmente causadora de mamite, o que podera contribuir para a
ineficacia da vacinagéao.

O recurso a outras medidas de prevengdo, nomeadamente através
da manipulagéo da dieta, como a incorporagéo na ragéo de oligoelementos,
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Introdug#o geral

pode contribuir para a prevengédo de infecgdes. E o caso do zinco, que se
sabe desempenhar fungbes de protecgdo na glandula mamaria (Kellogg
1990, Spain, 1993).

O sistema imunitario da glandula mamaria cumpre duas fungbes:
permite a imunizagio passiva do recém-nascido e protege o proprio
organismo contra agress&o por agentes patogénicos. Os mecanismos de
defesa da glandula baseiam-se em componentes especificos e néo
especificos, existindo alguma interacgéo funcional entre estes componentes
(Opdebeeck, 1982).

A defesa da glandula mamaria contra os microorganismos invasores e
potencialmente causadores de infecgéo intramamaria compreende uma série
de barreiras fisicas, quimicas e imunitarias. O teto & a porta de entrada para
a maior parte das infecgdes do Ubere. A sua integridade constitui a primeira
linha de defesa contra os organismos invasores, sendo o revestimento de
queratina uma importante barreira fisica e quimica contra a entrada de
microorganismos (Bitman et al., 1991). O epitélio queratinizado do canal do
teto contém proteinas e lipidos bacteriostaticos, o sistema enzimatico
tiocianato-hidrogénio-lactoperoxidase, lactoferrina e células fagocitarias
(Opdebeeck, 1982).

Verifica-se que, durante a ordenha, parte do revestimento de
queratina & arrastado pela passagem do leite, ficando, por isso, o tecido
epitelial mais exposto a infecgao. Esse arrastamento, se bem que parcial,
compromete a capacidade do canal do teto impedir a penetragéo de agentes
patogénicos no interior da glandula mamaria (Capuco et al., 1992). Assim,
uma rapida substituicho da queratina arrastada & necessaria para a
prevencdo da infecgdo, quer por agentes patogénicos, quer por
microrganismos oportunistas que podem colonizar o canal do teto.

Se os microorganismos forem capazes de ultrapassar a primeira linha
de defesa da glandula maméria, uma reacgao inflamatéria local rapida contra
o agente infeccioso que penetra no teto pode impedir que a infecgéo se
estenda a tecidos mais delicados da glandula mamaria (Persson et al.,
1992), evitando o estabelecimento da infecgéo.
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O zinco é necessario para o funcionamento normal de todos os
sistemas vivos, desempenhando varias fungbes no organismo. Nos
microorganismos e nos mamiferos participa na estabilizacdo da membrana
celular (Sugarman, 1983). Para além disso, o zinco funciona como activador
de varios sistemas enzimaticos (McDonald et al., 1988, Kellogg, 1990),
fazendo parte de mais de 100 metaloenzimas que se tornam activas na sua
presenca (Sugarman, 1983). Por exemplo, a anidrase carbonica, a
carboxipeptidase, a lactato desidrogenase, a fosfatase alcalina e a timidina
quinase contém zinco.

Este oligoelemento também tem um papel importante a nivel
reprodutivo, na manutengéo da integridade de tecidos epiteliais, e também
na sintese de colagénio (Miller et al., 1967 apud McDowell, 1992).

Alteragdes no nivel de zinco disponivel no organismo podem
influenciar o desenvolvimento de infecgdo, tanto por afectarem o
desenvolvimento microbiano como a resposta imunitaria do hospedeiro.
Variagbes na concentragéo de zinco podem também afectar a bioquimica
celular, devido ao seu pape! a nivel enzimético (Sugarman, 1983).

Estudos realizados em ratos (Chandra e Au, 1980 apud Spain, 1993)
demonstraram que o peso do timo dos animais cujas dietas eram deficientes
em zinco era inferior ao dos ratos com suplementagio em zinco adequada.
Tal situagdo deve-se a uma réapida atrofia do timo, influenciando varias
fungdes das células T (McDowell, 1992). Também Haas et al. (1976) apud
McDowell (1992) verificaram a existéncia de uma grave depressdo da
resposta de anticorpos em ratos com deficiéncia de zinco.

A caréncia de zinco afecta ainda as fungbes de outras células do
sistema imunitario, como é o caso dos neutréfilos, as células “natural killer”,
para além da produgdo de citoquinas e fenémenos de citotoxicidade
mediada por células (Hambrige et al., 1986 apud McDowell, 1992).

As dietas comerciais contém quantidades adequadas de zinco,
embora apenas pequenas doses deste elemento paregam estar disponiveis
para o animal. O metabolismo do zinco poder ser influenciado pela
interacgao como outros elementos como o célcio, o cadmio, o cobre, o ferro,

5
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o selénio, 0 magnésio, bem como histidina e o nivel de proteina (Strain e
Pories, 1970 apud McDowell, 1992, Ivan e Grieve, 1975 apud McDowell,
1992).

Agentes quelantes naturais e sintéticos podem melhorar
acentuadamente a utilizagio do zinco e prevenir os efeitos negativos da
ligagdo do zinco com o &cido fitico, presente em todas as sementes de
plantas e que parece interferir como a absorgéo intestinal (McDowell, 1992).

A absorgso do zinco a nivel intestinal parece ser mediada por uma
molécula transportadora que provavelmente envolve a interacgio com o
zinco sob a forma de quelato (Solomons e Cousins, 1984 apud McDowell,
1992). Deste modo, a administragéo de uma suplementag&o em zinco sob a
forma de quelato poderia tornar a sua absorgéo e conseq'uente acgéo a nivel
do organismo mais eficiente que as formas minerais livres (Vandergrift,
1993).

Os ovinos necessitam de 9-14mg de zinco/kg de matéria seca diarios
segundo Chesworth (1992) ou, de acordo com NRC (1985) apud McDowell
(1992), de 20-33mg de zinco/kg matéria seca por dia. No entanto, o stress
da gravidez e da lactagéo alteram as necessidades deste oligoelemento.
Animais em lactagdo com elevadas produgdes necessitam de uma maior
quantidade de zinco na alimentag&o, uma vez que o leite geralmente contém
3 a 5ppm deste oligoelemento (McDowell, 1992).

Uma das caracteristicas bioquimicas do zinco é a sua capacidade de
se ligar a aminoacidos ou pequenas cadeias peptidicas, formando
proteinatos. Estes compostos tém carga eléctrica neutra e séo estaveis
numa vasta gama de pH, contrariamente aos compostos minerais. Estas
caracteristicas permitem que os proteinatos resistam a passagem ao longo
do tracto digestivo, sendo mais eficientemente absorvidos a nivel intestinal
que as formas inorgénicas de zinco (Vandergrift, 1993).

O zinco inorgénico, geralmente administrado sob a forma de suifato,
pode sofrer dissociagdo e recombinagbes ao longo do tubo digestivo,
chegando mesmo formar compostos n&o absorviveis a nivel intestinal. E,
nesse caso, excretado, o que pode resultar situagdes de caréncia, por um

6
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lado, e por outro, conduzir a problemas de subaproveitamento de recurso e
até de poluigdo ambiental.

Sabe-se que as formas biodisponiveis podem substituir, em
quantidades menores, as formas inorganicas tradicionalmente utilizadas,
uma vez que a maior eficiéncia na absorgdo dos proteinatos se traduz, em
termos praticos, na utlizagdo de menores quantidades. Assim, a
administragéo do zinco sob a forma de proteinato em vez da tradicional
forma mineral pode ser importante em termos ambientais, contribuindo para
uma maior rentabilizagcdo dos recursos e também para uma redugéo da
poluicdo por excregdo de formas inorgénicas, n&o absorviveis a nivel
intestinal (Lowe, 1993).

O presente trabalho tem como objectivos determinar a inﬂuéhcia da
suplementacio da dieta de ovelhas de vocagdo leiteira com zinco
biodisponivel sobre:

— o aparecimento de novas infecgdes da gldndula mamaria;

— a capacidade fagocitaria de neutréfilos circulantes;

- a ades&o bacteriana a células epiteliais da gldndula mamaria.

Para isso, foi analisado o efeito desta forma de administragéo do
zinco, em comparagéo com uma forma mineral e também com a auséncia de
suplementagao.

Foram ainda avaliados alguns parametros bioquimicos sanguineos a
fim de verificar a inexisténcia de sintomas de efeitos téxico do zinco.
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Possivel influéncia do zinco nas infec¢des intramaméarias

2.1. Introducéo

A ocorréncia de infecgédo ao nivel da glandula mamaria pode dever-
se a diversas causas, algumas decorrentes do maneio do animal,
nomeadamente a nivel da higiene na ordenha, outras inerentes ao proprio
animal e a sua susceptibilidade aos agentes patogénicos (Jones, 1991).

O desencadear de mamites & mais frequente na época de ordenha.
O trauma que a esta pressupbe, sobretudo se for efectuada de forma
mecénica, pode contribuir para o aparecimento de novas infecgbes.
Factores como a presséo de vacuo podem provocar traumas ao nivel da
parede do teto, facilitando a penetragdo dos agentes etiolégicos de
mamites. Também problemas relacionados com a pulsagéo da maquina de
ordenha podem permitir um refluxo do leite para o canal do teto, facilitando
a disseminag&o dos microrganismos, tanto entre glandulas da mesma
ovelha, como entre animais (Dodd, 1983).

Outro dos factores que pode contribuir para o aparecimento de
novas infecgdes durante a época de ordenha reside na quebra do rolh&o de
queratina que preenche parciaimente o limen do canal do teto e inibe a
penetracdo de microorganismos (Nickerson, 1985). Durante algum tempo
ap6s a ordenha permanece no canal uma coluna de leite residual que
constitui ndo s6 uma porta de entrada para os microorganismos, como
também lhes fornece um mecanismo de transporte, contribuindo para um
aumento da sua susceptibilidade da glandula durante esse periodo (Craven
e Williams, 1985).

Em caso de mamite, verifica-se uma quebra na produgéo de leite
(Fthenakis e Jones, 1990), devido aos danos provocados pela infecgéo no
tecido secretério (Mattila, 1985). Como consequéncia da infecgdo da
glandula mamaria ocorrem ainda alteragbes na composicdo do leite:
aumento do nimero de células somdticas, alteragdes progressivas das
concentragbes idnicas, variagdo na concentragéo de proteinas como a
caseina ou a seroalbumina, imunoblobulinas e ainda enzimas (Perdigon et
al., 1986).
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A presenca de substadncias produzidas pelos microorganismos
responsaveis pela infeccdo & também responsavel pela alteragdo das
caracteristicas organoiépticas do leite.

A pesquisa de alteragbes das propriedades ou da composigdo do
leite decorrentes da presenga de infecgdo pode ser utilizada na detecgdo de
mamites.

A presen¢a no leite de enzimas como a
N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAGase) (Saad, 1989), a p-galactosidase, a
B-glucoronidase, segregadas devido a estimulos que desencadeiam a
resposta inflamatéria (Perdigon et al., 1986), a lactato desidrogenase, a
catalase ou ainda a antitripsina (Mattila, 1985) s&o susceptiveis de ser
utilizadas como meio de determinar a presen¢a de infecgdo na glandula
mamadria. Substancias como a adenosina trifosfato (ATP) ou seroalbumina,
resultante do aumento da permeabilidade da barreira leite-sangue, também
sd0 usadas para detectar a existéncia de infecgdo intramamaria (Mattila,
1985).

A presenca de células sométicas no leite é um indicador da
existéncia de infeccdo do ubere (Hueston et al, 1986). Em caso de
infecgéo, verifica-se um aumento do seu namero, devido principalmente a
um maior afluxo de neutréfilos a glandula mamaria, uma vez que estes
leucécitos constituem o principal mecanismo de defesa contra a doenga
(Perdigon, 1985). Por este motivo a existéncia de mamite podera ser
detectada através da pesquisa de células somaticas no leite (Hueston et al.,
1986, Keisler of al., 1992). Valores superiores a 10° células/ml em leite de
ovelha indicam a existéncia de mamite subclinica (Fthenakis et al., 1991),
néo se verificando variagdes devidas a forma de ordenha, isto é, os valores
sao0 semelhantes para ordenha mecénica e manual (Peris et al., 1991).

A determinagdo do aumento do nimero de células somaticas, pode
ser efectuada por citometria de fluxo, que permite, de forma rapida, uma
contagem e caracterizagdo individual de células em suspensdo (Saad,
1989). Pode também recorrer-se a da contagem diferencial ou automatica
das células presentes no leite (Saad, 1989) ou ao teste californiano de

mamites (TCM) (Jones, 1991).
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Existe uma correlagéo entre os resultados do TCM e as contagens
de células somaticas (Philpot e Nickerson, 1991). Este teste permite, de
forma rapida e expedita, detectar mamites subclinicas, por verificagao do
aumento do numero daquelas células, fornecendo uma indicag&o imediata
da possivel presenca de infecgdo. Foi desenvolvido por Schalm e
Noorlander (1957) para a detecgéio de mamites em bovinos, podendo
também ser utilizado em ovinos. O grau de intensidade de gelificagéo
observado, proporcional ao nimero de células somaticas presentes, permite
distinguir os varios graus de infecg&o.

Em ovinos, tal como em caprinos, a contagem de células somaticas
de leite bacteriologicamente estéril é geralmente mais elevada que no leite
de bovinos, apresentando bastantes variagées no nimero de leucécitos e
outras células somaticas presentes (East e Birnie, 1983, Radostits ef al,
1994). Valores de 700 000 a 1 milh&o de células/ml, indicativos de infecgéo
em bovinos, sao frequentemente observados em leite de animais s&os. Do
mesmo modo, leites pertencentes a ovelhas infectadas podem apresentar
contagens de células sométicas dentro dos valores normais (inferiores a 1
milhdo de células/ml) (East e Birnie, 1983), correspondendo a um estado
inicial da infecgdo, antes de ser desencadeada a resposta inflamatéria
(Fthenakis e Jones, 1990 apud Fthenakis e Jones, 1991).

Um resultado positivo no TCM requer a realizagdo de analises
bacteriol6gicas ao leite, de modo a confirmar a presenga de infecgao. A
obtengao de tal resultado, sobretudo se for o teste for realizado na fase final
da lactagdo, podera ser consequéncia da presenca de células epiteliais
provenientes da descamag&o do canal do teto ou de inflamagao da gléndula
mamaria (Perdigon, 1986). Assim, o TCM, bem como a contagem de células
somaticas presentes no leite, deverao ser utilizados como testes de rastreio
ou como indicadores do estado higiossanitario do efectivo, ndo constituir o
unico critério de diagnéstico de infecgéo intramaméria (East e Birnie, 1983).

Uma das formas de prevenir o aparecimento de infecgbes
intramamarias reside na da administracdo de suplementos na dieta, que
1
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actuem sobre as defesas do hospedeiro. Trabalhos em que foi testada a
influéncia de compostos como a vitamina E e o selénio provaram que estes
séo eficazes na redugdo da incidéncia de mamites (Politis et al., 1995).

Estudos realizados em bovinos indicam que a suplementagio da
dieta com zinco reduz a incidéncia de novas infecgbes, estando esta
diminuigéo relacionada com a forma como este oligoelemento é incorporado
na ragéo (Spain, 1993).

A utilizagdo de minerais quimicamente ligados ou quelados a
compostos organicos torna o elemento biologicamente mais activo que as
formas minerais, uma vez que s&o compostos quimicamente estaveis e nao
interagindo com outros componentes da dieta. Para além disso, estes
minerais organicos estdo mais disponiveis para a absor¢cdo a nivel
intestinal.

Alguns trabalhos indiciam que a adigdo de zinco sob a forma de
quelato diminui a contagem de células somaticas no leite aumentando a
produgéo de leite em vacas leiteiras (Kellogg 1990, Spain, 1993).

Em ensaios experimentais em que foi testada a administragdo de
6xido de zinco e metionina versus metionina de zinco a vacas em lactagéo,
verificou--se que a suplementagdo da ragdo, com zinco ligado aquele
aminoacido, reduz a contagem de células somaticas no leite, o que se
reflecte na melhoria da qualidade do leite (Kellogg, 1990).

A fim de determinar o efeito da suplementagédo da dieta com zinco,
sob as formas biodisponivel e mineral, sobre o aparecimento de novas
infecgbes, realizamos rastreios periédicos aos animais em estudo. Um
rastreio preliminar destinou-se a avaliar o estado higiossanitario do efectivo,
tendo sido recolhidas amostras de leite para confirmagéo bacteriolégica do
diagnéstico e identificagdo dos agentes etiol6gicos de mamites. No final do
ensaio, procedemos também a recolha de amostras de leite nos casos
positivos no TCM, de modo a verificar a possivel existéncia de infecgéo.

Para complementar este estudo, procedemos ao estudo do espectro
de sensibilidade a agentes quimioterapicos dos microorganismos isolados.
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2.2. Materiais e métodos

2.2.1. Caracterizacado do efectivo

Os ensaios decorreram numa exploragéo cujo efectivo é formado por
ovelhas de ragas de aptid&o leiteira - Lacaune (L), Serra da Estrela Branca
(SEB) e Serra da Estrela Preta (SEP) - e por ovinos de racas rusticas
Merino Branco (MB) e Merino Preto (MP), para além de Merino Espanhol
(ME) e Merino Alemé&o (MA).

Nesta explorag&o, a cobrigio decorre em duas épocas distintas: a
primeira em Margo-Abril, destina-se aos animais adultos e a segunda tem
lugar em Agosto-Setembro, periodo em que s&o cobertas as malatas de
substituicdo e eventualmente as ovelhas adultas n&o gestantes apés a
primeira cobrigado.

Os borregos foram amamentados durante cerca de 70 dias, tendo as
ovelhas comegado a ser ordenhadas mecanicamente ap6s o desmame.

Durante a época reprodutiva, alimentaram-se de pastagens naturais
de boa qualidade, & base de trevo subterraneo, ou semeadas, & base de
aveia. Um més antes do parto iniciou-se a suplementagéo alimentar com
concentrado comercial e bagago de girassol, feno de vicia e aveia e palhas
de cereais. As quantidades fornecidas variaram de acordo com a aptidao
dos animais:

- ragas leiteiras - 500g/ animal/ dia.

- ragas de aptidao mista - 300-350g/ animal/ dia.

Em geral, a suplementagdo manteve-se ou aumentou ligeiramente
durante o periodo de amamentagéo dos borregos.

O maneio sanitario do efectivo envolveu duas intervengbes, uma na
Primavera e outra no Outono, destinadas a prevenir enterotoxémias e
pasteureloses. Na mesma altura os animais foram desparasitados contra
parasitas internos e externos. No inicio do Inverno, todos os animais foram

ainda vacinados contra a pieira.
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Sempre que foi detectada a existéncia de mamite, os animais foram
tratados com a administragio local de oxitetraciclina intramamaria e
dexametasona injectavel.

2.2.2. Formagéo dos grupos

Os presentes ensaios foram realizados quando o rebanho se
encontrava em plena produgéo leiteira.

Todo o rebanho tinha sido previamente submetido a um rastreio de
mamites clinicas e subclinicas, pelo que o seu estado higiossanitario era
conhecido no inicio dos ensaios.

Seleccionaram-se 72 animais, atendendo aos seguintes critérios:

- inexisténcia de mamite clinica,;

— presenca de véarios ragas em cada grupo.

Foram constituidos 3 grupos constituidos por 24 ovelhas cada:

- Grupo 11 (11ZB), em cuja ragéo foi incorporado um suplemento de
50% de Bioplex zinco', contendo 30ppm de zinco + 50% de zinco
mineral; na dose de 60ppm;

— Grupo 22 (22ZM), cuja alimentag#o foi suplementada com 60ppm de
zinco mineral, igualmente incorporado na ragao;

— Grupo 33 (33C0O), o grupo controlo, cuja ragéo néo sofreu qualquer
suplementagéao.

Durante 3 meses, periodo em que decorreu o ensaio, cada animal
recebeu 700g/dia da ragéo testada no grupo ao qual pertencia, fornecida na
sala de ordenha.

! Gentilmente fornecido pela Alltechaditivos - Alimentagfo Animal, Lda.
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2.2.3. Detecgédo de mamites clinicas

As mamites clinicas foram detectas com base na sintomatologia
evidenciada pelas ovelhas e também pela alteragéo do aspecto do leite.

2.2.4. Deteccéo de mamites subclinicas

Mensalmente realizou-se o rastreio de mamites subclinicas nos trés
grupos em estudo. O rastreio preliminar foi efectuado no dia 4 de Marco.
Durante o decurso do ensaio foram realizados rastreios nos dias 11 de Abril,
28 de Maio e 11 de Junho.

A presenga de mamites subclinicas foi detectada por meio de TCM.

O primeiro jacto de leite de cada teto foi desperdigado, ordenhando-
se os seguintes para o compartimento respectivo de uma raquete. Ajustou-
se a quantidade de leite a 2ml e juntou-se igual quantidade do reagente do
TCM, contendo teepol a 16%. Agitou-se a raquete com movimentos

circulares e observou-se o aspecto da mistura.

A tabela 1 indica a escala de interpretagédo do TCM.

RESULTADO REACCAO ASPECTO DA MISTURA
N Negativa Sem alteragéo.
S Suspeita Ligeiro espessamento.
+ Fracamente positiva | Consisténcia viscosa.
+ 4+ Positiva Formag&o rapida de um gel.
++ + Fortemente positiva | Consisténcia gelatinosa firme.

Tabela 1- interpretacéo dos resultados do TCM, face ao aspecto da mistura.
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2.2.5. Isolamento dos agentes etiologicos

No rastreio preliminar, nos casos em que o resultado do TCM foi
positivo, realizou-se a recolha asséptica de uma amostra de leite suspeito
para isolamento, identificagio e realizagdo de testes de sensibilidade a
antibiéticos dos agentes etiolégicos da mamite. Este procedimento foi
repetido no final do ensaio, aquando do ultimo rastreio efectuado.

A pele dos tetos foi desinfectada com etanol a 80%. Rejeitou-se o
primeiro jacto de leite e colheu-se uma amostra com cerca de Sml para um
frasco esterilizado, observando-se rigorosamente os cuidados de assepsia.
As amostras foram conservadas no frio e processadas no espago de 3
horas.

Foi efectuada a pesquisa de bactérias aerébias e anaerébias
presentes em cada uma das amostras colhidas.

Com o auxilio de um aro calibrado a 0,05ml, as amostras foram
inoculadas por esgotamento em placas de agar sangue® (AS), com 5% de
sangue de carneiro, e também de agar MacConkey® (MC). As placas foram
incubadas a 37°C, durante 24 horas em atmosfera normal.

Para pesquisa de bactérias anaerdbias foram inoculadas placas de
Wilkins-Chalgren Anaerobe Agar* (AW) com sangue, que foram incubadas
durante 48 horas, a 37°C, em atmosfera de anaerobiose.

Ap6s a incubagéo, registou-se o numero e o tipo de col6nias
presentes, tendo-se procedido igualmente ao seu isolamento por subcultura

de cada colénia.

Z Blood Agar Base N°2, Oxoid
3 MacConkey Agar N° 3, Oxoid
4 Oxoid
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2.2.6. ldentificagdo dos agentes etiolégicos

Os agentes etiolégicos foram identificados com base em
caracteristicas de crescimento, morfologia € metabolismo.

Considerou-se o crescimento em aerobiose (AS e MC) e anaerobiose
(W). Também se utilizou como critério de identificagdo a morfologia das
colénias e dos microorganismos por observagdo de preparagéo
microscépica com ampliagéo de 1 000x, corada pelo método de Gram.

Foram realizados testes bioquimicos, para identificagdo de espécies
pertencentes aos géneros Staphylococcus, Micrococcus e Bacillus, segundo
métodos tradicionais (Quinn et al., 1994) e sistema API®.

2.2.7. Testes de sensibilidade a antibiéticos

O espectro de sensibilidade aos agentes quimioterapicos das
bactérias isoladas foi determinado pelo método de Kirby e Bauer descrito
por Prescott et al., (1996). Os farmacos testados® foram: ampicilina (AMP),
bacitracina (B), cefalexina (CL), cefoperazona (CFP), cefuroxina (CXM),
cloxacilina (OB), sulfato de colistina (CT), estreptomicina (S), framicetina
(FY), gentamicina (CN), lincomicina (MY), neomicina (N), novobiocina (NV),
oleandomicina (OL), oxitetraciclina (TE), penicilina (P), polimixina B (PB),
rifampicina (RD), sulfonamidas (SE), e trimetoprime (W).

Prepararam-se suspensdes bacterianas em soluto fisiolégico estéril,
com densidade correspondentes ao grau 0,5 na escala de MacFarland, no
caso de Staphylococci, Enterococci ou Bacilli ou grau 2 da mesma escala,
no caso de Strepfococci e Corynebacteria. Placas de agar Mueller-Hinton®
(MH) ou de agar Mueller-Hinton sangue’ (MHS), respectivamente, foram
inoculadas por inundagéo com cada suspenséo bacteriana.

¢ Oxoid
7 Muller-Hinton Agar, com adig8o de 5% de sangue de ovino, Oxoid
17
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Foram colocados 7 discos de antibidtico em cada placa. Ap6s 24
horas de incubagéo, a 37°C, em atmosfera normal, foi determinado o
didmetro dos halos de inibicdo de crescimento existentes em torno dos
discos de antibi6tico. A resisténcia ou sensibilidade das bactérias face a
cada um dos farmacos testados foi determinada de acordo com as
informagdes fornecidas pelos fabricantes dos discos de antibiético, NCCD e
(Quinn et al., 1994), conforme se indica na tabela 2.

ANTIBIOTICO Resistente Intermédio Sensivel
(2 mm) (2 mm) (@ mm)

Ampicilina (10 pg):
Gram (-) Enterobactenia <13 14-16 220
Staphylococci 228 229
Enterococci 216 217
Streptococci 221 22-29 >30
Listeria monocytogenes >19 >20
Bacitracina (10 U) <8 9-12 213
Cefalexina (30ug) <14 16-17 218
Cefoperazona (30 ug) <15 16-20 2 21
Cefuroxina (30ug) <14 16-17 218
Cloxacilina (5ug) <14 16-17 218
Sulfato de colistina (10ug) <8 9-10 =11
Estreptomicina:

Enterococci (300ug) <6 7-9 210

outros org. (10ug) <12 13-14 >15
Gentamicina:

Enterococci (120ug) <6 7-9 210

outros org. (10ug) <1 12-14 215
Lincomicina (2ug) <16 17-21 2> 22
Neomicina (30ug) <12 13-16 217
Novobiocina (30ug) <17 18-21 222
Oleandomicina (15ug) <11 12-16 217
Oxitetraciclina (30ug) <14 15-18 219
Penicilina (10 U):

Staphylococci <28 NR 229

Enterococci <14 >15
Polimixina B (300 U) <8 9-11 >12
Rifampicina (5ug) <16 17-19 220
Sulfonamidas (300ug) <12 13-16 217
Trimetoprime (5ug) <10 11-15 212

Tabela 2- Graus de sensibilidade aos varios antibiéticos, face ao diametro do halo de
inibigdo de desenvolvimento bacteriano (NR - n8o referido)
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2.3. Resultados

2.3.1. Rastreio prévio das mamites clinicas e subclinicas

O rastreio preliminar, efectuado antes do inicio do ensaio (04-03-
1997), destinou-se a avaliar o estado higiossanitario do efectivo. Num total
de 209 animais rastreados registaram-se 9 casos suspeitos (6 dos quais
apenas numa das glandulas mamarias e 3 em ambas), tendo 80 animais
apresentado resultados positivos (39 numa das metades do Ubere e 41 em
ambas). Nas restantes 120 ovelhas néo foi detectada mamite subclinica
(tabela 3).

RESULTADO DO TCM
Negativo Suspeito Positivo TOTAL
' 1 metade |2 metades| 1 metade |2 metades
Subtotal 120 6 3 39 41 209
Percentagrem 57% 3% 1% 19% 20%] 100%
Total 120 9 80 209
Percentagem 57% 4% 38% 100%
Tabela 3 - Resultado do rastreio preliminar de mamites subclinicas, realizado em
04-03-1997.

Em termos percentuais, verificou-se a ocorréncia de 38% de
resultados positivos, 4% suspeitos e 57% de resultados negativos na

pesquisa de mamites subclinicas.
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2.3.2. Infecgdes intramamarias

2.3.2.1.Rastreios para detecgéo infec¢des intramamarias

Foram realizados 3 rastreios de mamites ao longo do ensaio, com
periodicidade mensal, tendo como objectivo verificar o aparecimento de
novas infecgdes.

A pesquisa de agentes etiolégicos de mamites apenas foi efectuada
no final do ensaio.

2.3.2.1.1 Primeiro rastreio

No primeiro destes rastreios (11-04-1997), realizado no inicio do
ensaio, de entre as 72 ovelhas testadas, 63 revelaram um resultado
negativo no TCM. Observou-se um resultado suspeito numa das metades do
Ubere de 2 deles. Trés ovelhas apresentaram um resultado positivo no TCM
numa das glandulas mamarias, tendo 4 delas sido positivas nas duas
metades do ubere.

Em termos percentuais, 88% dos animais exibiram resultados
negativos, 3% suspeitos e 10% positivos.

A tabela 4 resume os resultados acima descritos.

RESULTADO DO TCM

Negativo Suspeito Positivo TOTAL

1 metade | 2 metades | 1 metade | 2 metades
Subtotal 63 2 0 3 4 72
Percentagem 88% 3% 0% 4 6%]| 100%
Total 63 2 7 72
Percentagem 88% 3% 10% 100%

Tabela 4 - Resultado do 1° TCM, realizado em 11-04-1997.
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2.3.2.1.2.Segundo rastreio

Entre o primeiro e o segundo rastreios, foram excluidos dois animais
do ensaio, um deles pertencente ao grupo 11ZB (ovelha 223) e o outro ao
grupo 33CO (ovelha 1858).

No segundo rastreio, efectuado em 28-05-1997, observaram-se , num
total de 70 animais, resultados negativos no TCM para 49 ovelhas e
positivos ou suspeitos em 21 animais. Destes, 5 mostraram um resultado
suspeito numa das glandulas mamarias, 10 apresentaram uma reacgéo
positiva no TCM numa das metades do Ubere e 6 nas duas metades. Num
dos casos observou-se um resultado suspeito numa das glandulas e
positivo na outra.

Em termos percentuais, ocorreram 70% de resultados negativos no
TCM, 7% suspeitos numa das glandulas mamarias e 23% positivos, 14%
dos quais numa das metades do ubere e 9% em ambas.

Os resultados deste rastreio encontram-se resumidos na tabela 5.

RESULTADO DO TCM
Negativo Suspeito Positivo TOTAL
1 metade | 2 metades | 1 metade | 2 metades
Subtotal 49 5 0l 10 6} 70}
Percentagem 70% 7% 0% 14% 9%] 100%
Total 49 7 7 72
Percentagem 70% 7% 23% 100%

Tabela 5 - Resultado do 2° TCM, realizado em 28-05-1997.

2.3.2.1.3.Rastreio final

No terceiro rastreio, realizado no final do ensaio (11-06-1997), num
total de 70 animais, o nimero de casos negativos foi 62, sendo suspeitos 4
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e positivos 4. Registaram-se 3 casos suspeitos numa das glandulas e 1 em
ambas e 2 casos positivos em cada uma das situacdes.

Em termos percentuais ocorreram 89% de resultados negativos, 6%
suspeitos e 6% positivos, como se observa na tabela 6.

RESULTADO DO TCM
Negativo Suspeito Positivo TOTAL
1 metade | 2 metades | 1 metade | 2 metades
Subtotal 62 3 1 2 2 70|
Percentagem 89% 4% 1% 3% 3%] 100%
Total 62 4 4 70|
Percentagem 89% 6% 6% 100%

Tabela 6 - Resultado do 4° TCM, realizado em 11-06-97.

2.3.2.2.Incidéncia de infecgbes intramamarias

A incidéncia de infecgdes intramamarias variou ao longo do ensaio e
foi diferente nos varios grupos, como se pode constatar na tabela 7.

No rastreio preliminar, em que todo o efectivo ovino foi sujeito ao
TCM, verificaram-se 6 casos de infeccdo entre as ovelhas que foram
incluidas no grupo 11ZB, 7 entre as que integraram o grupo 22ZM e 5 nas
que constituiram o grupo 33CO. Todos os animais infectados foram tratados
pelo médico veterinario assistente da exploragéao.

No primeiro rastreio do ensaio, que teve lugar cerca de um més ap6s
o rastreio preliminar, verificou-se a presenca de uma ovelha com infecgéo
intramamaria no grupo 11ZB, 4 no grupo 22ZM e 3 no grupo controlo.

O segundo rastreio do ensaio realizou-se cerca de um més depois do
primeiro, tendo sido observados 6 resultados positivos no grupo 11ZB, 10
no grupo22ZM e 4 no 33CO.

No terceiro rastreio, realizado no final do ensaio, apenas ocorreu um
caso de infecgdo no grupo 11ZB, outro no grupo controlo (33CO) e 3 no
grupo 22ZM.
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Incidéncia de infecgdes intramamarias

Grupos Rastreio 1°TCM 2° TCM 3*TCM
preliminar
11ZB 6 2 6 1
22ZM 7 4 10 2
33CO 5 3 4

Tabela 7 - Incidéncia de infeccdes intramamarias ao longo do ensaio.

Tanto no rastreio preliminar como no final foram realizadas analises

bacteriologicas destinadas a confirmar a presenca de infecgéo.

O grafico1 mostra a incidéncia de infecgdes ao longo do ensaio.

INCIDENCIA DEINFECGOES INTRAMAMARIAS OBSERVADAS NOS
‘ VARIOS RASTREOS EFECTUADOS

15 - ST :
11ZB 22ZM 33CO

3 | [casos
@ ‘ negativos
g i casos
;c | positivos
=
1 - il
| 25 SRR S |
i @‘& «0® ,\0\‘\ «Oé &é}‘& ,\0@ ,\C}y «OQ @;\\"Q ,@g «oé «Qé\ Rastreios
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Grafico 1 - Incidéncia de infecgbes intramamarias observadas nos varios rastreios

efectuados (R prel - rastreio preliminar).
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2.3.3. Agentes etiologicos das mamites

2.3.3.1.Rastreio preliminar

No rastreio preliminar, das 72 amostras de leite suspeito analisadas,
12 revelaram-se negativas. Nas restantes foram identificados 4 casos de
infecgdo por Staphylococcus aureus e de Staphylococcus chromogenes, 2
de Staphylococcus capitis, 8 de Staphylococcus epidermidis, 13 de
Staphylococcus hyicus, 5 de Staphylococcus simulans, 22 de
Staphylococcus xylosus e 1 de Bacillus sp. e de Micrococcus sp..

A tabela 8 descreve os agentes etiolégicos e 0o numero de casos
identificados a partir das amostras recolhidas para analise no rastreio

preliminar.

IDENTIFICACAO
Espécie N° Casos

[Negativo

Staphylococcus aureus
Staphylococcus capitis
Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus hyicus
Staphylococcus simulans
Staphylococcus xylosus
Bacillus sp.

Micrococcus sp.

m - -
- | N WO IN|DIN

Tabela 8 - Agentes etiol6gicos identificados nas amostras recolhidas no rastreio preliminar.

O grafico 2 representa os resultados acima descritos.
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RESULTADO DA IDENTIFICAGAO DE AGENTES ETIOLOGICOS DE MAMITES
APOS O RASTREIO PRELIMINAR

13

B Negativo Staphylococcus aureus 0O Staphylococcus capitis
O Staphylococcus chromogenes [ Staphylococcus epidermidis [ Staphylococcus hyicus
B Staphylococcus simulans [0 Staphylococcus xylosus W Bacillus sp. ‘
B Micrococcus sp. |

Grafico 2 - Agentes etioldgicos identificados no rastreio preliminar de mamites subclinicas.

Seis das ovelhas a que foram recolhidas amostras de leite para a
analise foram incluidas no ensaio: 213, 1958, 527, 354, 432 e 433. Em duas
ndo foram identificados quaisquer agentes etiolégicos de mamites
(glandulas mamarias esquerdas das ovelhas 213, pertencente ao grupo
33CO0 e 527, do grupo 22ZM).

Entre os animais que foram incluidos no grupo 11ZB, ocorreram e
casos de infeccdo por Staphylococcus xylosus, um na glandula mamaria
direita da ovelha 534 e outro na metade esquerda da 432. Verificou-se
ainda a presenca de infec¢do por Staphylococcus hyicus na metade direita
do Ubere da ovelha 433.

Ocorreu um caso de mamite subclinica devido a Staphylococcus
aureus na metade esquerda do Ubere da ovelha 1958, pertencente ao grupo
33C0, um caso de infecgao por Staphylococcus capitis e Micrococcus sp. na

metade direita do Ubere da ovelha 527, do grupo 22ZM.
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2.3.3.2.Rastreio final

No final do ensaio foram novamente recolhidas amostras de leite
suspeito para pesquisa de agentes etiolégicos de mamites. Os resultados

dessas analises encontram-se resumidos na tabela 9.

IDENTIFICACAO
Espécie N° Casos

Negativo
Corynebacterium sp.

Micrococcus sp.
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus xylosus

IR RN § G ) PN R N

Tabela 9 - Agentes etiolégicos identificados nas amostras recolhidas apés o primeiro

rastreio de mamites subclinicas.

Nestas amostras colhidas foi possivel identificar 1 mamite subclinica
devido a Corynebacterium sp., 1 Micrococcus sp., 2 de Staphylococcus
aureus, 1 de Staphylococcus epidermidis e 1 de Staphylococcus Xylosus.

Ocorreram ainda 4 resultados negativos, nas ovelhas 523 do grupo
11ZB e 309 e 465 do grupo 22ZM.

O grafico 3 mostra os resultados acima descritos.

RESULTADO DA IDENTIFICAGAO DE AGENTES ETIOLOGICOS DE MAMITES NO
1 FINAL DO ENSAIO
i
1 1
: ////////////// : >4
T 1 Z N
t [
| 2 =
1 1 :
| & Negativo @ Corynebacterium sp. ‘
1 @ Staphylococcus aureus m Staphylococcus x yl%sus
} ‘ Staphylococcus epidermidis @ Micrococcus sp. |

Grafico 3 - Agentes etiologicos de mamites isolados no final do ensaio.
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2.3.4. Espectro de sensibilidade dos agentes etiolégicos
isolados

Os agentes etiolégicos de mamites isolados na exploragao em estudo
foram submetidos a testes de sensibilidade a antibiéticos pelo método de
Kirby e Bauer (Quinn et al., 1994).

A Unica estirpe de Corynebacterium sp. isolada é resistente a maioria
dos antibiéticos testados. Esta estirpe apenas revela sensibilidade a B, CT,
S, N e SE, apresentando um resultado intermédio para OB (cf. anexo C).

As duas estipes de Microccoccus sp. apresentam espectros
variaveis. Os resultados s&o iguais para as duas estirpes no que diz respeito
3 sensibilidade a CFP, CT, CN, N, e PB e a resisténcia a W. Para os
restantes antibiéticos, verificou-se que uma das estirpes era resistente e
outra sensivel (cf. anexo C).

A espécie Staphylococcus, a qual pertencem 67 das estirpes isoladas
nos rastreios preliminar e final, apresenta resultados variaveis nos testes de
sensibilidade a antibiéticos. Verifica-se que a maioria das estirpes isoladas &
sensivel a muitos dos antibidticos testados. Mais de 50% das estirpes,
algumas com valores perto dos 100% (cf anexo C), séo sensiveis a AMP, B,
CL, CFP, CXM, OB, CT, S, N, NV, OL, OX, P, PB, RD, SE e W. Todas as
estirpes identificadas mostraram sensibilidade a CN.

Apenas no caso da MY se verificou uma grande variabilidade, ja que
48% das estirpes se revelou resistente, 31% sensivel e 21% apresentou
sensibilidade intermédia aquele antibiético.

De entre os Staphylococci isolados, referimos apenas em pormenor
os resultados de sensibilidade a antibitticos de Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus hyicus e de Staphylococcus xylosus, visto serem estas
espécies as mais frequentemente isoladas na exploragéo em estudo. Estes
resultados estéo resumidos na tabela 10.

Todas as estirpes pertencentes a estas trés espécies séo sensiveis a
CNeN.

As estirpes de Staphylococcus epidermidis apresentam resultados

variaveis no que se refere a AMP, B, CL, CXM, OB, CT, S, MY, NV, OL, OX,
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P, RD, SE e W. Verifica-se que mais de 60% & sensivel aqueles antibiticos.
No entanto, apenas cerca de metade das estirpes isoladas sao sensiveis a
CT, S, e W, sendo as restantes resistentes ou intermédias. Todas as
estirpes sdo sensiveis a CFP, CN, N e PB.

Todos os Staphylococcus hyicus isolados s&o sensiveis a B, CL;
CXM, OB, S, CN, N, OL, OX, PB e W. A maioria é sensivel a CFP, NV,RD e
SE. Verifica-se resisténcia de 57% das estirpes a AMP, CT, e P. 57%
apresentam ainda sensibilidade intermédia a MY, sendo 21% resistentes e
também 21% sensiveis a este antibiotico.

A generalidade das estirpes isoladas de Staphylococcus xylosus
isoladas & sensivel a AMP, B, CXM, CT, S, OL, OX, P, RD, SE e W. Todas
as estirpes sdo sensiveis a CFP, CN, N e PB. Em termos de resisténcia,
verifica-se que maior parte das estirpes isoladas n&o € inibida por MY e NV.
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Tabela 10 - Resultado dos testes de sensibilidade a antibidticos para as espécies mais

representativas de Staphylococci.
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2.4. Discusséao

A formagao dos grupos incluidos no ensaio foi feita de acordo com os
seguintes critérios: inexisténcia de mamites clinicas e incluséo de animais
de todos as ragas presentes no rebanho em cada grupo.

Dos 209 animais que compunham o rebanho, foram seleccionados 72
que se dividiram em 3 grupos de 24. A um deles, 11ZB, foi fornecida ragao
na qual foi incorporado um suplemento de 50% de Bioplex zinco (30ppm) e
50% de zinco mineral (30ppm). O segundo, 22ZM, recebeu alimentagéo
suplementada com zinco mineral (60ppm), igualmente incorporado na ragao
e o terceiro, 33CO, funcionou como controlo, néo tendo, por isso, a sua

ragéo sofrido qualquer suplementag&o em zinco.

Estudos de campo realizados em bovinos revelaram melhores
resultados com a utilizagéo de proteinatos como forma de administragéo de
suplemento minerais face & suplementagdo com os mesmos niveis de
formas inorgénicas (Vandergrift, 1993). Para além disso, a introdugdo na
ragdo de uma percentagem de zinco sob a forma quelada permite reduzir a
quantidade diaria necessaria, quando comparada com a forma inorganica
(Lowe, 1993). Outra das vantagens da associagéo do zinco mineral ao
proteinato de zinco é a acentuada redugdo dos custos, tornando--os
suportaveis por exploragdes com intuitos comerciais. Por estes motivos,
nenhum grupo recebeu apenas zinco biodisponivel como suplementagéo.

Assim, no grupo em que se testou a possivel influéncia do zinco
biodisponivel no aparecimento de novas infecgdes intramamarias, foi
incorporada na ragéo uma dose de zinco constituida por 50% de Bioplex
zinco e 50% de sulfato de zinco.

Para a avaliagdo do estado sanitario do efectivo antes do inicio do

ensaio foi realizado um rastreio de mamites subclinicas, com base no TCM.

O rastreio foi repetido mensalmente ao longo do ensaio.

30



Possivel infludncia do zinco nas infecgdes intramamérias

O diagndstico definitivo de mamites subclinicas dever assentar nos
resultados das culturas bacteriologicas (East e Birnie, 1983), uma vez que
uma contagem de células somaticas elevada, por si s6, nem sempre &
indicagdo de mamite infecciosa (Anderson, 1982). Por isso, no rastreio
prévio e no final do ensaio foram recolhidas amostras de leite para andlise
bacteriolégica aos animais que revelaram um resultado positivo no TCM.

A pesquisa de bactérias aerébias e anaerébias em leites suspeitos ou
positivos no TCM, revelou que alguns dos animais com resultado positivo
naquele teste na realidade n&o se encontravam infectados. Pode, no
entanto, ter havido infeccdo por agentes n&o pesquisados, como
Mycoplasma sp., fungos ou infecgéo viral subjacente.

Também é de considerar a possibilidade de existéncia de mamites
subclinicas ndo detectadas pelo TCM, dado que este apenas permite
identificar 62% de infeccao devidas a Staphylococci coagulase-positivos
(Hueston et al., 1986). Como a maior parte dos microorganismos por nos
isolados (cf. tabelas 8 e 9) pertence a este ultimo grupo, temos sempre que
considerar a possibilidade de existéncia de falsos-negativos no TCM.

No rastreio prévio realizado para determinar o estado higiossanitario
do efectivo, em 12 casos com resultado positivo no TCM, n&o se detectou
infecg@o. Desses animais 6 pertenciam aos grupos em estudo.

No final do ensaio, dos resultados positivos no TCM, 4 revelaram-se
negativos apés a realizagdo das andlises laboratoriais destinadas a
identificar os agentes etiolégicos de mamites. Tal facto pode resultar de este
rastreio ter sido realizado no final do periodo de lactagdo das ovelhas.
Nessa altura verifica-se uma maior descamagéo do epitélio da glandula
mamaria, com o consequente aumento da quantidade de células presentes
no leite (Nickerson, 1985), cuja lise contribui para a gelificagido da mistura.

O namero de infecgdes no final do ensaio € muito baixo em todos os
grupos - 1 infeccéo nos grupos 11ZB e 33CO e 2 no 22ZM -, e as diferencas

entre os grupos n&o tém significado, pelo que nada podemos concluir sobre
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a influéncia da suplementagéo da dieta com zinco no estabelecimento de
novas infecgbes.

Para a baixa incidéncia de mamites no efectivo pode contribuir o
respeito pelas regras basicas de maneio, tanto geral como durante a
ordenha, praticado na exploragdo em estudo. Em trabalhos realizados
noutros efectivos, onde n&o sdo observados os cuidados necesséarios de
higiene na ordenha, Queiroga ef al. (1997) obtiveram taxas de incidéncia de
mamites subclinicas, determinada através da realizagéo do TCM, de 92,5%

num dos efectivos estudados e 70,1% noutro.

Os casos de mamites detectados foram tratados de imediato com
oxitetraciclina, facto que pode também ter contribuido para a fraca
incidéncia de mamites, uma vez que a maioria das estirpes de Staphylococci
isoladas na exploragéo mostrou sensibilidade a este farmaco. Deste modo,
o tratamento dos animais infectados pode ter contribuido para a redug&o do
contagio a outros animais.

No rastreio preliminar, efectuado antes do inicio do ensaio, verificou-
se que a maior parte dos agentes etiolégicos de mamites identificados eram
Staphylococci coagulase-negativos, sendo as espécies Staphylococcus
xylosus, Staphylococcus hyicus e Staphylococcus epidermidis as mais
representativas. De entre as ovelhas que foram incluidas no ensaio, 4
encontravam-se infectadas: duas com Staphylococcus xylosus, uma com
Staphylococcus hyicus, uma com Staphylococcus aureus € finalmente um
caso de infecgdo mista por Staphylococcus capitis € Micrococcus sp..

No rastreio final, foram recolhidas 10 amostras para analise, tendo
sido identificadas espécies ja isoladas no rastreio preliminar e ainda um
caso de mamite subclinica devida a Corynebacterium sp..

Os resultados da identificagdo de agentes etiolégicos de mamites na
exploragdo em estudo sugerem que existe uma microfiora persistente no
local, uma vez que se registam infecgdes devidas ao mesmo agente

etiologico em alturas diferentes do ensaio.
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De acordo com a literatura, os principais agentes etiolégicos de
mamites em ovelhas s&o espécies de Pasteurella e de Staphylococci,
principalmente Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae (Radostits
et al., 1994) ou ainda, Corynebacterium bovis e Streptococcus spp. (East e
Birnie, 1983). Est4d também descrito que o Staphylococcus aureus, a
Pasteurella haemolytica ou ainda o Micrococcus sp. s&o importantes
agentes etiolégicos de mamites subclinicas (East e Birnie, 1983, Watson ef
al., 1990, Jones, 1991).

Num trabalho sobre a relagido entre a infecgéo intramamaria
subclinica e a mamite clinica em ovelhas em lactagédo, Bor et al. (1989)
verificaram o Micrococcus spp., era a bactéria mais frequentemente isolada,
seguida de Staphylococci coagulase-negativos. Estes resultados, se bem
que concordantes com os nossos em termos de géneros isolados, divergem
no que se refere & predominancia, visto termos isolado principaimente
estirpes de Staphylococci e apenas uma estirpe de Micrococcus sp., em
cada recolha de amostras de leite efectuada.

Um estudo de campo sobre as mamites subclinicas no sul da
Inglaterra revelou que as bactérias predominantes eram Streptococci (42%),
Staphylococci coagulase-negativos (33%), Pasteurella haemolytica (17%) e
Staphylococcus aureus (8%) (Watkins ef al., 1991). Destas, apenas
encontramos na nossa pesquisa Staphylococci coagulase-negativos e
Staphylococcus aureus.

Numa pesquisa levada a cabo em Inglaterra sobre casos de mamite
clinica aguda, subclinica e crénica em ovinos, Fthenakis et al. (1994)
isolaram  Staphylococcus  simulans,  Staphylococcus  xylosus e
Staphylococcus hyicus de casos de mamite subclinica. Estas espécies
também foram por nés isoladas nas amostras de leite recolhidas nos grupos
do ensaio.

Também em Portugal os Staphylococci coagulase-negativos
constituem importantes agentes de mamites em ovinos.) A espécie mais
frequentemente isolada por Queiroga et al. (1997) foi Staphylococcus
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epidermidis, seguida do Staphylococcus hyicus, espécies também por nés
isoladas. Naquelas exploragdes foram ainda isolados microorganismos
pertencentes aos géneros Streptococci, Enterococci, Pseudomonas ou
ainda Actinomyces, que no encontramos no efectivo em estudo.

A divergéncia entre o nosso trabalho e o estudo de Queiroga et al.
(1997) pode dever-se ao facto de terem sido realizados em regibes
diferentes, com caracteristicas edafoclimaticas diversas, conducentes, por
isso, & presenga de microfloras préprias. Pode ainda ser o resultado de
diferengas no maneio, que poderéo ter sido responsaveis por condigbes
mais favoraveis ao desenvolvimento de certas espécies microbianas em
detrimento de outras.

O método por nés utilizado para a determinagéo do espectro de
sensibilidade a antibiéticos dos agentes etiolégicos isolados baseou-se
inibigdo do seu crescimento em torno de discos impregnados com 0s
farmacos colocados em placas inoculadas com suspensdes bacterianas.
Verificou-se que a maioria das estirpes de Staphylococci € sensivel a
oxitetraciclina, farmaco utilizado na exploragédo para o tratamento de
mamites. No entanto, os outros dois géneros isolados - Corynebacteria e
Micococci, se bem que pouco representativos, apresentam resisténcia
aquele agente quimioterapico.

O facto de se obterem resultados de sensibilidade diferente para
estirpes da mesma espécie (cf. anexo C), como por exemplo o
Staphylococcus xylosus e Staphylococcus hyicus podera ser o resultado de
desenvolvimento de resisténcia e pressdo de selecgéo, contribuindo para a
sua prevaléncia como agentes etiolégicos de mamites no efectivo.

Também Fthenakis ef al. (1994) testaram a sensibilidade de
Staphylococci coagulase-negativos a vérios antibidticos, tendo encontrado
espectros de sensibilidade diferentes na mesma espécie bacteriana. Os

nossos resultados divergem dos destes autores no que respeita a
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sensibilidade do Staphylococcus xylosus & penicilina. Nas estirpes por no6s
isoladas verificou-se que 76% eram resistentes aquele farmaco (cf. anexo
C) enquanto que naquele estudo todas as estirpes isolada apresentavam
resisténcia.

Em relagdo as espécies bacterianas menos frequentes, os resultados
dos testes de sensibilidade a antibidticos nao podem ser considerados
representativos devido a pequena amostragem.

Em trabalhos futuros sera importante avaliar a importancia da
suplementagdo da dieta com zinco no aparecimento de infecq;ées
intramamarias noutros tipos de explorag&o, onde se verifiquem maipres
taxas de incidéncia de mamites. Tera particular interesse realizar os estydos
em efectivos sujeitos a cuidados de menos rigorosos que os praticadog na
exploragéo onde realizamos o presente trabalho.
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Possivel influéncia do zinco sobre parAmetros bioguimicos sanguineos

3.1. Introducéao

O zinco desempenha varias fungbes no organismo. Intervém em
varios sistemas enzimaticos, como componente intrinseco da molécula ou
como factor necessario para a sua actividade. Estd também envolvido nas
sinteses proteica e de acidos nucleicos e no metabolismo de hidratos de
carbono e lipidos (Miller, 1970, Hungerford, 1990, McDowell, 1992). A
fosfatase alcalina, por exemplo, tem geraimente na sua composi¢c&o zZinco
(Faila, 1977 apud Sugarman, 1983, Trotman e Greenwood, 1971 apud
Sugarman, 1983). Também a carboxipeptidase e a desidrogenase lactica
contém zinco na sua composicéo (Ferrando, 1964, MacDonald, 1988).

A accdo deste metal faz-se ainda sentir na permeabilidade da
membrana celular e do funcionamento da bomba de sédio (McDowell, 1992).

Este oligoelemento também actua a nivel hormonal. Véarios estudos
indicam que se verifica a hipertrofia da adrenal em ratos e suinos quando
existe caréncia de zinco como também ter efeitos a nivel reprodutivo e de
fertilidade, tanto em fémeas como em machos (Miller, 1970, McDowell,
1992). Foi demonstrado que a caréncia de zinco se reflecte na sintese de
corticosteréides e de insulina. Em caso de caréncia de zinco, a
adrenocorticotrofina ndo estimula a sintese de corticosterdides, o que sugere
que aquela hormona funciona na sua dependéncia (Flynn et al., 1972 apud
McDowell, 1992).

O zinco contribui igualmente para a manutengdo das concentragbes
de vitamina A a nivel do plasma e é necessario para o normal funcionamento
do epitélio do ovario (Smith et al., 1973 apud McDowell, 1992, Chhabra e
Arora, 1985 apud McDowell, 1992).

O efeito do zinco ainda se faz sentir a nivel da integridade cuténea, da
producdo de 14 e de pelo, devido ao seu papel na sintese de acidos
nucleicos e do colagénio da pele (Miller et al., 1979 apud McDowell, 1992).

Tanto a caréncia como o excesso de zinco provocam alteragbes na
integridade funcional do organismo.
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Em ovinos a caréncia de zinco pode conduzir & perda de l&a e a
manifestagbes cutdneas, como a paraqueratose (Hungerford, 1990) e
dificuldade nos processos de cicatrizagdo, assim como a perda de apetite
(Suttle e Jones, 1989).

O excesso de zinco produz sintomas gerais de intoxicag&o por metais,
como sejam anorexia, mal estar geral, vomitos violentos, diarreia, dor
abdominal e colapso. Alguns animais mostram-se sonolentos e apresentam
parésia (MacDonald, 1988, Humphreys, 1990).

A intoxicagdo por zinco surge mais frequentemente em animais cuja
dieta & suplementada com sulfato de zinco (Hungerford, 1990). Segundo
Humphreys (1990) e MacDonald (1988), o zinco induz a diminuico da
assimilag&o de cobre e também alta incidéncia de abortos nados-mortos em
ovinos.

Uma das formas para verificar a possivel influéncia do zinco a nivel do
organismo & a andlise quantitativa de enzimas, nomeadamente das
relacionadas com a fungio hepética: fosfatase alcalina, desidrogenase
lactica e aspartato aminotransferase.

A fosfatase alcalina participa na hidrélise de monoésteres de fosfato
em pH alcalino. Esta enzima é também importante para o transporte da
glucose, estando presente em todas as células do organismo cuja fonte de
energia é aquele agucar (Benjamin, 1984).

A desidrogenase lactica estad presente em todos os tecidos que
utilizam a glucose como fonte de energia. Cataliza a seguinte reacgao:

Lactato + NAD* ——» Piruvato + NADH+H"
(NAD" - nicotinamida adenina dinucledtido, oxidada; NADH - nicotinamida
adenina dinuclettido, reduzida, H* - i&o hidrogénio)

A aspartato aminotransferase, anteriormente conhecida como
transaminase glutamica oxaloacética, € uma enzima que cataliza a
transferéncia de grupos o-amina do 4&cido aspartico para écido
a-cetoglutarico, resultando desta reacgéo a formagéo, respectivamente, dos
4cidos oxaloacético e glutdmico. Esta enzima encontra-se nas mitocondrias
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e no citoplasma de todas as células o organismo (Benjamin, 1984),
sobretudo no musculo esquelético e cardiaco (Coles, 1979).

A anélise dos pigmentos biliares também permite inferir sobre a
fungéo hepatica. A bilirrubina € um pigmento biliar derivado do catabolismo
da hemoglobina libertada por hemocaterese, conferindo a cor amarela ao
soro (Benjamin, 1984).

O teor de proteinas no soro, observado através da quantificagéo das
proteinas totais, esta relacionado com a fung&o hepética, uma vez que é a
nivel do figado que s&o sintetizadas proteinas como a albumina, a maior
parte das globulinas, assim como lipoproteinas, glucoproteinas,
mucoproteinas, fibrinogénio, protrombina e factores de coagulagao
(Benjamin, 1984). As anomalias a nivel das proteinas plasmaticas revelam a
ocorréncia de alteracdo nos tecidos responsaveis pelo balango entre a
sintese proteica e o catabolismo, n&o sendo indicadoras de uma patologia
especifica (Coles, 1979, Dimopoulios, 1970 apud Benjamin, 1984).

Outros compostos presentes no sangue, como por exemplo, glucose,
triglicéridos, creatina fosfoquinase, creatinina e ureia, tambem podem ser
utilizados como indicadores da possivel influéncia do zinco no
funcionamento do organismo.

A creatina fosfoquinase é uma transferase que se encontra presente
nos musculos cardiaco e esquelético e no cérebro, mas ndo no figado
(Benjamin, 1984). A creatinina € um composto hitrogenado n&o proteico
presente no soro sanguineo, resultante da metabolismo muscular da
creatina e da fosfocreatina (Coles, 1979).

A ureia é o principal residuo do catabolismo proteico no figado (Coles,
1979), sendo um indicador muito sensivel de lesbes a nivel hepatico
(Benjamin, 1984).

Dado que o zinco esta relacionado com o funcionamento da bomba
de sédio-potassio, é possivel analisar o efeito da administragio deste
oligoelemento na dieta das ovelhas, a nivel dos principais electrélitos
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presentes no soro, Na*, CI~ e K*, embora este ultimo se encontre presente
em pequena quantidade no plasma sanguineo (Benjamin, 1984).

Investigou-se também a possivel influéncia do zinco sobre a fracgéo
celular do sangue e ainda sobre indices reprodutivos.

Para verificar a influéncia da suplementagéo da dieta com zinco sobre
parametros bioquimicos, foram analisadas amostras de sangue de:

- animais cuja ragéo foi suplementada com zinco biodisponivel e
mineral (grupo 11ZB);

- animais cuja ra¢io foi suplementada apenas com zinco mineral
(grupo 22ZM);

— animais que n&o receberam qualquer suplementagdo daquele
oligoelemento (grupo 33CO).

(cf Cap2, 2.2.2))

3.2. Materiais e métodos

3.2.1. Colheita de sangue e soro sanguineo

Foi feita a recolha de amostras de sangue a 12 animais de cada
grupo, seleccionados de forma aleatoéria.

Colheram-se amostras de 2,5ml de sangue da veia jugular de cada
ovelha para um tubo contendo EDTA® e de 10ml para outro sem qualquer
anticoagulante®, de forma a obter o soro necessario as analises.

® Venoject It EDTA, Terumo Europe N. V., Belgium
® Venoject Plain non silicone coated Z, Terumo Europe N. V., Belgium
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3.2.2. Contagem total de células sanguineas

A contagem total de células sanguineas foi realizada num contador de
células Baker System 9120 +CP'® Biochem ImmunoSystems, a partir do
sangue colhido para o tubo contendo EDTA.

3.2.3. Contagem diferencial de leucécitos

Prepararam-se esfregagcos de sangue, corados pelo método de
Giemsa, para realizar a contagem diferencial dos leucécitos, feita com o
auxilio de um microscépio optico, com objectiva de imersdo e ampliagéo de
1 000 x.

Foram contadas de forma aleaté6ria 100 células em cada esfregago.

3.2.4. Anélise de parimetros bioquimicos sanguineos

A anéalise dos parametros bioquimicos sanguineos foi realizada
colorimetricamente por método de quimica seca com o auxilio do VetTest'".

Estudaram-se as alteragdes enziméticas relacionadas com a fungéo
hepatica: fosfatase alcalina (ALKP), desidrogenase lactica (LDH), aspartato
aminotransferase (AST) e bilirrubina total (TBIL). Foram também analisados
os niveis séricos de triglicéridos (TRIG), de proteinas totais (TP), de glucose
(GLU), de creatina fosfoquinase (CK), de creatinina (CREA) e de ureia
(BUN).

Foi ainda realizado o ionograma'?, tendo sido determinados os niveis
sanguineos de cloro (CI"), s6dio (Na*) e potassio (KY).

' Menarini Diagnostics, Lda, gentiimente cedido pelo Sr. Raul Vances
' 1dex
2 VetLyte Na* K' CI” Analyser
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3.3. Resultados

3.3.1. Contagem total de células sanguineas

O estudo hematolégico forneceu-nos os valores de glébulos brancos
(GB), glébulos vermelhos (GV), hemogiobina (HGB), hematdcrito (HCT),
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e plaquetas
(PLT).

Os resultados da contagem de células sanguineas foram comparados
com os valores nornfais indicados para ovinos (Jain et al, 1993) e
encontram-se registados na tabela 11.

As contagens de células sanguineas encontradas para os animais
amostrados dentro de cada grupo estdo, na maioria dos casos, dentro dos
valores normais para a espécie ovina.

No grupo 11ZB, a ovelha 004 apresenta valores de glébulos brancos,
glébulos vermelhos, hemoglobina, hematécrito e plaquetas bastante abaixo
do normal. Ainda no mesmo grupo, a 302 apresenta um valor de leucécitos
bastante acima do normal para a espécie.

Os valores de gl6bulos vermelhos estdo um ligeiramente abaixo do
valor maximo considerado normal nas ovelhas 309, 364, 491, 509, 530 e
2004 do grupo 22ZM e 526 do grupo controlo.

As ovelhas 364 e 509, pertencentes ao grupo 22ZB, apresentam
valores de hemoglobina e hematécrito abaixo dos minimos considerados
normais para a espécie ovina.

Os valores de VCM e HCM séo superiores ao maximo considerado
normal na ovelha 509.

A concentragdo média de hemoglobina corpuscular encontra-se
ligeiramente abaixo dos valores normais para a maioria dos animais,
estando dentro dos parametros normais nas ovelhas 203, 303, 432 e 915 do
grupo 11ZB, 003, 364, 491, 509 e 530 e 2004 do grupo 22ZM e todas as do
grupo 33CO, excepto 0s animais n° 425 e 429.
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Célulasﬂ G% GY2 HGB | HCT | VCM | HCM |HCMC PL;I’
Identificacéo x10°1 [x10°/1 | g/dI % f Pg % x10°/1
do animal V. normais] - 4-12 9-15 915 | 2745 | 2840 | 812 | 31-34 |250-750
Grupo N° |Raga
004 MB 13 1,93 20 6,6 343 104 303[ 1180
203 SEB 78] 1052 11,7 378 359 11,1 31,0] 5440
302 SEP 26,1 10,59 11,4 38,0 35,9 10,8 30,0{ 3960
303 SEB 6,2 9,52 11,0 355 37,3 11,6 31,0 2140
11Z8 311 MB 92| 10,11 10,7 36,0 35,6 106] 29,7 393,0}
329 MB 6,5 10,93 114/ 380 34,8 10,4 30,0 401,0]
432 L 76/ 10,08 11,0 346 34,3 10,9 31,8] 3430
502 L 10,0 8,55 10,0 328 38,4 11,7] 30,5 3620
915 MB 49 9,18 10,3 32,5 354 11,2 31,7] 3230
033 MB 54 1111 117 366 329 10,5 320 2620
309 MB 58 8,07 10,1 33,1 41,0 12,5 30,5 204,0
364 L 8,6 7,53 85 259 344 11,3 32,8 3510
402 SEB 6,8 1061 11,8 39,5 37,2 11,1 299 397,0
22ZM 491 MB 54 8,53 10,8 32,8 38,5 12,7 329 1900
509 L 55 5,16 74 243] 470 14,3] 30,5 200,0}
527 SEB 64 9,56 10,1 353 36,9 10,6 28,6 512,0]
530 SEB 6,2 8,91 10,3 32,8 36,8 11,6 314] 234,0]
2004 MB 6,4 8,12 10,1 326 40,2 12,4 31,00 357,04
303 SEP 62] 1087 1131 386] 355 104 293 1950]
304 SEB 73] 10,57 11,2 37,3 35,3 10,6 30,0 176,0]
425 L 4,9 7,92 8,5 27,2 343 10,7 31,3] 489,0f
33CO | 429 L 7.4 8,62 10,3 325 37,7 11,9 31,7 232,0f
517 SEP 78] 1057 10,6 37,6 35,6 10,0 28,2] 145,0]
522 L 89 9,83 10,7 356 36,2 10,9 30,1 480,0]
526 SEB 9,6 8,36 89 288 34,5 10,6 30,9] 736,0]
1158 MB 59 11,19 126] 426 38,1 11,3 296] 256,0]

Tabela 1 - Valores dos parametros hematolégicos dos ovinos em estudo.

Algumas ovelhas apresentam valores de plaquetas abaixo do normal:
004 e 303 do grupo 11Z, 309, 491, 509 e 530 do grupo 22ZM e 303, 304,
429 e 517 do grupo 33CO.

Em termos meédios, verifica-se que os valores encontrados nas

contagem de células sanguineas se encontram dentro dos parametros

normais para a espécie ovina em todos os grupos (tabela 12), excepto no

caso da concentragdo média de hemoglobina corpuscular, que esta

ligeiramente abaixo do normal nos grupos 11ZB e 33CO.
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Células] GB | GV HGB | HCT | VCM | HCM | CHCM PLT

x10°N | x10™A g/di % _ﬂ pg % x10°M

Grupos _nommais| #12 | 916 | 918 | 27-45 | 26-40 | 812 | 31.34 | 250-760
11ZM DIA 88 9,0 99| 3241 358 110 307 3438
DES. PADRAO 7,0 28 3,0 9,9 1,4 0,5 08  121,0f
22ZM |MEDIA 6.3 87l 101] 325 380 118 311 3129|
DES. PADRAO 11 1,9 1,5 51 43 13 15 1113
33C0 73 971 105 350] 359 108] _ 301] 3386]
DES. PADRAO 16 13 13 52 14 06 11 208,1]

Tabela 12- Valores médios dos parametros hematolégicos para cada grupo (V. nomais -
valores normais).

3.3.2. Contagem diferencial de leucécitos

Foram contados 100 glébulos brancos em cada esfregago efectuado,
tendo sido determinadas as férmulas leucocitarias encontradas para cada
animal (tabela 13). Os valores normais utilizados s&o os indicados para
ovinos (Jain et al., 1993).

A generalidade dos animais apresenta foérmulas leucocitarias
correspondentes s percentagens normais para a espécie.

Foram encontradas percentagens de eosindfilos ligeiramente
superiores ao nhormal nas ovelhas 302, 311, 432, 502 e 504 do grupo 11ZB,
364, 473 e 2004 do grupo 22ZM e 213, 303, 429 e 508 do grupo controlo.

Para as ovelhas 527 do grupo 22ZM e 425 do grupo 33CO foram
encontradas percentagens de neutréfilos ligeiramente superiores a0 maximo
considerado normal para ovinos.
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BAS | EOSIN | NEUTR | LYMPH | MONO | TOTAL

03 0-10 10-80 T8 08 100

% % % % % %
0 4 35 61 d 100}
0 10 32 58 o 100}
0 15 34 50 1 100]
SEB 0 9 4 50 o 100]
311 MB 0 15 27 58 of 100]
1128 | 329 MB 0 5 21 73 1 100]
432 L 0 12 26 62 of 100}
436 SEP 0 3 28 69 of 100
441 MB 0 1 41 57 1 100]
502 U 0 1 37 50 2 100)
504 L 0 14 37 48 1 100
915 MB 0 6 34 60 o 100}
033 MB 0 2 32 3| t;' 100}
309 MB 0 1 32 67 100
364 L 0 14 25 61 o 100]
402 SEB 0 5 24 69 . | 100}
438 SEP 0 7 50 43 of 100}
22zm [ 473 MB 0 13 35 52 of 100]
491 MB 0 0 34 65 1 100
508 L 0 5 34 61 o 100]|
514 SEP 0 9 33 57 1 100
527 SEB 0 4 56 39 1 100
530 SEB 0 10 2 67 1 100}
2004 MB 0 1 29 59 1 100]
213 SEP 0 12 38 50 of 100|
303 SEP 0 15 42 43 of 100}
304 SEB 0 6 39 54 1| 100)
425 L 0 1 54 45 of 100}
429 L 0 15 35 50 of 100}
33CO 508 L 0 11 45 44 o 100}
517 SEP 0 6 19 75 of 100}
522 L 0 9 30 61 ol 100)
523 SEB 0 4 33 61 2 100]
526 SEB 0 9 29 62 of 100}
1158 MB 0 5 37 58 of 100]
1858 MB 0 3 14 83 of 100]

Tabela 13 - Formulas leucocitarias determinadas para cada animal amostrado (V. normais -

valores normais).

Apenas para as ovelhas 438 do grupo 22ZM e 303 e 508 do grupo

33CO foram encontrados valores percentuais de linfécitos ligeiramente

inferiores ao normal.

leucocitarias sdo normais para a espécie ovina (tabela 14).
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Teucocitos| BAS | EOSIN | NEUTR | LYMPH | MONO |
03 10 1050 | 4878 (Y

Grupos V normais % % % %
11ZM  |_MEDIA 00 8.8 2,8 58,0 12
DESVIO PADRAO 0,0 49 6.2 78 04
22ZM  LMEDIA 0.0 7.4 338 58,8 11
DESVIO PADRAO 0,0 44 10,0 96 04
33CO | MEDIA 0,0 8.0 351 57,2 15
DESVIO PADRAO 0,0 46 11,6 12,3 07

Tabela 14 - Valores médios e respectivos desvios padrdo das percentagens de leucocitos
em cada grupo (V. normais - valores normais).

3.3.3. Parametros bioquimicos sanguineos

Os soros obtidos a partir dos sangues pertencentes aos animais
amostrados foram analisados colorimetricamente por método de quimica
seca, sendo os resultados obtidos os que se assinalam na tabela 15 (os
valores normais considerados séo os que o VetTest indica).

Em certos parametros analisados obtiveram-se valores acima do
normal em algumas das ovelhas. E o caso da ALKP, LDH, TBIL, TP, CK.

Os valores de BUN, CI- e Na’ encontraram-se dentro do intervalo
considerado normal na maioria dos animais. A CREA e o K* apresentaram
valores normais para todas as ovelhas amostradas.

Os resultados observados para a glucose foram inferiores ao normal
em todos os animais, com excep¢do das ovelhas 329 do grupo 11ZB e 1958
do grupo 33CO.

Foram observados valores variaveis de triglicéridos, tanto dentro do
intervalo normal, como superiores ou inferiores.

Os resultados médios obtidos para os trés grupos em estudo
encontram-se, para a maioria dos parametros analisados, dentro do intervalo
normal da espécie (tabela 16).

O grupo 33CO apresenta um valor um pouco acima do normal para a
fosfatase alcalina.
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A média da LDH estad cima do normal nos grupos 11ZB e 33CO,
sendo o valor médio de AST ligeiramente superior ao normal no grupo
22ZM.

O valore médio das proteinas ultrapassa ligeiramente o normal em

todos os grupos.
Os 3 grupos apresentam valores de CK superiores ao maximo e de
glucose inferior ao valor minimo considerado normal para ovinos.
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3.4. Discussao

O zinco integra um grande nimero de sistemas enzimaticos, tanto
como componente molecular, como cofactor (Miller, 1970, McDonald, 1988).
Assim, procedemos a avaliagéo de alguns parametros sanguineos, a fim de
verificar se a suplementagdo da dieta com este oligoelemento, tanto
biodisponivel como mineral, teria alguma influéncia a nivel do funcionamento
desses sistemas enzimaticos.

Analisamos alguns pardmetros de fungdes hepatica e muscular, uma
vez que o zinco pode interferir na ac¢do de enzimas relacionadas com estas
fungdes, como por exemplo a fosfatase alcalina, a desidrogenese lactica, ou
a creatina fosfoquinase (Benjamin, 1984).

Os parametros bioquimicos analisados nao revelaram diferengas
entre os grupos, excepto a fosfatase alcalina e desidrogenase lactica.
Obtiveram-se, para o primeiro, valores normais nos grupos que receberam
suplementacgéo alimentar em zinco, tanto biodisponivel, como mineral, € um
valor médio acima do normal no grupo controlo. Os valores superiores ao
normal encontrados para esta enzima podem ser consequéncia do facto de
algumas das ovelhas se encontrarem gestantes, com a consequente
contribuigao para a formacéo do esqueleto do feto e da placenta (Benjamin,
1984). Uma vez que o zinco faz parte da molécula de fosfatase alcalina, os
resultados da analise deste parametro bioquimico sugerem que as ovelhas
que receberam suplementagdo da dieta com zinco respondem mais
eficazmente as solicitagbes metabélicas que se |hes deparam,
nomeadamente durante a gestag&o.

Os valores de LDH foram um pouco superiores ao normal nos grupos
11ZB e 33CO, podendo esse aumento ser o resultado de necrose celular ou
de hemélise (Benjamin, 1984).

A taxa de AST foi ligeiramente maior que o valor maximo normal para
ovinos no grupo 22ZM, encontrando-se dentro do intervalo normal nos
outros grupos. Valores elevados desta enzima podem corresponder a
situagbes de doenga hepatocelular, necrose ou degeneragdo do musculo
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esquelético ou cardiaco (Benjamin, 1984). A taxa de AST pode também
estar elevada nas afecgbes hepaticas, ndo podendo, no entanto, ser esse
aumento considerado como especifico do figado (Coles, 1979).

Em todos os grupos os valores da creatina fosfoquinase, enzima
relacionada com o metabolismo do musculo esquelético (Benjamin, 1984),
sd0 superiores a0 maximo considerado normal para a espécie ovina. Tal
situagédo podera ser explicada pelo esforgo realizado pelas ovelhas antes da
colheita do sangue, uma vez que a recolha das amostras foi realizada com
contengéo dos animais.

Verificamos ainda a possivel influéncia do zinco sobre as
concentragbes de sédio, potassio e cloro, uma vez que este oligoelemento
interfere no funcionamento da bomba de sédio-potassio (McDowell, 1992).

O ionograma realizado, em que foram analisados os niveis séricos de
Na*, K" e CI” revelou valores para estes ides dentro do intervalo considerado
normal para a espécie, ndo ocorrendo, assim, alteragbes devidas a
suplementagéo da dieta com zinco.

O zinco participa no metabolismo proteico, lipidico e de hidratos de
carbono (McDowell, 1992). Assim, a analise de niveis séricos das proteinas
totais, triglicéridos e glucose permitiu avaliar o efeito da suplementagdo da
dieta com este oligoelemento sobre a sintese daqueles compostos.

Embora ocorram variagdes a nivel individual, verificou-se que em
quase todos os animais os valores de glucose no sangue se encontravam
abaixo do normal. Essa situag@o podera ter resultado do facto de as andlises
nao terem sido realizadas imediatamente apés a colheita do sangue, uma
vez que, quando o soro contacta com o coagulo a temperatura ambiente, a
glucose sérica diminui aproximadamente 7% (Benjamin, 1984) ou 10%
(Coles, 1979) em uma hora.

As alteragbes encontradas a nivel dos pardmetros sanguineos
poderdo ter resultado do facto de o sangue n&o ter sido analisado
imediatamente apés a colheita. Contudo, a margem de erro foi igual para
todos os animais, pelo que os resultados obtidos s&o comparaveis entre si.
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As variagdes que se verificam a nivel individual dentro dos trés grupos
em estudo podem resultar da proximidade da época de parigdo, com as
consequentes alteragbes a nivel hormonal, ou ainda a caracteristicas
inerentes aos préprios animais.

As alteragbes de alguns parametros bioquimicos sanguineos sé&o
susceptiveis de corresponder a situagbes patolégicas. No entanto, as
ovelhas n&o aparentavam sinais exteriores de doencga, para além de todo o
efectivo se encontrar devidamente saneado, pelo que as alteragdes
encontradas nos animais seleccionados para o0 ensaio n&o podem ser
atribuidas a esse facto.

Os resultados das anélises dos pardmetros bioquimicos sugerem que
a suplementagéo da ragso com zinco, tanto biodisponivel como mineral, ndo
afectou a taxa dessas enzimas nos grupos em estudo, ndo se verificando
alteragdes a nivel da fungéo hepatica, decorrentes da suplementagéo com
este oligoelemento. As alteragbes verificadas a nivel da fung&o muscular
podem ser imputadas as condigbes em que o sangue foi recolhido para
anélise e a alteragdes decorrentes do tempo que mediou entre a colheita do
sangue e a realizagéo das analises.

A fracgéo celular do sangue nao diferiu significativamente entre os
grupos em estudo, embora se tenham registado variagdes individuais entre
as ovelhas dos trés grupos. Tal facto sugere que, neste ensaio, a
suplementagdo da dieta com zinco n&do interferiu sobre as células
sanguineas.

As férmulas leucocitarias determinadas para os trés grupos também
néo diferem entre si de forma expressiva, n&o sugerindo, assim, a ocorréncia
de alteragbes da constituicdo da fracgdo leucocitaria do sangue na
sequéncia da suplementagéo da dieta com zinco.

Foi ainda investigada a possivel influéncia do zinco sobre indices
reprodutivos, através da analise do periodo de gestagdo das ovelhas
pertencentes aos grupos em estudo, uma vez que este oligoelemento
desempenha um papel importante no balango hormonal (McDowell, 1992).
Observou-se que os partos de todas as que se encontravam em gestagéo
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durante o ensaio (tendo sido inseminadas em Margo-Abril) ocorreram no
periodo normal, 0o que sugere que a suplementagio em zinco, tanto
biodisponivel como mineral, ndo interferiu a esse nivel.

Nao foram observados sinais de intoxicagdo por zinco em nenhum
dos animais, o que indica que as doses de zinco incorporadas na ragéo,
tanto de zinco biodisponivel como de zinco mineral, ndo atingiram os niveis
téxicos, ndo interferindo com o metabolismo geral do organismo.

A andlise conjunta dos parametros bioquimicos sanguineos, do
ionograma, da composi¢do da fraccdo celular do sangue e dos indices
reprodutivos, bem como a auséncia de sinais de toxicidade provocados pelo
zinco, sugere que a suplementagéo da dieta com zinco, tanto biodisponivel
como mineral, no provoca alteragbes fisiolégicas susceptiveis de afectar o
normal funcionamento do organismo.
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Possivel infludncia do zinco na funciio fagocitaria de neutréfilos

4.1. Introducéo

Um dos principais mecanismos de defesa do organismo em geral e
da glandula mamaria em particular deve-se a acgéo de neutrdfilos. Estes
leucocitos sdo os principais responsaveis pela defesa natural contra a
mamite, apés a entrada do agente etiolégico na gléndula, estando o seu
nimero aumentado em situagéo de infecgdo de modo a eliminar os agentes
patogénicos invasores (Craven e Williams, 1985, Burvenich et al., 1994, Lin
et al., 1995, Smits et al., 1996).

Para poderem cumprir as suas fungdes de defesa do organismo, os
neutréfilos tém que ser capazes de realizar uma série de acgbes
importantes: adesdo ao epitélio vascular, passagem através da parede
endotelial, migragdo para o local da infecgdo e, finalmente, destruicado dos
organismos invasores (Doré‘ et al., 1991).

A migragdo para o local da infecgdo resulta da resposta a estimulos
quimiotacticos, resultantes da presenga de microorganismos infectantes ou
substancias por eles libertadas, quando os neutréfilos interagem com os
mediadores quimicos da inflamacao (Burvenich et al., 1994, Stickle, 1996).

Ja no local da infecgdo, inicia-se o processo de fagocitose dos
agentes infecciosos. A fagocitose de agentes patogénicos de mamites pelos
neutréfilos & reconhecida como um dos principais mecanismos na
prevengdo do estabelecimento de infecgdes intramamarias (Schalm ef al.,
1971 apud Paape et al., 1978, Jain, 1979, Paape et al., 1979). A capacidade
fagocitaria destas células é importante na protecgéo da glandula mamaria
(MacDonald et al., 1994) e, por isso, na patogenia da mamite (Daley ef al.,
1991).

Ap6s a fagocitose, os neutréfilos destroem os agentes patogénicos,
conseguindo-o através da libertagdo de substéncias téxicas para os
microorganismos. Na morte intracelular podem intervir dois tipos de
mecanismos: dependentes da presenca de oxigénio e independentes da
presenca deste elemento.
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Entre os processos de morte intracelular dependentes da presenca
do oxigénio, destaca-se a libertagado de substancias téxicas com actividade
microbicida como o superéxido, radicais hidroxilo, radicais livres de oxigenio
e o perdxido de hidrogénio (Targowski, 1983, Stickle, 1996).

A formagdo de acidos nos fagossomas, a lactoferrina, que exerce um
efeito bacteriostatico ao formar quelatos com o ferro, necessario ao
crescimento bacteriano, a lisozima, que digere as paredes celulares das
bactérias, e proteinas catibnicas s&o mecanismos independentes da
presenga do oxigénio que podem participar na destruicéo bacteriana
(Targowski, 1983).

A influéncia do zinco nas fungdes de neutrdfilos n&o esta bem
esclarecida. Este oligoelemento desempenha papel importante na resposta
imunitaria, nomeadamente a nivel de fungdes de neutréfilos sendo essencial
para uma actividade 6ptima destas células, uma vez que dele depende a
superoxido-dismutase (Cook-Mills e Fraker, 1993 apud Spain, 1993). Esta
enzima é necessaria a sintese de radicais livres de per6xido de hidrogénio,
envolvidos na morte intracelular dos agentes patogénicos fagocitados pelos
neutréfilos.

Por outro lado, niveis de zinco ligeiramente abaixo do normal
encontram-se associados com uma actividade fagocitaria optima. Niveis
fisiolégicos deste oligoelemento inibem a fagocitose por macréfagos
pulmonares, 0 mesmo ocorrendo com neutréfilos (Sugarman, 1983). O facto
de o zinco contribuir para a estabilizagdo das membranas celulares pode
ser o factor determinante na redugdo da fagocitose realizada pelos
neutrdfilos, pois dificulta a alteragdo da forma da membrana celular,
necessaria a fagocitose dos agentes patogénicos.

Sendo os neutréfilos as principais células fagocitarias presentes na
glandula maméaria em caso de infecgdo (Craven e Williams, 1985), é
importante determinar a possivel contribuicdo do zinco na prevengéo do
aparecimento de infecgdes em animais lactantes.
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Dado que a fagocitose € uma das actividades determinantes para um
combate a infecgéo, e que na literatura consuitada se encontra referenciada
a intervengéo do zinco na eficacia fagocitaria de neutréfilos, realizamos um
ensaio conducente a determinagdo da possivel influéncia da suplementagéao
da dieta com este oligoelemento sobre esta fungdo de neutréfilos. Foi
comparada a acgéo do zinco biodisponivel com a do zinco mineral e com a
auséncia de suplementagéo de zinco na dieta dos animais em estudo.

4.2. Materiais e métodos

4.2.1. Animais em estudo

Os animais amostrados para a determinagcdo da possivel influéncia

do zinco na fung&o de neutréfilos foram os descritos em 3.2.1.

4.2.2. Isolamento de neutréfilos circulantes

O protocolo experimental para o isolamento de neutréfilos circulantes

baseou-se numa adaptagéo do método descrito por Watson ef al. (1995a).

Colheram-se amostras de 10ml de sangue da veia jugular de cada
ovelha para tubos contendo heparina'®. As amostras de sangue foram
diluidas ao dobro em tampao fosfato salino™ (PBS) e centrifugadas a

" Vencject Lithium Heparin, Terumo Europe N. V., Belgium
" Sigma
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1000xg, durante 20 minutos & temperatura ambiente. As camadas
superficiais de plasma, tamp&o e um quarto a um tergo dos globulos
vermelhos foram aspirados e rejeitados.

Os glébulos vermelhos remanescentes foram lisados por adigédo do
dobro do volume de células de agua destilada, aquecida a 37°C. A
tonicidade foi rapidamente reposta com igual volume de PBS/EDTA" com
concentragcio dupla, a 37°C. Esta suspensdo foi lavada duas vezes por
centrifugacéo a 300xg durante 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado
e o dep6sito ressuspendido em PBS, de modo a perfazer 15ml.

A viabilidade dos neutréfilos (PMN) foi determinada pelo teste de
exclusdo do azul tripano, por contagem numa camara de Neubauer, € a
concentrago celular acertada de modo a obter 2X10” PMNs/mil em PBS.

4.2.3. Ensaios de fagocitose de particulas de latex

A capacidade fagocitaria dos neutréfilos foi avaliada segundo uma
adaptagdo do método descrito por Sartorelli (1990).

Preparou-se uma suspenséo de particulas de latex com 1,07um de
diametro em PBS. A concentragdo de particulas foi determinada por
contagem num hematocitémetro, tendo sido realizada uma diluicdo em PBS,
de modo a obter uma concentragéo de 8X10° particulas/mi.

Uma suspensdo contendo 2X10° PMNs/ml foi incubada com a
suspenséo de particulas de latex, no ratio de 1 PMN para cada 20
particulas, durante 30 minutos a 37°C.

Terminada a incubagéo, a fagocitose foi bloqueada por adigdo de Smli
de uma solugdo de PBS/EDTA (15mg EDTA/ml PBS) e as células lavadas
duas vezes em PBS, de forma a eliminar as particulas néo fagocitadas.

' Etilenodiaminatetracetato, Sigma
*® Polystyrene Latex Beads, Sigma
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As particulas nao ingeridas foram solubilizadas com 2ml de dioxano"’,
durante 20h a 37°C.
A capacidade de os PMN fagocitarem as particulas de latex foi

determinada espectrofotometricamente‘° pela leitura da densidade Optica

(DO) num comprimento de onda de 255nm, face a um branco de dioxano.

4.3. Resultados

As leituras das DO para os trés grupos, hum comprimento de onda de

255nm, face a um branco de dioxano, forneceram resultados que variaram
entre 0,018 e 0,209 no grupo 11ZB, entre 0,000 e 0,290 no grupo 22ZM e
0,000 e 0,284 no grupo 33CO, como est4 descrito na tabela 17.

GRUPO 112B GRUPO 22ZM GRUPO 33CO
Identificacio DO Identificacéio DO Identificacio DO
N° Raga . N° Raca N° Raca
004 MB 0,027 033 MB 0,196 213 “SEP | 0,161
203 SEB 0,184 309 MB 0,000 § 303 SEP | 0,196
302 SEP 0,018 364 L 0172 | 304 SEB | 0,19
303 SEB 0,161 402 SEB | 0033 | 425 L 0,000
311 3 0,027 438 SEP | 0,041 420 L 0,209
329 3 0,078 473 MB 0,172 | 508 L 0,235
232 L 0,209 491 MB 0024 | 517 SEP | 0,184
43 SEP 0,018 509 L 0200 | 52 L 0,172
441 MB 0,068 514 SEP | 0009 | 523 SEB | 0,209
502 L 0,184 527 SEB | 0,000 | 526 SEB | 0,000
504 L 0.047 530 SEB | 0,184 | 1158 MB 0,164
915 MB 0,007 | 2004 ) 0200 | 1958 MB 0,284
MEDIA 0.100 | MEDIA 0,111 ] MEDIA 0,170
DESVIO PADRAO 0,072 | DESVIO PADRAO 0.102 | DESVIO PADRAO 0,084

Tabela 17 - Resultados do ensaio de fagocitose. Valores expressos em densidade Optica.

Da andlise dos resultados constata-se que o grupo 11ZB apresentou

valores médios mais baixos - 0,100 -, sendo a mais elevada a do grupo

7 Merck

'® Uttrospec I, Pharmacia LKN

59



Possivel influéncia do zinco na fung@o fagocitaria de neutréfilos

33CO0, 0,170. O grupo 22ZM apresentou valores intermédios, tendo a média
sido de 0,111.
Existe uma grande variabilidade individual nos resultados obtidos,

conforme pode ser constatado pelos elevados desvios padrao.

O grafico 4 apresenta as médias das densidades Opticas

determinadas para cada grupo no ensaio de fagocitose.

FAGOCITOSE DE PARTICULAS DELATEX

0180 .‘,mﬂiﬂlmﬂ’fﬁi

0,160+
0,140+
0,120+

0,100+
0,080+
0,060+
0,040

Média da densidade 6ptica

0,020

0,000+~

11ZB 22ZM 33CO

Grafico 4 - Média dos valores de fagocitose, expressos em densidade Optica.
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4.4, Validagéo estatistica dos resultados

Para validar os resultados obtidos no ensaio de fagocitose foi
realizada a analise de variancia (ANOVA), comparando os grupos dois a
dois.

Os calculos foram realizados com o auxilio do programa Epi Info
(CDC, WHO, Global Programm on AIDS, version 5,01b-July 1991).

A andlise comparativa dos grupos 11ZB e 33CO revela que as
diferencas encontradas entre os dois tratamentos, no que diz respeito ao
possivel efeito do zinco sobre a fagocitose, séo significativas (p= 0,045533),
embora com um valor de 2 baixo (x* = 3,999).

As diferengas encontradas entre o grupo 22ZM e 33CO nao sdo
significativas (x* = 1,858, p= 0,172879), o mesmo acontecendo quando se
comparam as duas formas de suplementagdo em zinco (x? = 0,001,
p=0,976925).

4.5. Discusséao

A presenga de neutréfiios nas secrecdes da glandula mamaria
representa o principal mecanismo de defesa contra o estabelecimento de
infecgdes intramamarias (Burvenich et al., 1994).

A fungdo dos neutréfilos pode ser avaliada a varios niveis:
quimiotaxia, fagocitose e morte intracelular. No nosso trabalho, avaliamos a

influéncia do zinco sobre a capacidade fagocitaria de polimorfonucleares.
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O isolamento dos neutréfilos necessarios a realizagdo dos ensaios de
fagocitose pode ser efectuado com o auxilio de varias técnicas. No caso
particular da avaliagéo do seu papel na defesa da gldndula mamaria contra
a infeccdo, os PMNs podem ser obtidos a partir do leite, por centrifugacéao.
No entanto, os neutréfilos presentes na glandula mamaria em estado higido
s30 menos eficientes na fagocitose quando comparados com os neutréfilos
circulantes, devido a interferéncia de componentes do leite (Paape et al.,
1979, Nickerson, 1985). Esta reducgéo da eficiéncia pode dever-se a varios
factores, nomeadamente a ingestiao de giébulos de gordura e de caseina,
revestimento da superficie pela caseina ou ainda por deficiéncia na fonte de
energia, por conterem pouco glicogénio (Paape e Guidry, 1977, Jain, 1979).

Dado que a capacidade de fagocitar particulas parece encontrar-se
diminuida nos neutréfilos residentes da glandula mamaria, e, para além
disso, cerca de 90% das células somaticas de leite mamitico serem
neutréfilos provenientes da circulagido sanguinea (Miller ef al, 1993),
recorremos a neutréfilos circulantes para realizar o ensaio de fagocitose.

A avaliagio da capacidade de fagocitose de neutrdfilos pode ser
realizada por observagio microscépica de microorganismos marcados
radioactivamente ou com corantes fluorescentes, ou por citometria de fluxo.
Neste ensaio, recorremos a avaliagdo da capacidade de ingestdo de
particulas inertes, de latex (Sartorelli, 1990) observaveis ao microscopio
optico, permitindo, assim, o facil estabelecimento da concentragéo
necessaria a realizagdo do ensaio. Este método permite obviar aos
inconvenientes resultantes da utilizagédo de microorganismos ndo marcados,
cuja observagéo intracelular & dificil de realizar ao microscépio 6ptico pois
podem ja ter sido destruidos. Evita ainda utilizagdo de substancias
radioactivas para evidenciar as bactérias, visto implicarem cuidados
extremos para impedir a formagéo de residuos poluentes.

A quantificagdo da fagocitose por meio de determinagdo da
densidade 6ptica da suspenséo resultante da incubagdo dos neutréfilos com
as particulas de latex, seguida de solubilizagdo das particulas n&o
fagocitadas (Sartorelli, 1990), € um método fidvel e expedito para a
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quantificagao da fagocitose. Estas particulas s&o eficientemente fagocitadas
pelos polimorfonucleares, permitindo distinguir as diferengas existentes

entre os grupos sujeitos as varias dietas.

O grupo controlo, que n&o recebeu suplementagdo alimentar, foi
aquele em que se verificou uma maior média nos valores da DO, traduzindo
uma maior actividade fagocitaria dos neutréfilos. No grupo 11ZB foi
observada a menor média (cf. tabela 17), tendo sido no grupo controlo que
se registou um valor médio de DO mais elevado. Foram encontradas
diferengas estatisticamente significativas (p= 0,045533) entre os grupos
11ZB e 33CO, o que sugere um efeito negativo da suplementagdo da dieta
com zinco biodisponivel a nivel da eficiéncia fagocitaria dos neutréfilos.

Entre os grupos 22ZM e 33CO também foram encontradas
diferencas, embora sem significado estatistico, tendo a média da DO sido
superior no grupo 33CO, o que parece indicar que também a forma mineral
de zinco utilizada na suplementagdo da ragdo afecta negativamente a
capacidade fagocitaria dos neutréfilos.

O facto de se ter verificado que o grupo que recebeu na sua dieta
uma suplementagéo de zinco biodisponivel foi o que apresentou um valor
médio para a DO estd de acordo com o que foi descrito por Sugarman
(1983). Este autor refere que niveis fisioldgicos de zinco (superiores a
0,1nM) inibem a fagocitose. Uma possivel explicagédo para este facto podera
residir, segundo aquele autor, no facto de o zinco poder contribuir para a
estabilizagdo dos microtibulos e neurotibulos, que participam nos
movimentos intracelulares e na motilidade celular, dificultando os
movimentos necessarios a formacdo de pseudbépodes. Em estudos
realizados com ratos, Sugarman, (1983) verificou que ocorria inibi¢do da
fagocitose como doses de zinco entre 10 e 10~°M, ou apds o fornecimento
diario de 5mgde zinco/kg durante 10 a 20 dias. A suplementagdo da
alimentagdo de animais como cerca de 200ug/100ml (aproximadamente o

dobro da concentragdo normal) com o objectivo de aumentar os niveis
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séricos de zinco, desencadeou uma redugédo na mobilizagdo de PMNs e

macréfagos para a cavidade peritoneal e uma redugéo da fagocitose.

Para além das diferengas encontradas entre os grupos sujeitos a
dietas com diferentes formas de zinco, observaram-se também variagbes
elevadas em termos individuais. Varias razées poderédo ser apontadas para
o facto acima exposto, nomeadamente o estado fisiolégico em que os
animais se encontravam, a proximidade do parto (Guidry et al., 1976,
Hoedemaker et al., 1992, Cai et al., 1995), o tratamento anterior com
antibiéticos (Ziv et al., 1983, Nickerson et al., 1985, Paape et al., 1990,
Paape et al., 1991, Myers et al., 1995) ou corticosteréides (Paape et al.,
1981, Burton e Kehrli, 1995), ou apenas factores inerentes ao préprio animal
(Paape et al., 1978, Paape e Pearson, 1979).

Algumas das ovelhas amostradas encontravam-se na fase final de
gestacéo (cf. Anexo A), o que se sabe conduz a alteragbes na capacidade
fagocitaria dos neutréfilos. A proximidade do parto podera ser uma das
raz6es para as variagbes observadas, uma vez que nessa altura ocorrem
alteragdes a nivel hormonal, nomeadamente de corticosteréides (Smith et
al., 1973 apud Guidry et al., 1976, Cooper et al., 1972 apud Guidry et al.,
1976), responsaveis por uma diminuigdo da capacidade de fagocitose
(Guidry et al., 1976).

O tratamento de infecgbes com antibidticos também pode ser
responsavel pelas diferencas registadas. Elevadas concentragbes de
antibidticos podem ter efeitos adversos nas fungées de PMNs do leite in
vitro, 0 que parece indicar que certos farmacos podem afectar a capacidade
da glandula mamaria desencadear uma resposta eficaz contra a infecgéo
(Ziv et al., 1983, Nickerson et al., 1985, Paape et al., 1991).

Um dos farmacos que afecta a actividade fagocitaria dos neutréfilos é
a oxitetraciclina, utilizada no tratamento dos casos de mamite detectados no
efectivo em estudo. Em trabalhos realizados com neutréfilos circulantes foi
observada uma inibigdo da actividade antibacteriana dos neutréfilos (Myers
et al., 1995). As alteragbes na capacidade fagocitaria observadas entre as
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ovelhas do mesmo grupo podem ter resultado do tratamento com este
antibiético.

A utilizagdo de corticosteréides no tratamento de mamites também
parece afectar a capacidade fagocitaria dos neutréfilos (Paape et al., 1981,
Paape ef al, 1991). Assim o tratamento dos animais infectados com
dexometazona também pode ter sido responsavel pelas diferengas
observadas individualmente.

As diferencas individuais observadas poder&o ainda ser inerentes ao
préprio animal. Em bovinos leiteiros, foram observadas diferencas na
susceptibilidade da infecg&o intramamaria entre vacas e entre quartos de
cada glandula mamaria (Schalm ef al., 1971 apud Paape et al., 1978). Ainda
em bovinos, verificou-se variagio na capacidade de controle e limitag&o da
infecgdo, 0 que se deve & variagdo na capacidade fagocitaria das suas
células somaticas (Nickerson e Heald, 1981, Paape e Wergin, 1977 apud
Gudding et al., 1984). As mesmas observagbes poderdo ser extrapoladas
para ovelhas.

Os resultados do presente ensaio sugerem um efeito negativo da
suplementagdo da alimentagdo com zinco, particularmente sob a forma
biodisponivel, sobre a capacidade fagocitaria de neutréfilos circulantes.
Uma vez que a populagso de PMNs residente da glandula mamaria provem
da circulagdo sanguinea, poder-se-a4 verificar uma situagdo semelhante,
tanto mais que a sua actividade fagocitaria j4 se encontra diminuida.
Importa, pois, em trabalhos futuros, determinar a possivel influéncia do
zinco sobre as outras fungdes desempenhas pelos neutrdfilos: quimiotaxia e
morte intracelular. '
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Possivel influéncia do zinco na ades3o bacteriana a epitélio mamario

5.1. Introducéao

A adesao bacteriana a células epiteliais do hospedeiro é considerada
a fase inicial de varios processos infecciosos (Aly e Levit, 1987, Ofek e
Beachey, 1980 apud Olmsted e Norcross, 1992, Isberg, 1991, Cree et al.,
1995), uma vez que & essencial & sobrevivéncia do agente microbiano,
libertagso eficiente de toxinas e subsequente patogenia (Ferreira-Dias et al.,
1993). A ligagdo a superficies celulares favorece a capacidade de
sobrevivéncia e multiplicagdo dos microorganismos, principaimente em
Jumina que estdo sujeitas a acgbes peribdicas de arrastamento de fluidos
orgénicos (Gudding et al., 1984)

Muitas bactérias patogénicas aderem a superficie de células do
hospedeiro, particularmente a tecido epitelial (Kimura et al., 1990) e
permanecem localizadas extracelularmente (Lee et al., 1989, Isberg, 1991).
A adeso a superficie celular facilita a colonizagéo das camadas epiteliais no
inicio do processo de infecgéo, tornando mais facil a difusédo a tecidos

adjacentes & medida que o processo infeccioso se desenvolve (Isberg,
1991).

Na adesio bacteriana a células do hospedeiro estdo envolvidos
mecanismos especificos e no especificos. Estes Ultimos incluem forcas
hidrofébicas e lipofilicas, carga eléctrica superficial, fibronectina (Abraham et
al., 1983, Switalski et al., 1983, Caparon et al., 1991) e moléculas de adeséo
afins a fibronectina (Peterson et al., 1983, Courtney et al., 1986, Fereira-Dias
et al., 1993). A adesé&o especifica pode ser mediada por adesinas (Beachey,
1981), acido teicéico, no caso de Staphylococci (Aly e Levit, 1987) ou
lectinas presentes na superficie do microorganismo que se ligam a
polissacéridos existentes a superficie da célula, por meio de um mecanismo
semelhante a chave-fechadura (Bar-Or, 1990, Isberg, 1991, Beachey, 1981,
Urisu et al., 1986, Fereira-Dias et al., 1993).
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O modo de adesdo e subsequente infecgéo varia com o tecido do
hospedeiro e a espécie bacteriana (Beachey, 1981), tendo sido observadas
diferengas entre espécies e estirpes bacterianas em ensaios de ades&o in
vitro a células epiteliais da glandula mamaria (Frost, 1975, Opdebeek et al.,
1988 e Wanasinghe, 1981b). A localizagao do epitélio em diferentes regides
da glandula maméria (canal do teto versus seio leiteiro) também influencia a
ades3o (Frost et al., 1977 apud Wanasinghe, 1981b).

Aparentemente a ades3o bacteriana desempenha um papel
importante no estabelecimento de infecgbes intramamarias (Frost, 1975,
Wanasinghe, 1981b, Amorena et al, 1990), embora haja alguma
controvérsia em relagao a esta hipétese (Anderson, 1978).

A maioria dos autores afirma que a colonizagéo e posterior infecgéo
da glandula mamaria sao facilitadas pela ades&o bacteriana as células
epiteliais (Wanasinghe, 1981a, Aly e Levit, 1987, Isberg, 1991, Ofek e
Beachey, 1980 apud Olmsted e Norcross, 1992, Amorena et al., 1990),
considerando este mecanismo essencial para o estabelecimento de
infecgdes intramamarias.

No entanto, a importancia da ades&o bacteriana ao epitélio da
glandula mamaria no estabelecimento de infecgéo € controversa. Anderson,
(1978), num estudo realizado em murganhos, inoculados com estirpes
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e
Streptococcus agalactiae causadoras de mamites em ruminantes, concluiu
nao ter ocorrido adesio da generalidade das espécies ao epitélio da
glandula mamaria, pelo menos suficientemente forte para resistir ao
arrastamento pelo leite. Afirma este autor que a ades&o bacteriana n&o deve
ser invocada como um factor essencial para o estabelecimento da mamite.

Varios autores demonstraram que a ades&o bacteriana ao epitélio da
glandula mamaria é um estadio importante na patogénese da mamite bovina
(Frost, 1975, Wanasinghe, 1981b, Gudding et al., 1984), sendo reconhecido
que adesdo selectiva a células epiteliais & factor que contribui para a
capacidade de os microorganismos infectarem a glandula mamaria
(Wanasinghe, 1981b). A ligagdo do microorganismo a superficie do tecido
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epitelial que reveste a glandula mamaria permite-he evitar a eliminagéo
pelos mecanismos de renovagdo celular do epitélio do hospedeiro (Ofek et
al., 1977 apud Wanasinghe, 1981b), assim como arrastamento, pelos fluidos
da glandula ou durante a ordenha (Olmsted e Norcross, 1992), possibilitando
a colonizag&o e o desencadear do processo infeccioso.

A integridade da mucosa do canal do teto esta estritamente
relacionada com a prevengéo de mamites, constituindo as células epiteliais
normais a primeira linha de defesa inespecifica contra a infecgéo (Spain,
1993). Esta integridade est4 relacionada com o revestimento de queratina,
que constitui uma barreira fisica e quimica na protecgao da glandula
mamaria (Bitman et al., 1991). A remog&o parcial da queratina pode resultar
num aumento temporario da susceptibilidade do canal do teto (McDonald,
1970 apud Craven e Williams, 1985), comprometendo a capacidade de
evitar a penetragéio de microorganismos no interior da glandula e tornando-a
mais susceptivel infecgéo (Capuco et al., 1992).

Uma das formas de prevenir o estabelecimento de infecgbes
intramamarias reside na suplementagdo da dieta dos animais com
oligoelementos que se sabe intervirem nas fungbes de defesa inespecificas.
Um desses elementos é o zinco, que desempenha um papel fundamental na
defesa dos tecidos epiteliais, encontrando-se a resisténcia do tecido epitelial
a infecgéo em situagéio de caréncia deste metal (Suttle e Jones, 1989). O
efeito deste oligoelemento faz-se sentir nomeadamente no processo de
queratinizagdo, essencial para a manutengéo da integridade do epitélio da
glandula mamaria. Esta descrito que o zinco fornecido de forma
biodisponivel é mais eficiente que o zinco mineral, acelerando aquele
processo (Spain, 1993).

No nosso trabalho avalidmos a possivel influéncia do zinco na defesa
da glandula maméria foi realizando ensaios de adesao bacteriana a epitélio
da glandula maméria. Foram testadas trés técnicas distintas: adeséo
bacteriana a células epiteliais em suspensdo e a células epiteliais
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previamente fixadas e adesdo a tecido epitelial da cisterna da glandula

mamaria.

5.2. Materiais e métodos

5.2.1. Preparagio da suspensdo bacteriana

Os ensaios de ades&o bacteriana foram conduzidos com uma estirpe
de Staphylococcus xylosus, isolada de um caso de mamite subclinica
identificado na exploragéo em que decorreram os ensaios.

A estipe bacteriana encontrava-se congelada a -20°C, numa
suspensao de 10% de glicerol'® em Brain-Heart Infusion Broth® (BHIB). A
partir desta suspenséo foi efectuada uma subcultura em caldo de triptose®
(CT) e incubada 24 horas a 37°C em aerobiose. Foi feita uma nova
subcultura para placas de agar sangue, que foram incubadas durante 18
horas, a 37°C. A partir desta subcultura preparou-se uma suspens&o
bacteriana em 10ml tampao fosfato salino, pH 7,4 (PBS).

Realizou-se a contagem de bactérias vidveis pelo método das placas
de Petri (Quinn et al., 1994), com base em diluicbes seriadas de base 10 da
suspenséo bacteriana. Volumes de 1ml de cada uma das diluigdes foram
inoculados, por incorporagdo e em duplicado, em placas de Plate Count
Agar?' (PCA) e incubadas 24 horas, a 37°C, em aerobiose. Determinou-se,
por contagem nas placas que continham entre 30 e 300 colénias, o numero
de unidades formadoras de colénias (UFC)/ml. Foi calculada a média das

° Merck
2 Oxoid
! piate Count Agar Standard (APHA), Oxoid
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duas placas, tendo sido utilizada no estabelecimento da concentragéo da
suspensao bacteriana.

A densidade optica das suspensbes bacterianas tituladas foi
determinada espectrofotometricamente, por leitura a um comprimento de
onda de 610nm, face a um branco de PBS, tendo sido construida uma curva
com os valores assim obtidos.

Correlacionou-se a DO assim determinada para cada suspensao com
a sua concentragéo em UFC/ml, dai resultando uma curva padréo (anexo D)
que permitiu, sempre que necessario, estabelecer a relagéo entre estes dois
parametros.

Com base nessa curva, preparou-se uma suspensao bacteriana com
uma concentragao de 10° UFC/ml.

5.2.2. Obtengio de epitélio da gldndula mamaria

De cada grupo em estudo foram sacrificadas duas ovelhas de raga
Merino Branco:
e grupo 11ZB: ovelhas 311 e 329;
e grupo 22ZM: ovelhas 309 e 2004,
e grupo 33CO: ovelhas1158 e 1198.

As glandulas mamarias foram retiradas logo apés o abate,
transportadas em recipientes refrigerados e processadas no espago de 4
horas. As glandulas foram dissecadas assepticamente, a partir do canal do
teto até a cisterna, e lavadas com Hanks Balanced Salt Solution? (HBSS)
para retirar aigumas secregbes mamarias ainda presentes.

2 gigma
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5.2.2.1. Células epiteliais

Retiraram-se células epiteliais da cisterna da glandula mamaria
utilizando uma escova de dentes suave, segundo a técnica descrita por
Vilela (1993). As células foram recolhidas para um tubo estéril contendo
50ml de PBS e determinou-se o niumero de células viaveis por contagem
numa camara de Neubauer, usando o teste de excluséo do azul tripano.
Acertou-se a concentrago celular de modo a obter 108 células/ml em PBS.

5.2.2.2. Tecido epitelial

De cada glandula maméria foram retiradas assepticamente duas
amostras de epitélio da cisterna com cerca de 5mm?>. As amostras foram
lavadas com PBS estéril numa placa de Petri.

5.2.3. Ensaios de adeséo

A avaliagio da possivel influéncia do zinco na adeséo bacteriana ao
epitélio da glandula mamaria foi efectuada por meio de trés técnicas: adesé&o
a células epiteliais dispersas, ades&o a células epiteliais previamente fixadas
e ades3o a tecido epitelial da cisterna da glandula.

5.2.3.1. Ensaios de adesgo a células epiteliais dispersas

O protocolo experimental do ensaio de adesdo a células epiteliais
dispersas baseou-se na adaptaréo dos métodos descritos por Wanasinghe,
(1981a) e Olmested e Norcross (1992).

Foram distribuidos 0,5ml de suspensdo celular contendo 10°
células/ml e 0,5ml de suspensdo bacteriana com 10° UFC/ml. Os tubos
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foram incubados a 4°C, durante 1 hora, agitando cada 10 minutos. Em
seguida lavaram-se as células trés vezes em PBS por centrifugagédo a
300xg, durante 10 minutos, para eliminar as bactérias nao aderentes,
desprezando-se sempre o sobrenadante.

Com o deposito resultante foram efectuadas preparagdes
microscopicas em duplicado, coradas pelo método de Gram.

As preparagdes microscopicas foram observadas ao microscépio
optico, com objectiva de imerséo e ampliagéo de 1 000x.

A ades#o foi quantificada por contagem aleatéria de 50 células de
cada preparagdo efectuada, isto é, um total de 100 células por ovelha.
Registou-se 0 numero de células com bactérias aderentes bem como o
numero de bactérias aderentes a cada célula.

Como controlos negativos, utilizaram-se suspensdes celulares
sujeitas a protocolo experimental idéntico, mas substituindo-se as
suspensdes bacterianas por PBS estéril.

5.2.4. Ensaios de adesao a células epiteliais previamente fixadas

A elaboragéo protocolo a seguir na realizagéo deste ensaio teve como
base uma adaptagéo do método descrito por Amorena ef al. (1990).

As células epiteliais foram obtidas e preparadas da forma descrita em
5.2.2.1. A concentragdo celular utilizada também foi idéntica, isto é, 108
células/ml.

Volumes de 0,1ml de suspensdo celular foram depositados em
laminas de microscépio por centrifugagéo (Cytospin”) a 1 000rpm, durante 5
minutos. As laminas, realizadas em duplicado, foram secas ao ar, sendo
depois submetidas a uma fixagdo ligeira com paraformaldeido24 a 1%,
durante 15 minutos a 4°C. Foram guardadas & mesma temperatura até a sua
utilizagéo, 24 horas depois.

2 Cytospin 2, Shandon
24 Merck
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As laminas foram incubadas com 20ml de suspenséo bacteriana (10°
UFC/ml) em PBS durante 1 hora a 4°C. Seguiram-se 10 lavagens com
PBS/Tween 20% (0,05% viv), para eliminar as bactérias n&o aderentes, e
uma fixagdo com metanol durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Coraram-se pelo método de Gram e foram observadas ao
microscopio 6ptico, com uma ampliagéo de 1 000x e objectiva de imers&o.

O grau de adesdo foi quantificado pela contagem aleatéria de 100
células em cada lamina, num total de 200 células por ovelha. Registou-se o
nimero de células com bactérias aderentes e o numero de bactérias
aderente a cada célula.

5.2.5. Ensaios de adesdo a tecido epitelial da cisterna mamaria

A elaboragdo do protocolo experimental deste ensaio baseou-se na
adaptagédo do método descrito por Ferreira-Dias et al. (1994).

Foram utilizadas as duas amostras de tecido epitelial da cisterna da
glandula mamaria. Uma das amostras foi incubada com 0,5ml de suspensao
bacteriana com 10° UFC/ml durante 1 hora a 4°C, agitada a intervalos de 10
minutos. A outra amostra, o controlo negativo, foi incubada com 0,5ml de
PBS e sujeita &s mesmas condigbes que a anterior.

Apos a incubagdo, as amostras de epitélio foram lavadas 3 vezes por
imersdo em PBS durante 10 minutos e fixadas em glutaraldeido26 a 3% em
PBS durante 3 horas. Seguiu-se a desidratagéo seriada em banhos etanol®
a 25%, 50%, 75%, 80%, 95% durante 10 minutos. As amostras foram ainda
desidratadas em etanol absoluto e xilol® duas vezes, durante 1 hora.

Para preparar os blocos de inclusdo em parafina, as amostras de
epitélio foram imersas num banho de paraﬁna27 com ponto de fusdo de
52°C, durante 4h e moldado o bloco, que secou ao ar.

 Sigma
2 Merck
V. Reis Limitada
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Foram realizados 4 cortes com 4 um de espessura, com o auxilio de
um micrétomo de corredica®. Os cortes foram colocados nas laminas e
secos durante 24 horas, a 37°C.

As preparagbes foram desparafinadas com xilol e os cortes
rehidratados com etanol absoluto, a 90% e a 70% e lavadas com agua
destilada. As 1aminas foram coradas pelo método de Gram e desidratadas
novamente com etanol absoluto e xilol. A montagem foi efectuada com
entellan®.

As laminas foram observadas ao microscépio 6ptico, com uma
ampliagdo de 1 000x. Contaram-se aleatoriamente 500 células em cada
l&mina e o numero de bactérias aderentes ao polo apical de cada uma, num
total de 1000 células por ovelha.

5.3. Resultados

5.3.1. Ensaios de adesdo a células epiteliais dispersas

No ensaio de adesdo a células em suspensdo procedeu-se a
contagem aleatéria de 100 células (50 em cada lamina pertencente a cada
animal) e ao numero de bactéria aderentes a cada uma delas.

Nas laminas preparadas com a suspenséo celular incubada com
bactérias observaram-se células com bactérias aderentes a todas as
superficies expostas e nao apenas a um dos polos. Verificou-se a existéncia
de um grande nimero de agregados formados por detritos celulares, aos
quais também se encontravam associadas bactérias (figura 1).

2| gica SM200R
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Figura 1 - Célula epitelial com bactérias aderentes.

Os resultados de adesao bacteriana obtidos para cada animal estéo

expostos na tabela 18.

Células Bactérias aderentes

Animal com bactérias aderentes total por célula epitelial

total média desvio || em 100 média desvio

Grupo N° padrdo | células padrao
11ZB 311 70 0,72 0,45 207 2,07 2,19|
329 72 0,70 0,46| 209 2,09 2,28
22ZM 309 81 0,81 0,39 276 2,76 2,70|
2004 81 0,81 0,39 324 3,24 3,32
33CO 1158 88 0,88 0,33 336 3,36 2,67
1958 88 0,88 0,33 340 3,40 2,49

Tabela 18 - Resultados do ensaio de adesdo a células em suspensdo. Numero de células

animal de cada grupo.

com bactérias aderentes e numero de bactérias aderentes por célula, para cada

Na ovelha n°311, pertencente ao grupo 11ZB observou-se um total de

70 células com bactérias aderentes; no animal n°329, pertencente ao

mesmo grupo, contaram-se 72 células com bactérias aderentes e um total

de 209 bactérias aderentes.

No grupo 22ZM, em ambas as laminas se contaram 81 células com

bactérias aderentes. Na ovelha n°309 verificou-se a presenga de 276

bactérias aderentes enquanto que para a n°2004 esse numero foi de 324.
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No grupo 33CO, foi encontrado o0 mesmo numero de células com
bactérias aderentes nos dois animais. O nimero de bactérias aderentes foi

de 336 para a n°1158 e 340 para a n°1958.
Em nenhuma das laminas dos controlos negativos foram encontradas

células com bactérias aderentes.

No grafico 5 encontram-se resumidos os resultados acima descritos.

RESULTADOS INDIVIDUAIS DO ENSAIO DE ADESAO A CELULAS EM
SUSPENSAO
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Grafico 5 - Adesdo de S. xylosus a células em suspensdo. Numero médio de bactérias

aderentes por célula e por ovelha.

Agrupando os dados individuais, obtém-se os resultados de cada

grupo (tabela 19).

Células Bactérias aderentes
Grupo | com bactérias aderentes total por célula epitelial
total média desvio meédia desvio
padrao padréao
11ZB 142 0,71 0,45 416 0,11 0,42
22ZM 162 0,81 0,39 485 0,25 0,62
33CO 176 0,88 0,33 600 0,45 1,00

Tabela 19 - Resultados do ensaio de ades&o a células em suspensdo para cada grupo.
Numero médio de células com bactérias aderentes e de bactérias aderentes a

células epiteliais em cada grupo.

77



Possivel influéncia do zinco na ades&o bacteriana a epitélio mamario

Por grupo, os resultados foram de 142 células com bactérias
aderentes para o grupo 11ZB, 162 para o grupo 22ZM e 176 para o grupo
33CO0.

O numero total de bactérias aderentes a células epiteliais foi 416 no
grupo 11ZB, 485 no grupo 22ZM e 600 no grupo 33CO.

Verifica-se que o grupo 11ZB foi aquele em que se registou um menor
nimero de células com bactérias aderentes, bem como de bactérias
aderentes. Seguiu-se-lhe o grupo 22ZM, tendo sido no grupo 33CO que se
registaram os maiores valores de contagens, tanto de células como de
bactérias aderentes a células epiteliais.

O gréfico 6 traduz os resultados acima referidos.

Nas laminas de controlo negativo realizadas para cada animal nao

foram encontradas quaisquer células com bactérias aderentes.

RESULTADOS DO ENSAIO DE ADESAO A CELULAS EM SUSPENSAO, POR
GRUPO
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Grafico 6 - Valores médios de adesdo de S. xylosus a células em suspens&o observados

em cada grupo.
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5.3.2. Ensaios de adesao a células epiteliais previamente fixadas

Nas laminas do ensaio de adesdo a células previamente fixadas
foram contadas 100 células por l&mina, em 2 laminas, e o nimero de
bactérias aderentes por célula.

Nas laminas incubadas com a suspensdo bacteriana foi possivel
observar células com bactérias aderentes a todas as superficies. Verificou-
-se ainda a ocorréncia de adesdo bacteriana a agregados de células e a

detritos celulares (figura 2).

Figura 2 - Células epiteliais previamente fixadas com bactérias aderentes.

Os resultados individuais estdo expostos na tabela 20.

Células Bactérias aderentes

Animal com bactérias aderentes total por célula epitelial

total meédia desvio em 200 média desvio

Grupo N°e padrdo | células padréo
11ZB | 311 12 0,06 0,24 20 0,10 0,12
329 18 0,09 0,29 23 0,45 0,39
22ZM | 309 44 0,22 0,42 68 0,34 0,75
2004 26 0,13 0,34 32 0,16 0,45
33CO | 1158 53 0,27 0,44 113 0,57 1,15
1958 36 0,21 0,40 65 0,33 0,82

Tabela 20 - Resultados do ensaio de ades&o a células previamente fixadas. Numero de
células com bactérias aderentes e nimero de bactérias aderentes por célula,

para cada animal de cada grupo.
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No grupo 11ZB, verificou-se a existéncia de 12 bactérias nas células
da ovelha 311 e 18 na 329. No grupo 22ZM o numero de células com
bactérias aderentes foi de 44 para a 309 e 26 para a 2004. No grupo 33CO
foram observadas 53 células com bactérias na 1158 e 36 na 1958.

O total de bactérias aderentes em 200 células foi, para o grupo 11ZB,
20 na 311 e 23 na 329. No grupo 22ZM, observaram-se 68 na 309 e 32 na
2004. No grupo 33CO, os resultados foram de 113 bactérias aderentes na
1158 e 63 na 1958.

Em termos gréaficos, os resultados descritos tomam a seguinte forma:

RESULTADO DO ENSAIO DE ADESAO A CELULAS PREVIAMENTE
FIXADAS, EM TERMOS INDIVIDUAIS
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Grafico 7 - Adesdo de S. xylosus a células previamente fixadas. Numero médio de

bactérias aderentes por célula e por ovelha.

A tabela 21 mostra os resultados de cada grupo.

Células Bactérias aderentes
Grupo | com bactérias aderentes total por célula epitelial
total média desvio meédia desvio
padrao padrao
11ZB 30 0,08 0,24 43 0,11 0,42
22ZM 70 0,18 0,38 100 0,25 0,62
33CO 89 0,22 0,42 178 0,45 1,00

Tabela 21 - Resultados do ensaio de adesdo a células previamente fixadas para cada
grupo. Numero médio de células com bactérias aderentes e de bactérias

aderentes a células epiteliais em cada grupo.
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Verificou-se a ocorréncia de 30 células com bactérias aderentes no
grupo 11ZB, 70 no grupo 22ZM e 89 no grupo 33CO.

O numero de bactérias aderentes foi de 43 no grupo 11ZB, 100 no
grupo 22ZM e 178 no grupo 33CO.

O grupo 11ZB foi aquele que apresentou menores valores de células
com bactérias aderentes e de bactérias aderentes as células. O grupo 22ZM
apresentou valores intermédios, tendo o grupo controlo (33CO) sido aquele
em que se encontraram mais células com bactérias aderentes e bactérias
aderentes as células.

O grafico 8 mostra os resultados obtidos neste ensaios, para cada

grupo.

RESULTADO DO ENSAIO DE ADESAO A CELULAS PREVIAMENTE
FIXADAS, EM TERM OS DE GRUPOS
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Grafico 8 - Valores médios de adesdo de S. xylosus a células previamente fixadas

observados em cada grupo.

5.3.3. Ensaios de adesdo a tecido epitelial da cisterna mamaria

Nestes ensaios de adeséo apenas foram consideradas nas contagens

as células epiteliais ligadas @ membrana basal (figuras 3 e 4).
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Nos cortes histolégicos realizados para observar a adesao a tecido
epitelial da glandula mamaria observam-se algumas células com uma ou
varias bactérias aderentes. Verificou-se, no entanto, que a maioria das

células epiteliais ndo apresentava bactérias associadas.

Figura 3 - Tecido epitelial da cisterna da glandula mamaria com uma (3.a.) ou mais (3.b.)

bactérias aderentes ao polo apical de células epiteliais.

Foram contadas 500 células em cada lamina, num total de duas

laminas por animal. Os resultados obtidos sao mostrados na tabela 22.
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Células Bactérias aderentes

Animal com bactérias aderentes total por célula epitelial

total média desvio | em 1000 | média desvio

Grupo| N° padrdo || células padrdo
11ZB 311 4 0,00 0, 7 0,01 0,12
329 4 0,00 0,04 7 0,00 0,10}
22ZM | 309 9 0,01 0,09 22 0,02 0,28
2004 11 0,01 0,10 15 0,02 0,15
33CO | 1158 15 0,02 0,12 35 0,04 0,33
1958 20 0,02 0,14|| 42 0,04 0,31

Tabela 22 - Resultados do ensaio de adesdo a tecido epitelial. Nimero de células com
bactérias aderentes e numero de bactérias aderentes por célula, para cada
animal de cada grupo.

No grupo 11ZB, foram observadas 4 células com bactérias aderentes
em cada animal em estudo. No grupo 22ZM, registaram-se 9 células com
bactérias aderentes na ovelha 309 e 11 na 2004. No grupo 33CO, na ovelha
1158 foram observadas 15 células com bactérias aderentes e na 1958 20
células.

No que se refere ao nimero de bactérias aderentes por célula,
observou-se um total de 7 bactérias aderentes em cada um dos animas
pertencentes ao grupo 11ZB. No grupo 227ZM encontraram-se 22 bactérias
aderentes as células da ovelha 309 e 15 na 2004. Finalmente, no grupo
controlo, as células da ovelha 1158 tinham 35 bactérias aderentes e nas da
ovelha 1958 encontraram-se 42 bactérias.

O grafico 9 resume os resultados acima descritos em termos

individuais.
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CELULAS COM BACTERIAS ADERENTES E BACTERIAS ADERENTES POR
ANIMAL
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Grafico 9 - Adesdo de S. xylosus a tecido epitelial. Numero de células com bactérias
aderentes e numero de bactérias aderentes por animal.

A tabela 23 mostra os resultados obtidos para os varios grupos.

Células Bactérias aderentes
Grupo | com bactérias aderentes total por célula epitelial
total média desvio média desvio
padréo padrao
11ZB 8 0,00 0,05 14 0,01 0,11
22ZM 20 001  0,10| 37 0,02 0,23
33CO 35 0,02 0,13| 77 0,04 0,32

Tabela 23 - Resultados do ensaio de adesdo a tecido epitelial para cada grupo. Numero
meédio de células com bactérias aderentes e de bactérias aderentes a células
epiteliais em cada grupo.

O grupo 11ZB foi aquele em que se observou um menor namero de
células com bactérias aderentes, bem como um menor nimero de bactérias
aderentes as células. Valores intermédios foram registados no grupo 22ZM,
com 20 células com bactérias aderentes e um total de 37 bactérias
aderentes a células epiteliais. No grupo controlo (33CO) foram contadas 35
células com bactérias a elas aderentes, tendo o total de bactérias sido de 77.

Seguem-se os resultados obtidos para os trés grupos, sob a forma de
grafico.
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RESULTADOS DO ENSAIO DE ADESAO A TECIDO EPITELIAL, EM
TERMOS DE GRUPOS
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Grafico 10 - Valores médios de ades&o de S. xylosus a tecido epitelial observados em cada
grupo. Numero de células com bactérias aderentes e nimero de bactérias

aderentes por grupo.

5.4. Validacao estatistica dos resultados

A andlise estatistica dos resultados obtidos nos ensaios de adeséo
baseou-se na determinacéo da fracgéo atribuivel (FA) de redugéo de adesao
bacteriana a células epiteliais devida aos diferentes tratamentos a que os 3
grupos em estudo foram sujeitos e no odds ratio (OR) de ades&o bacteriana.
Utilizou-se um intervalo de confianga de 95%.

Os calculos foram realizados com o auxilio do programa Epi Info.

5.4.1. Ensaios de adesio a células epiteliais dispersas

Quando comparamos o grupo 11ZB com o grupo33CO, verifica-se
que a fracgdo atribuivel de ndo adeséo devido a suplementagédo em zinco
biodisponivel é de 66,6%, sendo o odds ratio adesdo de 0,331
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(0,19<OR<0,58), com um nivel de significancia muito elevado (p=0,000026,
+?=17,69).

Comparando os resultados de adeséo bacteriana a células epiteliais
no grupo que recebeu um suplemento alimentar de zinco mineral com o
grupo controlo, observa-se que as diferengas encontradas n&o sé&o
significativas (p=0,05333852, x%=3,73). A fracgio de protecgdo contra a
adesédo atribuivel ao zinco mineral é de 41,9%, sendo o odds ratio de 0,581
(0,32<0OR<1,05).

Quando se comparam os dois tipos de suplementagdo - zinco
biodisponivel e zinco mineral, verifica-se que diferem significativamente
entre si (p=0,0193595, x2=5,47). O facto de se suplementar a dieta com
zinco biodisponivel em vez de se utilizar zinco mineral reduz a ades&o
bacteriana a células epiteliais em 42,6%, sendo o odds ratio de adesé&o para
os animais do grupo 22ZM de 0,5741 (0,35<OR<0,94).

5.4.2. Ensaios de adesio a células epiteliais previamente fixadas

A reducdo da adesdo bacteriana a células epiteliais previamente
fixadas pertencentes a ovelhas do grupo 11ZB , quando comparada com o
grupo 33CO, atribuivel ao suplemento de zinco biodisponivel adicionado a
ragéo é de 71,7%. Esta FA é muito significativa (p=0,0000, x?=34,32), sendo
odds ratio de adeséo de 0,281 (0,18<OR<0,41).

Quando se comparam os grupos 22ZM e 33Co, observa-se que a
fraccdo de nao adesdo atribuivel ao zinco mineral é de 25,9%, valor néo
significativo (p=0,0925137, x*=2,83). O odds ratio de adeséo é de 0,741
(0,51<0R<1,07).

A suplementagéo da dieta com zinco biodisponivel em vez de zinco
mineral traduz-se numa redugéo de adesdo bacteriana a células epiteliais
previamente fixadas de 61,8%, estatisticamente significativa (p=0,0000192,
x2=18,26). O odds ratio de adesao no grupo 11ZB, quando comparado com
0 22ZM éde 0,281 (0,18<OR<0,45).
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5.4.3. Ensaios de adesio a tecido epitelial da cisterna mamaria

Analisando o efeito do zinco biodisponivel, quando comparado com a
auséncia de suplementag&o alimentar em zinco, acontece uma redugéo de
77.5% na adesdo bacteriana a tecido epitelial da cisterna da glandula
mamaria. A fracgdo atribuivel ao zinco biodisponivel na diminuicio da
ades@o é muito significativa (p=0,0000348, x?=17,13). O odds ratio de
ades#o é de 0,23 (0,10<OR<0,51).

Comparando o efeito da suplementagéo da dieta com zinco mineral
com a auséncia de suplementacgdo, as diferengas s&o pouco significativas
(p=0,0417107, x2=4,15). A fracgéo de protecgéo atribuivel ao tratamento &
de 43, 3%, sendo o OR de 0,57 (0,31<OR<1,02).

A administragéo de zinco biodisponivel na rag&o comparada com o
fornecimento de zinco mineral tem um efeito protector estatisticamente
significativo (p=0,0228771, x?=5,18). A redugéo da ades&o é de 60,2% no
grupo 11ZB em relag&o ao 22ZM, sendo o OR de 0,40 (0,16<OR<0,95)

5.5. Discusséao

Encontram-se descritos na literatura disponivel varios métodos para
estudar a adesdo bacteriana a células epiteliais, tanto in vivo como in vitro.
Na generalidade dos ensaios foram utilizadas estirpes de Staphylococcus
aureus, tendo estes sido realizados sobretudo com bovinos leiteiros
(Wanasinghe, 1981a, Opdebeeck ef al., 1988, Olmsted e Norcross, 1992,
Cifrian et al., 1994, Cifrian et al., 1996).

No presente trabalho optdmos pela utilizagdo de Staphylococcus
xylosus nos ensaios de ades&o bacteriana uma vez que foi esta a estirpe
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bacteriana mais frequentemente isolada na exploragao em estudo - 22 casos
de infecgéo no rastreio preliminar realizado ao efectivo (cf. Cap 2, 2.3.3.1.).

O Staphylococcus xylosus € uma bactéria Gram positiva, de forma
esférica, com 0,8 a 1,2um de didmetro. Pode apresentar varias organizagdes
espaciais: ou aos pares ou como células isoladas, por vezes formando
tétradas. Estas bactérias encontram-se frequentemente na pele de vérios
mamiferos, tendo também sido isoladas no solo e na agua.

Esta espécie bacteriana & anaerébia facultativa, crescendo, no
entanto, melhor em aerobiose e realizando principalmente metabolismo
respiratério (Sneath et al., 1986).

Embora esteja descrita a utilizagdo de bactérias marcadas
radioactivamente, ndo nos pareceu necessario recorrer a tal metodologia
que tem implicagdes a nivel ambiental, nomeadamente em termos de
residuos poluentes. Por isso, optamos por utilizar uma coloragdo que
permitisse observar e distinguir as células epiteliais e as bactérias a elas
aderentes. Como a espécie bacteriana utilizada € Gram positiva e as células
epiteliais coram com fucsina basica, utilizamos a coloragéo de Gram. Tal
procedimento permite evitar os inconvenientes da marcagéo radioactiva
atras referidos e possibilita a obtengéo de resultados satisfatérios, uma vez
que permite a observagéo e a facil distingéo das bactérias aderentes as
células.

Ensaios de adesdo in vivo incluem a observagéo de situagbes de
doenga natural ou induzida experimentalmente (Anderson, 1978, Gudding et
al., 1984). Ensaios in vitro foram realizados utilizando de culturas primarias
de epitélio mamario de bovino (Cifrian et al., 1996), ovino (lturraide et al.,
1993) ou de coetho (Kraehenbul, 1977), linhas celulares (Opdebeeck et al.,
1988, Cifrian et al., 1994) ou celulas em suspensdo, isoladas, quer
directamente da glandula mamaria (Amorena et al., 1990), quer a partir do
leite, quer por via enzimatica (Kraehenbuhl, 1977).

Se a realizagdo de ensaios in vivo permite observar a adeséo tal
como ela realmente ocorre no estabelecimento de infecgéo, apresenta
88



Possivel influncia do zinco na adesfo bacteriana a epitélio mamario

inconvenientes, sobretudo de natureza econémica, uma vez que a
produtividade dos animais é afectada e, na generalidade dos casos, 0s
animais assim infectados sdo sacrificados, de modo possibilitar a
observagao da adesao as células epiteliais.

A utilizagdo de modelos experimentais, em que sdo induzidas
mamites com agentes patogénicos isolados noutra espécie animal, pode
conduzir a resultados n&o correspondentes ao que ocorre na espécie em
estudo. Essa divergéncia pode resultar de diferengas ao nivel dos
mecanismos de infecgio entre a espécie em que foi isolado o agente
etiolégico e aquela em que se realiza o ensaio. Por essa razéo, realizamos
0S nossos ensaios in vitro, embora sabendo que nem sempre € possivel
reproduzir o que ocorre in vivo. No entanto, aquele tipo de ensaio de adesé&o
¢ de mais facil execugdo, para além de implicar geralmente menores
encargos e permitir realizar um maior nimero de réplicas.

Um dos modos possiveis de estudar a ades&o in vitro consiste no
recurso a células epiteliais, que podem ser obtidas de varias formas,
nomeadamente a partir do leite, por centrifugagdo em gradiente de
densidade. Este procedimento tem o inconveniente da existéncia de
contaminagées por outros tipos de células, sobretudo macréfagos, o que
podera alterar os resultados.

A utilizagao de linhas celulares também apresenta inconvenientes,
nomeadamente no que se refere a ocorréncia de alteragbes na composigéo
da membrana, o que podera conduzir a resultados nao concordantes com a
realidade. A utilizagéo de linhas celulares obtidas por cultura de células
pertencentes a outra espécie animal também é susceptivel de provocar
variagdo a nivel dos resultados obtidos, decorrentes, tal como na realizagéo
dos ensaios in vivo acima mencionados, do facto de os receptores
membranares diferirem de espécie para espécie.

Em ensaios de adesio realizados com Staphylococcus aureus e
Escherichia coli a células epiteliais da glandula mamaria de bovinos
Opdebeeck et al. (1988) observaram que a adesdo a células em suspensao
era significativamente superior ao que ocorria em células mantidas em
cultura.
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O recurso a raspagem da glandula mamaria, quer em animais vivos
(Amorena et al., 1990), quer recorrendo ao seu sacrificio, recolhendo as
glandulas mamarias para obter as células (Wanasinghe, 1981a, Olmsted e
Norcross, 1992, Iturralde et al., 1993) é outra das metodologias possiveis
para a obtengéo de células epiteliais.

A avaliagio da adesao bacteriana a células epiteliais foi efectuada
recorrendo a trés técnicas diferentes: adesdo a células epiteliais em
suspensdo, adesdo a células epiteliais previamente fixadas e adeséo a
tecido epitelial da cisterna da glandula mamaria.

As células epiteliais necessarias a realizagdo das duas primeiras
técnicas foram obtidas por raspagem suave da cistema da glandula
mamdria, com as quais preparamos uma suspensdo titulada que foi
incubada com uma suspensdo bacteriana. No terceiro tipo de estudo
procedemos ao corte de uma amostra de tecido epitelial, também incubada
com a suspenséo bacteriana.

Nas trés métodos utilizados procedemos a eliminacéo das bactérias
ndo aderentes, uma vez que, de acordo com Olmsted e Norcross (1992), a
eliminagdo das bactérias ndo aderentes constitui um passo critico nos
ensaios de adesdo a células epiteliais. A dispersdo de agregados
bacterianos e a eliminagéo cuidadosa de bactérias sdo factores criticos para
resultados consistentes. Gudding et al. (1984), num estudo sobre a
patogenia da mamite devida a Staphylococcus aureus, verificaram que apos
varias lavagens dos tecidos, ainda se encontravam presentes bactérias,
sugerindo que ocorreu uma adeséo especifica. Tal procedimento foi por nés
seguido, sugerindo que 0 mesmo ocorreu Nos NOSSOS ensaios.

Quando comparamos os ensaios de adesao a células em suspenséo

e a células previamente fixadas, observamos diferengas, tanto no numero de

células com bactérias aderentes como no numero de bactérias aderentes as

células. Julgamos que as diferengas dos resultados nestes dois tipos de

ensaio se podem dever ao facto de, no caso das células previamente

fixadas, haver uma menor superficie disponivel para a adesdo bacteriana.
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No caso das células em suspensio, tal ndo se verificou, tendo sido
observadas células isoladas com bactérias aderentes. Tal facto pode
explicar as diferengas no nimero de bactérias aderentes encontrado em
cada um destes ensaios.

As diferengas encontradas poderdo ainda dever-se a alteragbes a
nivel da membrana celular, resultantes do processo de fixagdo, com
repercussdes a nivel da ades&o bacteriana. Num trabalho sobre a influéncia
da fase do ciclo éstrico na ades&o de Streptococcus zooepidermicus a
endométrio de equino, Ferreira-Dias et al. (1994) verificaram a presenga de
um grande nimero de células epiteliais com bactérias aderentes a elas
quando n&o estavam ligadas a membrana basal. Este aumento na adeséo
pode ser atribuido a maior superficie celular exposta ou a alteragbes de
receptores.

O terceiro método, em que se prepararam cortes histolégicos de
tecido epitelial da cisterna da glandula mamaria, é, quanto a nos, o que
melhor reproduz o que ocorre in vivo. Neste caso, apenas se encontra
exposto o polo apical das células epiteliais, tal como acontece na gléndula
mamaria do animal vivo, s6 se verificando adesdo bacteriana a essa
superficie celular. Por esse motivo, 0 numero de células com bactérias
aderentes e o numero de bactérias que adere a cada célula, é
substancialmente menor, quando comparado com os outros dois métodos

em estudo.

O nuimero de células com bactérias aderentes contadas nas
preparagbes microscopicas realizadas diferiu nos trés métodos. Quando
testamos a adesdo a células epiteliais em suspensdo, verificamos que as
células se encontravam dispersas pela lamina. Na ades&o a células
previamente fixadas a densidade celular por campo 6ptico era muito mais
elevada, ocorrendo, como acima referimos, a formagéo de agregados, o que
dificultou a contagem. Assim, contdmos um maior nimero de células - 200
animal -, de modo a diminuir a margem de erro. No ensaio de adesédo a
tecido epitelial, como apenas se verificou adesdo ao polo apical e como o
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numero de células por campo 6ptico ainda era maior, contamos 1000 células

por animal, também para reduzir o erro de amostragem.

O método em que foi avaliada a adeséo a tecido epitelial da cisterna
da glandula mamaria é aquele que mais se parece aproximar do que
acontece in vivo. Parece-nos, assim, preferivel recorrer a este tipo de
procedimento para realizar os ensaios de adesao. Embora as duas primeiras
técnicas, especialmente aquela em que se utilizaram células previamente
fixadas, mostrem a mesma tendéncia que aquele, apresentam, contudo,
uma maior margem de erro.

Nos dois primeiros métodos, em que se testou a ades&o a células
epiteliais em suspensao e previamente fixadas, é possivel que ocorra tanto
adesdo especifica, mediada por receptores celulares, como ades&o n&o
especifica, as superficies basolaterais da célula epitelial. Assim, verifica-se
que tanto o nimero de células com bactérias aderentes como de bactérias
que aderem a cada célula é mais elevado nestes ensaios que no ensaio de
adeséo a tecido epitelial.

No terceiro método, em que se prepararam cortes histolégicos de
tecido epitelial da cisterna da glandula maméria, & mais provavel que tenha
ocorrido adeséo especifica a receptores celulares, uma vez que s0 se
observou ades&o ao polo apical da células epiteliais, onde se localizam os
receptores celulares de ades&o. Por isso, 0 nimero de células com bactérias
aderentes e o numero de bactérias que adere a cada célula, foi
substancialmente menor, quando comparado com os outros dois métodos
em estudo.

Com os trés métodos utilizados no estudo da ades&do bacteriana
verificamos a presenga de mais de uma bactéria aderente a cada célula
epitelial. Esta observagdo pode resultar de caracteristicas inerentes a
espécie bacteriana utilizada nos ensaios de adesdo e ndo de uma
multiplicagdo bacteriana. De facto, as bactérias desta espécie encontram-se
frequentemente associadas em pares e por vezes tétradas (Sneath et al.,
1986), aiém de que as condigdes de incubagdo em que se realizaram os
ensaios (4°C) néao sao favoraveis ao crescimento bacteriano.
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As variagdes individuais observadas entre animais amostrados dentro
de cada grupo poderao ser atribuidas a diferentes estados fisiolégicos no
momento da recolha das células (Guidry et al., 1976), uma vez que algumas
das ovelhas se encontravam em gestacio. As diferengas individuais
observadas poderdo ainda ser inerentes ao proprio animal. Em bovinos
leiteiros, foram observadas diferengas na susceptibilidade da infecgao
intramamaria entre vacas e entre quartos de cada glandula mamaria
(Schalm et al., 1971 apud Paape et al., 1978) (cf. Cap 4,4.5.)

Os resultados obtidos no presente ensaio sugerem a existéncia de
uma relagdo entre a administragdo de zinco e a reducdo da adesé&o
bacteriana a células epiteliais da cisterna da glandula mamaria. Com os trés
tipos de métodos efectuados constatamos que nos grupos em cuja
alimentagéo foi incorporado zinco se verificou uma menor taxa de adesé&o
que no grupo controlo. Entre os dois grupos que receberam zinco na ragéo,
a adesao foi menor no 11ZB que no 22ZM, ou seja, 0 zinco biodisponivel foi
mais eficiente na redugdo da ades&o bacteriana que o zinco mineral: no
grupo que recebeu zinco biodisponivel na ragao verificam-se redugbes na
adesao bacteriana atribuiveis & alimentag&o variando entre os 66,6 e 77,5%,
dependendo da forma como foi realizado o ensaio. Quando comparamos 0
grupo que recebeu zinco mineral com o controlo, observa-se que a fracgéo
da redugdo da ades#o bacteriana a células epiteliais desce para valores de
25.9 a 43,3%, pouco significativos em termos estatisticos.

A comparagdo das duas formas de suplementagéo em zinco sugere
que a combinagédo utilizada na grupo 11ZB é mais eficiente na redugéo da
ades3o bacteriana ao epitélio da glandula mamaria, observando-se fracgbes
de redugéo atribuiveis ao zinco biodisponivel entre os 426 e os 60,2% nos
diferentes ensaios, diferengas estas estatisticamente significativas.

Numa fase posterior, pensamos ser preferivel realizar bidpsias de
tecido epitelial da cisterna da glandula mamaria, tal como descrito por
Ferreira-Dias et al. (1994) para tecido uterino. Este modo de obtencéo de
tecido epitelial é preferivel em termos econémicos pois, para além de nao
implicar o sacrificio dos animais, torna também viavel a recolha de uma
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maior nimero de amostras para estudo, possibilitando uma reducéo da
margem de erro. Pode, no entanto, ter o inconveniente de provocar lesbes
na glandula mamaria ou mesmo desencadear um processo mamitico de

origem mecanica.



6. DISCUSSAO GERAL



Discusséo geral

Na Herdade da Abdbada, exploragdo onde foram conduzidos
os ensaios realizados, o efectivo ovino & composto por varias ragas,
autéctones e exoticas, cujo leite é utilizado na produgdo de um recurso de
origem biolégica - queijo de Serpa (denominagéo de origem). Este produto
artesanal, exclusivamente produzido na zona de Serpa, é importante para a
economia da regido na qual a exploragdo em estudo se insere.

O presente trabalho envolveu a formagédo de trés grupos de ovelhas
que receberam dietas diferentes: suplementagdo com 50% de zinco
biodisponivel e 50% de zinco mineral; suplementagdo com zinco mineral e
auséncia de suplementacg&o. Antes da formagéo destes grupos foi efectuado
um rastreio preliminar a todo o efectivo leiteiro, de modo a avaliar o seu
estado higiossanitario antes do inicio do ensaio, tendo sido realizados
rastreios mensais ao logo do ensaio com o objectivo de determinar a
incidéncia de infecgbes em cada um dos grupos em estudo.

A presenga de infecgéo ao nivel da glandula mamaria, principaimente
sob a forma subclinica, traduz-se na reducdo da quantidade de leite
produzido pelos animais infectados, bem como nas suas qualidades. Esta
forma de infecgdo, em que aparentemente os animais nao estédo doentes,
pode contribuir para a sua disseminagdo no rebanho, com consequéncias
produtivas e econdémicas nefastas para a exploragdo. Torna-se, pois,
importante actuar a nivel da prevengéo do aparecimento de novas infecgbes,
de modo a manter um bom nivel higiossanitario do efectivo.

A defesa do organismo face a infecgdo assenta em trés tipos de
mecanismos. A primeira linha de defesa contra agentes patogénicos séo as
barreiras naturais do organismo, como a motilidade intestinal, o pH, os cilios
respiratorios, o revestimento cutdneo. A nivel da glandula mamaria, a
estrutura do canal do teto (Nickerson, 1985), a presenga do revestimento do
epitélio com queratina (Craven e Williams, 1985, Bitman et al., 1991) e a
préopria ordenha (Craven e Williams, 1985) constituem os mecanismos
iniciais de defesa contra a infecg¢éo.

Se os microorganismos forem capazes de ultrapassar as barreiras
naturais de defesa, o organismo desencadeia mecanismos inespecificos de
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defesa, como a fagocitose, a activagdo da cascata do complemento ou, no
caso de virus, o interferon y.

Quando os mecanismos especificos s&o ultrapassados, ¢
desencadeada a resposta imune especifica por anticorpos ou células T.

Uma das formas de agir a nivel preventivo, evitando o
estabelecimento de infecgédo e todos os prejuizos que dai advém, quer para
o animal, quer em termos econémicos, reside no recurso a suplementagéo
da dieta com nutrientes capazes de contribuir para a defesa da gléndula
mamaria. Em trabalhos realizados com bovinos leiteiros (Spain, 1993)
verificou-se que o zinco contribuia para a integridade celular e manutengéo
das defesas da glandula mamaria, diminuindo a incidéncia de novas
infeccdes. Por esse motivo, realizamos ensaios que nos permitissem
observar se o0 mesmo se verificava em ovinos e a que nivel da defesa da
glandula mamaria o efeito do zinco se fazia sentir: se a nivel da adeséo
bacteriana a células epiteliais, se a nivel das fungdes de neutréfilos.

Analisamos também a incidéncia de novas infecgdes e a possivel
influéncia do zinco sobre pardmetros bioquimicos sanguineos susceptiveis
de poderem ser afectados pela presenga deste oligoelemento.

A forma como o zinco € incorporado na dieta € importante para a
eficacia da sua acgdo. Quando este oligoelemento se encontra sob a forma
de proteinato € mais facilmente absorvido e a sua ac¢géo mais eficiente do
que se for fornecido sob a forma mineral convencional de sulfato de zinco
(Vandergrift, 1993). O recurso ao proteinato permite reduzir a quantidade de
zinco incorporada na racéo e também a quantidade excretada pelo animal,
contribuindo para a redugéo da poluigdo com sulfato de zinco (Lowe, 1993).

No entanto, dado que a utilizagio conjunta de proteinatos e zinco
mineral mostrou ser a forma mais equilibrada e eficiente (Vandergrift, 1993),
para além de mais vantajosa em termos econdémicos, recorremos a
suplementacgéo da dieta com 50% de Bioplex Zn e 50% de sulfato de zinco.

Esta forma de suplementacdo foi testada face a uma alimentagéo
convencional, sem qualquer tipo de suplementag¢édo em zinco, que funcionou
como controlo, e ainda face a suplementagdo com uma forma mineral
daquele oligoelemento - o sulfato de zinco.
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O presente trabalho foi levado a cabo num rebanho sujeito a
condigdes préximo do éptimo. A escolha do efectivo teve como base o facto
de termos julgado ser necessario respeitar determinados requisitos, ndo s6 a
nivel do cumprimento da dieta estabelecida para os diferentes grupos, mas
também em termos de maneio e sanidade do efectivo.

Tratando-se de um estudo preliminar, € em nosso entender,
necessario que se reunam e respeitem regras de maneio, higiene e
sanidade, de modo a podermos determinar, néo s6 o papel do zinco como o
da sua apresentagéo no aparecimento de novas infecgbes intramamarias,
como também a melhor metodologia a seguir na avaliagéo do efeito daquele
oligoelemento. Deste modo, a manutengéo rigorosa dos grupos, do
fornecimento da alimentagdo testada em cada um deles e o cumprimento
das regras gerais de maneio foi indispensavel a consecucgio e obtengédo de
resultados neste estudo.

A formagdo dos grupos de ovelhas incluidas no ensaio néo foi
totalmente aleatéria, tendo sido consequéncia da restricio imposta quanto a
presenca de mamite clinica, uma vez que o efeito do zinco se faz sentir a
nivel da prevengdo, ndo tendo efeito curativo sobre as infecgbes
inramamarias. A inclusdo de animais doentes poderia, pois, falsear os
resultados obtidos. Assim, foram incluidos nos trés grupos animais
pertencentes as varias ragas que compbem o efectivo e isentos de mamite
clinica, embora alguns tivessem revelado resultado positvo no TCM
realizado antes do inicio do ensaio.

De modo a determinar a possivel interferéncia da suplementagéo da
dieta com zinco sobre o normal funcionamento do organismo, realizamos
analises de varios parametros biogquimicos e celulares sanguineos.

Os resultados destas analises sugerem que a administragéo de zinco
biodisponivel na ragdo, quando comparada com a auséncia de
suplementagdo, ndo induz alteragdes significativas da maioria dos
parametros analisados, 0 mesmo sucedendo com o zinco mineral. Embora
tenham ocorrido varia¢des individuais dentro dos grupos, nao se observam
diferengas significativas quando se comparam os resultados médios dos trés
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grupos, o que leva a crer que a suplementagéo da dieta com zinco nao
interfere no normal funcionamento do organismo.

Se bem que sejam observadas variagées individuais entre as ovelhas
amostradas dentro de cada grupo, também ndo se observam diferencas
apreciaveis no que respeita @ composigéo da fracgéo celular do sangue. E,
assim, de supor que a administragdo do zinco biodisponivel, néo provoca
alteragdes nas células sanguineas das ovelhas.

Também a nivel reprodutivo, a dose de zinco, tanto biodisponivel
como mineral, ndo provocou alteragdes. Os partos das ovelhas que ficaram
gestantes durante o ensaio decorreram na época normal (Agosto-Setembro),
0 que sugere que as doses administradas nao causaram manifestagdes
téxicas, ndo parecendo ter tido interferéncia no normal decurso da gestagao.

Para avaliar o efeito da suplementag&o da dieta com zinco analisamos
a taxa de infecgbes intramamarias nos trés grupos em estudo. No final do
ensaio, verificou-se que as incidéncias de infecgdo eram muito baixas, pelo
que nao podemos concluir qual o efeito da administragdo de zinco como
suplemento alimentar.

O facto de a taxa de incidéncia de mamites no efectivo em estudo ser
baixa pode também ter resultado do facto de serem praticadas medidas
basicas de higiene durante a ordenha, com o objectivo de prevenir a
infecgéo. Assim, em trabalhos futuros deveréo ser realizados ensaios em
rebanhos com outros tipos de maneio, de forma a determinar o possivel
papel do zinco prevengao do aparecimento de novas infecgdes.

Quando ocorre uma infecgdo em qualquer lugar do organismo, os
neutréfilos sdo atraidos até esse local de modo a destruirem o organismo
patogénico responsavel pela infecgdo. Como a glandula mamaria € um
sistema aberto, onde a entrada dos microorganismos através do canal do
teto & relativamente facil durante a ordenha, é frequente a presenca de
neutréfilos residentes na giandula, de modo a rapidamente eliminarem os
agentes patogénicos. No entanto, a capacidade fagocitaria destes
polimorfonucleares encontra-se diminuida devido ao facto de se
encontrarem ingurgitados com glébulos de caseina e de gordura (Paape et
al., 1979, Nickerson, 1985).
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Dado que a fagocitose € um importante mecanismo de defesa do
organismo contra a infecgdo, e da glandula mamaria em particular,
avaliamos o efeito do zinco a nivel da capacidade fagocitaria de neutréfilos.
Neste ensaio utilizamos neutréfilos circulantes em vez de neutrofilos
presentes na gldndula mamaria devido ao facto acima exposto, isto &, o
conhecimento da redugdo da sua capacidade de resposta fagocitaria.

VerificAmos que no grupo 11ZB, cuja ragédo foi suplementada com
zinco biodisponivel, o nivel de fagocitose foi menor, tendo-se-lhe seguido o
grupo 22ZM, que recebeu zinco mineral incorporado na ragéo. O grupo
33CO, que n&o recebeu qualquer suplemento alimentar de zinco, foi aquele
que mostrou valores mais elevados de fagocitose.

As diferengas encontradas entre o grupo 11ZB e 33CO sugerem que
o zinco biodisponivel, por ser mais faciimente absorvido a nivel intestinal que
as formas minerais, tem um efeito mais evidente sobre os neutréfilos. No
entanto, quando se compararam as duas formas de suplementagdo da dieta
com zinco ndo se verificaram diferengas significativas, o que podera
confirmar o facto acima mencionado.

Embora tenham ocorrido variagdes individuais consideraveis em todos
os grupos em estudo, os resultados obtidos sugerem que a administragéo de
zinco na alimentagdo, sob qualquer das formas testadas, reduz a
capacidade fagocitaria dos neutréfilos. Tais resultados estdo de acordo com
os de Sugarman (1983), que verificou a diminuicdo da capacidade de
fagocitose de particulas de latex quando era administrado zinco na
alimentagéo. Este autor atribui o efeito negativo do zinco ao facto de este
metal contribuir para a estabilizagdo das membranas celulares, impedindo
ou dificultando a formagdo de pseudépodes durante o processo de
fagocitose.

A ocorréncia de uma redugdo da capacidade fagocitaria nos
neutréfilos circulantes leva-nos a considerar que o mesmo acontece aos que
fazem parte da populacdo de PMNs residentes na glandula mamaria, uma
vez que estes migraram dos vasos sanguineos para al.

Em trabalhos futuros podera ser investigada a possivel influéncia do
zinco sobre outras fungbes de neutréfilos, como a quimiotaxia ou a morte
intracelular.
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Para poderem provocar uma infecgdo da glandula mamaria, os
microorganismos tém que ultrapassar uma série de barreiras. Inicialmente
tém que penetrar através do esfincter que fecha a abertura do teto,
ultrapassar a barreira de queratina que reveste o canal do teto e resistir ao
arrastamento pelo leite durante a ordenha. Se conseguirem transpor todas
estas barreiras, para provocar infecgdo deverdo, segundo a maioria dos
autores, (Frost, 1975, Wanasinghe, 1981b, Amorena et al., 1990), ser
capazes de aderir as células epiteliais, embora Anderson (1978) refira que
tal ndo & essencial para o desencadear de infecgéo.

A colonizagéo e posterior infecgdo da gldndula mamaria é facilitada
pela ades&o bacteriana as células epiteliais (Wanasinghe, 1981a, Aly e Levit,
1987, Isberg, 1991, Ofek e Beachey, 1980 apud Olmsted e Norcross, 1992,
Amorena et al., 1990), pelo que a intervengdo a este nivel, evitando a
fixagdo dos microbiana, serdA um dos mecanismos de prevengéo de novas
infecgdes.

Com os trés métodos testados foram observadas diferengas
estatisticamente significativas na redugdo da adesédo bacteriana entre o
grupo cuja dieta foi suplementada com zinco biodisponivel e o grupo
controlo. Estes resultados sugerem que aquela forma de administragéo do
zinco é susceptivel de reduzir a adeséo bacteriana as células do epitélio da
glandula mamaria, agindo como factor de protecgéo.

No grupo cuja ragéo foi suplementada com zinco mineral verificaram-
se valores de ades&o intermédios entre os do grupo do zinco biodisponivel e
do grupo controlo. Este facto sugere que aquela forma de administragéo de
suplementacdo em zinco, se bem que promova a redugdo da ades&o,
quando comparada com o controlo, ndo é tdo eficaz na prevencéo da
adesao bacteriana como o zinco biodisponivel.

Embora tenham apenas sido realizados ensaios de adesdo com
células de dois animais de cada grupo, o niumero de células amostradas em

cada um foi elevado, o que reduz a margem de erro na avaliagdo do papel
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do zinco, e da sua forma de administragdo na alimentagéo, a nivel da
adeséo bacteriana a células epiteliais.

Em trabalhos futuros sera importante confirmar estes resultados numa
amostragem de maiores dimensdes, utilizando outras técnicas, como por
exemplo bidpsias, que evitam o sacrificio dos animais.

A nivel das defesas da glandula mamaria por nés avaliadas, os
resultados da administragdo de zinco parecem ser contraditérios. Na
realidade, se, por um lado este oligoelemento reduz a adesdo bacteriana as
células epiteliais da glandula mamaria, por outro ele diminui a capacidade
fagocitaria dos neutréfilos. Estes factos colocam-nos face ao problema de
preconizar a administragéo de zinco biodisponivel, sabendo que vai ter como
resultado uma diminuicdo da adesfo bacteriana ao epitélio da gléndula
mamaria, ou optar por néo fornecer nenhﬁm suplemento alimentar de zinco,
de modo a néo afectar a eficiéncia dos neutréfilos na fagocitose.

Quando pesquisamos a influéncia do zinco ao nivel da adeséo,
verificAmos que foi o grupo que recebeu uma dieta suplementada com zinco
biodisponivel que mostrou menores niveis de adesdo em todos os tipos de
ensaio realizados. O zinco mineral também reduziu a ades&o bacteriana,
quando comparado com o grupo controlo, no entanto, foi menos eficaz que o
zinco biodisponivel.

Assim, em termos de eficacia na prevengdo de novas infecgbes sera
preferivel administrar zinco na alimentagéo e, deste modo, se n&o evitar,
pelo menos reduzir, a ades&o bacteriana as células epiteliais da glandula
mamaria, uma vez que deste modo se dificulta o estabelecimento de
infecgdo, minorando a necessidade de intervengdo dos neutrofilos. Para
além disso, como os neutréfilos residentes na glandula mamaria, por ja
terem se encontrarem repletos de caseina e lipidos, sdo menos eficientes
quando comparados com os neutréfilos circulantes, devemos considerar
prioritario actuar ao nivel da ades&o bacteriana na prevengédo das mamites.
De facto, se a capacidade fagocitaria estd de qualquer modo reduzida,
independentemente da suplementagdo da dieta com zinco, sera preferivel
evitar o estabelecimento da infec¢do em vez de actuar ao nivel de
mecanismos inespecificos de defesa, como é o caso da fagocitose.
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Discusséo geral

Em termos de forma de administragdo do zinco, julgamos preferivel
utilizar zinco biodisponivel em vez de zinco mineral, uma vez que 0s
resultados obtidos nos ensaios de adesdo bacteriana sugerem que aquela
forma de zinco é mais eficaz na redugéo da ades&o que o zinco mineral.

Uma vez que, segundo a bibliografia (Vandergrift, 1993), a utilizagéo
isolada de Bioplex Zn parece néo ser téo eficiente como a utilizagdo de uma
fraccao de zinco biodisponivel e outra de zinco mineral, importa, em
trabalhos futuros, verificar esse facto, analisando a relagao de
custo/beneficio que dai advém. O recurso a formas biodisponiveis, em
detrimento das minerais, apresenta ainda vantagens em termos ambientais,
uma vez que séo eliminadas em menores quantidades pelos animais, e sob
uma forma capaz de ser incorporada nos ciclos biologicos da Natureza.

Os resultados dos nossos ensaios sugerem que O recurso a
suplementagéo da dieta com zinco biodisponivel como forma de prevengao
do aparecimento de novas infeccdes € uma alternativa a considerar em
relagdo ao tratamento, quando a infecgéo se declara, tanto mais que 0s
casos de mamite subclinica passam frequentemente despercebidos, Para
além disso, em termos de qualidade dos produtos finais - leite e queijo -,
objectivos, em Ultima analise, do produtor, a suplementagéo da dieta com
zinco biodisponivel n&o parece ter repercussbes, 0 mesmo ndo se
verificando com os farmacos utilizados no tratamento de mamites. Assim,
julgamos ser preferivel actuar a nivel profilactico, evitando o recurso a
terapéutica e os custos que ela implica para o animal e para o produtor.
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ANEXO B - Rastreios de mamites subclinicas.



Resultados dos rastreios e identificagio dos agentes etiolégicos de mamites subclinicas

GRUPO 11ZB
dent. do animet Resultado do rastrelo 7 Resultado do 1° TCM Resultado do 2° TCM Resultado do 3° TCM
N° | Raca D E D E D E D E
004 MB - - - - - + 4+ - -
203 SEB ? ? - - - - - -
223 MP ? ? - - Fol extiuida do enseio
302 SEP - - - - - - - -
303 | SEB S + - - - - - -
311 MB - - - - - - - -
329 MB - - - - - - - -
354 L ++ 4+ + - - - - - -
Staph. xylosus
401 SEB - - - - S + - -
409 L ? ? - - - - - -
432 L - ++ + - +++ - - - -
Staph. xposus
433 L +++ - - - ++ - - -
Stapn. hylcus
43 | sep - - - - - - - -
437 SEP - - - - - - - -
441 MB - - - - - - - .
502 L - - - - - - - -
504 L - - - - - - - ++
S. spioemidts |
506 L + + - - - + 4+ - -
515 | SEP - - - - - - - -
518 SEB - S - - - + - -
520 | SEB - - + + - - - -
529 | SEB ? ? - - - - - -
915 MB - - - - - + 4+ - -
8001 ME - - - - - - - -
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Anexo B

Resultados dos rastreios e identificaciio dos agentes etiolégicos de mamites subclinicas

GRUPO 22ZM
Ident. do anin-ll Resultado do restrelo prelminar Resultado do 1° TCM Resultado do 2° TCM Resultado do 3* TCM
N° | Reca D E D E D E D E
033 MB - - - - - - - .
309 SEB - - - - ++ + 4 + +
Negativo Negativo__
356 L - ++ - - - - - .
364 L ++ + ++ 4+ - - - -
402 | SEB - - - - - - - .
403 | SEB ? ? + - - - - .
404 | SEB - - - - S - - -
414 L - - - - S - R .
420 L S S + 4+ +4 4+ +44 + [ 3
S. sureus S. sureus
430 MB ? ? - - ++ - - .
438 SEP - - - - ++ ++ . .
442 SEP - - - - - - . .
485 MP - - - - - - . [
Negativo |
473 MB - - - - - - - -
491 MB - - - - ++ 4 +4++ - .
507 L + + - - - - - .
509 L - - - - - - - -
509 MB ? ? S - - + - -
514 | SEP + . - - - - - +
S. xylosus
Micrococcus
519 | SEB - S - - - . - -
527 SEB + 4+ ++ - - - - - .
S. cepitis Negativo
—Microcoocus. 0
530 | SEB - - - - + + - -
906 MB - - - - + +++ - .
2004 MB - - - - - - - -
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Anexo B

Resultados dos rastreios e identificagéio dos agentes etiolégicos de mamites subclinicas

GRUPO 33CO
Ident. do animal]  Resultado do rastreio preliminar Resultado do 1° TCM Resulado do 2° TCM Resutado do 3° TCM
N° m D 3 D E D E D E
M
213 | SEP - S - - + - - -
Negativo
303 | SEP - - - - - - - -
304 | SEB - - - - - - - -
328 MB - - - - - - - -
355 L - - - - - - - -
421 L ? ? - - - - - -
425 L - + 4+ + 4+ - - - - -
429 L - - S - - - - -
431 L ? ? - - - - - -
434 MB - - - - - 44 - -
441 SEP ++ ++ - - - S - -
501 L - + - - - - - -
508 L - - - - - - - -
513 | SEP - - - - . - - .
516 | SEP - - - - - . . -
517 SEP ? ? - - S - - -
522 L ? ? - - - - - -
523 | SEB S - - - - - - s
Negativo |

526 | SEB - - - - - - . -
941 MB - - - - - - - e
1158 MB ? ? - - - - - -

1858 MP - - - - Fol exciulda do enssio
1958 MB ++ +++ + ++ - - - -

Sem colheita | Staph.aureus
9007 MA - - - - - - S -
Coryne. sp.
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ANEXO C - Testes de sensibilidade a
antibiéticos.
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ANEXO D - Relacgdo entre a densidade 6ptica e
a concentragdo em UFC/ml de uma
suspenséo de bacteriana.
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ANEXO E - Resultados do ensaio de adesao
bacteriana.
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