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Resumo

RESUMO

O presente trabalho teve como objectivo o estudo da prevalGncia de mastites

ovinas em explorag6es do Alentejo e a identificagdo dos agentes etiol6gicos, seus

factores de virul6ncia e epitopos imunorrelevantes.

A prevalOncia de mastite clinica e subclfnica foi 1,7o/o e 32,2o/o, respectivamente.

O agente etiol6gico mais prevalente toi Staphylococcus epidermidis (N=115),

tendo sido tamb6m identificados Staphylococcus aureus (N=27) e Streptococcus

agalactiae (N=17).

A pesquisa de factores de virulOncia permitiu identificar os padr6es de

susceptibilidade (N=404) e as Concentrag6es lnibit6rias Minimas de principios

activos (N=130). De 109 isolados de Staphylococcus epidermidis; oito revelaram

capacidade para produzir biofilme in vitro. Os isolados estudados aderiam e eram

internalizados por c6lulas epiteliais mam6rias (N=12). A pesquisa de cinco

superantig6nios resultou negativa (N=27).

Foram estudados os perfis proteicos de Staphylococcus epidermidis, tendo sido

identificados os epitopos imunorrelevantes, reconhecidos por imunoglobulinas

s6ricas e mam6rias. Verificou-se uma resposta imunol6gica local especifica nos

animais infectados.
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Summary

SUMMARY

OVINE MASTITIS: EPIDEMIOLOGY, VIRULENCE FACTORS AND

I MMUNORELEVANT ANTIG ENES OF AETIOLOG ICAL MICRORGAN ISMS

The present work aimed at investigating the prevaleance of ovine mastitis in farms

from Aletenjo and the identification of causative microrganisms, their virulence

factors and immunorelevant epitopes.

The prevalence of clinical and subclinical mastitis was 1.7Y" and 32.2y",

respectively. The most prevalent aetiological agent was Staphylococcus

epidermidis (N=1 15); Staphylococcus aureus (N=27) and Streptococcus

agalactiae (N=17) were also identified.

The investigation of virulence factors allowed the identification of susceptibility

patterns (N=404) and drug Minimal Inhibitory Concentrations (N=130). From 109

Staphylococcus epidermidis isolates; eight showed the ability to produce biofilm tn

vitro. The isolates studied adhered and were internalised by mammary epithelial

cells (N=12). None of the five superantigens studied was detected (N=27).

The protein profile of Staphylococcus epidermidis was determined, and the

immunorelevant epitopes, recognised by blood and milk immunoglobulins, were

identified. !t was possible to detect a specific local immune response in infected

animals.
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Introdu96o

1 - TNTRODUQAO

A produgdo de leite de ovelha, para o fabrico de queijos tradicionais, tem vindo a

assumir uma importAncia relevante como recurso econ6mico, face d crise que

atinge o sector agrlcola em Portuga!. Por6m, os problemas infecciosos da

gldndula mam6ria nos ovinos conduzem a prejufzos econ6micos elevados,

resultantes de diversas causas. A mastite clinica muitas vezes leva d morte do

animal, e, quando tal nio se verifica, conduz com frequ6ncia ao seu refugo

precoce visto a fungdo da glAndula ndo ser inteiramente restabelecida (Jones,

1991). Al6m disso, frequentemente os borregos n6o sobrevivem e as despesas

em medicamentos e cuidados veterin6rios s6o elevadas (Fthenakis e Jones,

1990a). A mastite subclinica, por outro lado,6 respons6ve! por diminuig6o na

produgdo de leite (Dario et al., 1996; Gonzalo et al., 2OO2) e redugSo do

rendimento em queijo (Rossi et a1.,1994; Silanikove et a1.,2005), o qual resulta de

inferior qualidade (Wendorff,2OO2). O consumo de leite ou seus derivados,

proveniente de animais com este tipo de afecgSo, pode, ainda, representar

eventuais riscos para a sailde p{blica, por conter toxinas respons6veis por

toxinfecg6es alimentares (Smiko, 1993; De Buyser et al.,2OO1; Jorgensen et al.,

2005). Al6m disso, alguns autores referem a possibilidade de a mastite subclinica

nas ovelhas poder evoluir para a forma clinica (Watkins et al., 1991), n6o sendo,

no entanto, esta convicgdo consensua! (Bor et al., 1989).

Em situag6es de mastite aguda e hiper-aguda, o animal est6 sujeito a

desconfofto, contrariando as orientag6es europeias que determinam ser

necessSrio assegurar que os animais n5o sejam sujeitos a dores ou sofrimento

evit6veis. Os propriet6rios ou detentores de animais s5o obrigados a respeitar

exigOncias minimas de bem-estar (Comunidades Europeias, 2005).

Actualmente, o tratamento e profilaxia da mastite dependem da utilizagdo de

agentes antimicrobianos. No entanto, v6rios factores condicionam a efic6cia

destes medicamentos, nomeadamente aspectos de farmacocin6tica e

farmacodinAmica (Sandholm et a1.,1990). Al6m disso, a utilizagdo de antibi6ticos

exerce uma pressdo de selecgSo que leva d emerg6ncia de estirpes resistentes e
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multi-resistentes (Costa, 2005; Rajala-Schultz ef al., 2005), as quais n6o s6

agravam o problema do tratamento das mastites, como ainda constituem um

perigo para a safde pUblica. A este aspecto, acresce o papel dos resfduos

antibi6ticos eliminados no leite dos animais durante e ap6s o tratamento, se n6o

forem cumpridos os interualos de seguranga, que podem tamb6m exercer pressdo

de selecgdo sobre bact6rias resistentes a antibi6ticos (Piddock, 1996). Existem

vdrias evid6ncias de que a utilizagSo de determinado antibi6tico para o tratamento

de animais, incluindo vacas leiteiras, origina suftos de infec96es com

microrganismos resistentes em humanos (Angulo et al., 2004; Tollefson e Karp,

2004).

A incid6ncia e etiologia das mastites t6m sido exaustivamente investigadas em

bovinos, mas este aspecto tem sido algo negligenciado em patologia ovina. Em

Portugal, pafticularmente no Alentejo, regido de produtividade agro-pecu6ria

condicionada por condig6es edafoclim6ticas particulares, a utilizagdo de leite de

ovelha para o fabrico de queijo tradicional representa uma mais-valia importante.

Por6m n6o existem estudos que indiquem qual a situagSo da mastite ovina no

nosso Pais.

O queijo produzido na regido de Evora (Sudeste de Portugal), designado

comercialmente por queijo de Evora, 6 um queijo curado de pasta dura ou semi-

dura, fabricado com leite cru de ovelha, segundo t6cnicas artesanais (Potes,

2000). Como a mastite subclfnica ndo 6 facilmente detectada, o leite de ovelhas

com mastite pode ser adicionado ao leite de ovelhas saud6veis. Este leite de

qualidade question6vel 6, assim, utilizado na produgdo de queijo, prejudicando o

rendimento em queijo e podendo at6 constituir risco para o consumidor.

Existem poucos estudos sobre a susceptibilidade a agentes antimicrobianos de

microrganismos causadores de mastite ovina. Por esta razdo, a utilizagdo

indiscriminada de antibioticos no tratamento desta enfermidade pode ser um

factor impoftante para a selecgdo de estirpes resistentes, prejudicando a saude

animal e a safde p0blica.

O estudo da mastite ovina assume especial importdncia no Alentejo. O

conhecimento da situagSo da mastite ovina na nossa regido 6 fundamental para
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se poderem instituir medidas de controlo eficientes que contribuam para diminuir a

prevalOncia desta patologia nos efectivos ovinos, melhorando a qualidade do leite

produzido e, assim, beneficiar o respectivo rendimento em queijo e assegurar

seguranga alimentar do produto.

tE iguatmente impoftante conhecer a etiologia e susceptibilidade a agentes

antimicrobianos dos microrganismos mais frequentemente isolados, para

possibilitar o uso prudente de antibi6ticos.

O estudo de terap6uticas alternativas ao uso de antibi6ticos 6 particularmente

urgente para reduzir a sua utilizagSo, tal como 6 preconizado pela Organizag6o

Mundial de Saride (WHO, 2OOO). E necessdrio conhecer em profundidade o poder

patog6nico dos agentes etiol6gicos de mastite ovina e compreender os

mecanismos da reac96o imunol6gica que se estabelecem face a infecgdo

intramam6ria, para investir em m6todos profil6ticos e terap6uticos com base na

estimulagSo das defesas naturais do animal. Neste contexto, poderd ser ritil o

estudo de epitopos em agentes patog6nicos com particular relevAncia para a

patologia da glAndula mamdria ovina, com o objectivo de identificar antig6nios

vacinais que possam ser utilizados para o controlo de mastites em ovelhas.





Objectivos

1.1 . OBJECTIVOS DO TRABALHO

O objectivo geral deste trabalho foi averiguar a preval6ncia e etiologia de mastites

ovinas em explorag6es da regido de Evora, detectar factores de virulGncia

expressos pelos microrganismos mais relevantes e aprofundar o conhecimento

sobre os mecanismos de defesa da glAndula mam6ria nos ovinos. Estes

conhecimentos poderdo contribuir para equacionar novas medidas de prevengdo

e tratamento de mastites, com base em m6todos imunol6gicos.

Assim, foi realizado um estudo que incidiu sobre 18 efectivos de ovelhas

exploradas para a produgSo de leite, cujos objectivos especfficos foram:

1. Determinar a preval6ncia de mastite clinica e de mastite subclinica nestes

efectivos;

2. Pesquisar a etiologia de mastite nas ovelhas;

3. Averiguar a susceptibilidade dos microrganismos isolados aos agentes

antimicrobianos.

Relativamente ao agente etiol6gico mais frequentemente isolado, o estudo visou

ainda:

4. Estudar factores de virulGncia;

5. ldentificar proteinas imunorrelevantes e investigar a respectiva resposta

imuno!6gica local e geral em ovelhas infectadas naturalmente.





Mastites

1.2 _ MASTITES EM OVELHAS

DefinigSo

O termo mastite prov6m do grego mast6s, que significa seio, e ite, sufixo que

significa inflamagSo (Costa e Melo, 1999), 6 sin6nimo de mamite, origin6rio do

lalim mamma e ite, e significa inflamagdo do par6nquima da glAndula mamdria,

independentemente da causa. Esta afecAso caracteriza-se por alterag6es fisicas

e quimicas do leite e alterag6es patol6gicas do tecido mam6rio (Radostits et al.,

2000).

A doenga pode apresentar-se sobre a forma clfnica - mastite clfnica (MC) -, se

houver manifestag6es evidentes no ribere e/ou no leite, as quais podem assumir

diferentes estados de severidade, ou subcllnica - mastite subclinica (MSC) - se

ndo existirem quaisquer sinais clfnicos de inflamagSo nem alteragdo do aspecto

normal do leite.

Etiologia

O processo inflamat6rio da gldndula mam6ria pode ser ocasionado por um

traumatismo oU, raramente, por uma alergia ou neoplasia (Menzies e

Ramannoon, 2001) mas, geralmente, 6 resultante de uma infecaio por

microrganismos, mais frequentemente bact6rias. Diferentes microrganismos

podem actuar como agentes etiol6gicos de mastites tendo, nos bovinos, sido j6

identificados cerca de 140 esp6cies microbianas diferentes. N6o existem tantos

estudos disponiveis relativamente a etiologia da mastite ovina, mas 6 je
conhecida uma gama relativamente alargada de microrganismos capaz de

provocar mastite nesta esp6cie, conforme serS aprofundado no Capitulo 1.3.

Tradicionalmente, a mastite 6 considerada contagiosa, quando a fonte de infecgdo

6 a glAndula mamdria infectada de outro animal, sendo designada por mastite

ambiental se a fonte de infecgdo for o meio ambiente (Radostits et al.,2OOO).



No Capitulo 1.3 6 apresentado em detalhe o conhecimento actual sobre a

etiologia da mastite nos ovinos.

Epidemiologia

A mastite ovina 6 um processo de distribuigdo mundial; por6m, assume maior

importAncia nos palses do Sul da Europa, onde as ovelhas s6o exploradas para a

produgdo de leite. A mastite em ovelhas assim exploradas 6 mais comum do que

em ovelhas utilizadas para a produgdo de borregos, que ndo s6o ordenhadas,

facto mencionado ja no s6culo XIX por Nocad (1887, citado por Colditz e Watson,

1e85).

Nas ovelhas, a mastite clfnica ocorre geralmente no perlodo peri-pafto ou, mais

frequentemente, logo ap6s o desmame (Jones, 1991; Radostits et a|.,2000). A

sua prevalGncia em ovelhas em pastoreio, geralmente, ndo ultrapassa os 2o/o por

ano (Radostits et al., 2000) podendo, no entanto, ser Superior em ovelhas

estabuladas, principalmente devido a traumatismos. Jones (1991) refere

incid6ncias anuais com valores entre O e 24"/", com uma m6dia de 5o/o para

mastites agudas e 8,4 o/o pa.rd mastites cr6nicas. Apesar da baixa prevalOncia, a

mastite clinica pode ser respons6vel por 10% de moftes nas ovelhas.

Os valores apresentados para a prevalBncia de mastite subclinica em ovelhas,

baseados em resultados de rastreios realizados em diferentes paises sdo muito

divergentes, situando-se entre 9o/o a 83% de ovelhas afectadas (Bor et a/., 1989;

Watson et a1.,1990; Jones, 1991 ; Watkins et al., 1991 ; Ahmad et al., 1992a; Dario

et al., 1993; Tietze et al., 1993; De La Cruz et al., 1994; Stefanakis et al., 1995;

Gonzfllez-Rodriguez et al., 1995; Dario et al., 1996; Las Heras et al., 1999a;

Pengov,2001).

As causas determinantes das mastites s6o, como referimos, microrganismos,

mais frequentemente bact6rias. No entanto, existem causas predisponentes que,

ao alterar o equilibrio normalmente existente entre o animal, o ambiente e os

microrganismos, v6o permitir o desencadeamento do processo infeccioso. Como

tal, a mastite 6 vulgarmente referenciada como uma doenga multifactorial, dada a

diversidade de aspectos que podem influenciar a sua preval6ncia e incid6ncia nos



efectivos. Os factores de risco, ou as suas causas predisponentes, podem ter

origem no animal, no ambiente ou ser inerentes ao pr6prio agente etiol6gico.

De entre os factores de risco com origem no animal, destacam-se a raQa, a idade

e a resist6ncia gen6tica individual. Esta pode incluir factores modol6gicos,

factores fisiol6gicos ou imunol6gicos. 56o ainda relevantes, o estado de nutrigSo,

a fase da lactagdo, a coexist6ncia de outras doengas ou a exist6ncia de

traumatismos.

Os factores de risco de origem ambiental e de maneio incluem a qualidade e

maneio das instalag6es, a qualidade da ordenha, que por sua vez depende do

pessoal encarregue de a executar, do equipamento de ordenha utilizado e do

cumprimento das reg.ras de higiene preconizadas.

Os factores de risco com origem no agente patog6nico incluem a capacidade de

sobreviv6ncia do microrganismo no meio ambiente, a sua resist6ncia aos

produtos desinfectantes utilizados na exploragdo, para a!6m da expressSo de

factores de virulOncia como a capacidade de colonizagSo e a produgSo de toxinas.

As causas predisponentes, duma forma geral, actuam diminuindo as resistOncias

do animal e/ou aumentando as possibilidades de acesso dos microrganismos i
glAndula mam6ria. Estas causas podem ser controladas e minimizadas atrav6s de

um maneio adequado.

Quanto aos prejufzos econ6micos, a semelhanga do que acontece nas

explorag6es de bovinos leiteiros, os processos mastlticos nos ovinos sdo

responsdveis por quebras de produgSo e refugo precoce de animais (Jones,

1991). Estes prejuizos podem ascender a perdas anuais de cerca de 10"/"

(Nocard em 1887, citado por Colditz e Watson, 1985; Radostits et a1.,2000).

A produgdo de leite em ovelhas com mastite subcllnica pode estar diminulda em

8,8-10% no caso de animais s6 com uma das glAndulas afectadas. Se a afecgSo

se estender ds duas metades mam6rias, a quebra de produgdo pode atingir

valores mais elevados, variando entre 1Oo/o a 32"/" (Dario et al., 1996; Gonzalo ef

al., 2OO2), podendo mesmo ultrapassar os 50% (Silanikove et a1.,2005). Estudos

experimentais confirmam a diminuigSo da produgdo devido a MSC (Fthenakis e



Jones, 1990a; 1990b; Winter et a1.,2003), por redugSo da capacidade secretora

do epit6lio mam6rio, tal como foi demonstrado atrav6s da observag6o de

alterag6es histologicas (Fthenakis e Jones, 1990a).

Vdrios autores referem a influ6ncia negativa das mastites subcl[nicas sobre o

crescimento e sobreviv6ncia dos borregos (Fthenakis e Jones, 1990a; Jones,

1991 ; Larsgard e Vaabenoe, 1993); no entanto, este aspecto pode ser minimizado

se os borregos tiverem acesso a alimentagSo suplementar (Keisler et al., 1992;

Ahmad et a1.,1992a).

O leite proveniente de animais com mastite apresenta alterag6es qufmicas e

microbiologicas que podem interferir negativamente nos processos tecnol6gicos

de transformagSo do leite. O efeito da mastite subclinica sobre a composigdo do

leite estd sumariado na Tabela 1.

Tabela 1: Efeito da mastite subclinica sobre a composigdo do leite

(adaptado de Philpot, 1984)

Composto Aumentado Diminuido

5 a2Oo/"
Proteinas totais ligeiramente
Caseina 6 a 18o/"

lmunoqlobulinas
S6lidos nio qordos al6 8o/"

S5lidos totais 3 a 12o/o

Gordura 5 a 12o/"

Potdssio
Termo-estabilidade

A diminuigdo dos teores de lactose, case[na, s6lidos e gordura no leite mastltico

v6o prejudicar a sua rentabilidade queijeira, al6m de determinar um aumento do

tempo de coagulagdo, por acgSo do coalho, e produzir uma coalhada de tensSo

inferior d produzida a partir de um leite normal (Schalm et al., 1971; Philpot, 1984;

Vitkov et al., 1989; Rossi et al., 1994; Leitner et a1.,2004; Quintana e Martin,

x

x

x
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2005; Silanikove et a1.,2005). Al6m disso, o queijo produzido com leite mastitico

apresenta nfveis de rancidez superiores ao habitual (Wendorll,2OO2).

No que diz respeito a alterag6es microbiol6gicas, 6 de particular importAncia o

facto de o leite mastltico favorecer o crescimento de cefios microrganismos

patog6nicos - Staphylococcus aureus e Escherichia coli - em detrimento dos

lactobacilos (Fang et al., 1993). Este aspecto, a!6m de poder afectar o rendimento

em queijo, pode ter repercuss6es ao nlvel da saride pfblica.

Relativamente ao potencial zoon6tico desta doenga, 6 importante salientar que

foram jd isoladas de leite mastftico de ovino estirpes de Staph. aureus produtoras

de enterotoxinas e toxina respons6vel pelo sindrome do choque t6xico (toxic

shock syndrome toxin, TSST-1) (Orden et al., 1992a; b), sendo as estirpes de

origem ovina mais toxinog6nicas do que as isoladas de leite de bovino ou de

caprino. As toxinas referidas podem tamb6m ser produzidas por esp6cies de

Staphylococci coagulase negativos (SCN), como Staph. xylosus e Staph.

epidermidis isolados a partir do leite de ovelhas com mastite (Orden et al.,

1992a; c). Existem refer6ncias a surtos de toxinfecg6es alimentares devido ao

consumo de queijo de ovelha elaborado com Ieite cru, tendo sido identificadas

enterotoxinas estafiloc6cicas no queijo (De Buyser et a\.,2001).

No fabrico de queijos artesanais, produzidos com leite de ovelha, em v6rias

regi6es de Poftugal, incluindo o Alentejo, 6 geralmente utilizado leite de ovelha

cru (Potes, 2000). Como a mastite subclfnica, geralmente, ndo 6 detectada, o leite

mastitico, com todas as caracteristicas nocivas acima referidas, 6 utilizado na

produgdo desses queijos. Portanto, al6m dos prejulzos econ6micos resultantes do

baixo rendimento queijeiro, a utilizagSo de leite mastitico pode constituir um risco

para o consumidor.

Patogenia

Radostits e colaboradores (2000) descrevem o processo infeccioso da mastite,

dividindo os mecanismos de infecgdo em tr6s fases. Na primeira fase, que os

autores designam por fase de invas6o, os microrganismos atingem a glAndula

mam6ria. Apesar de, muito raramente, a invas6o poder ocorrer por via end6gena,

como por exemplo durante um processo de linfadenite caseosa, geralmente os

11



Mastites

microrganismos penetram na gldndula mam6ria atrav6s do canal do teto. Como

tal, esta fase estd na estreita depend6ncia de factores de maneio e higiene.

Na segunda fase, a de colonizagio, os microrganismos fixam-se ds c6lulas

mamdrias, multiplicam-se e estendem-se aos tecidos adjacentes, embora alguns

microrganismos possam desenvolver-se na glAndula mam6ria sem aderir ds

c6lulas (Anderson, 1978). Podem intederir com o desenvolvimento desta fase

factores inerentes d esp6cie bacteriana, nomeadamente, a sua capacidade para

aderir ao epit6lio mam6rio e aptiddo para crescer no leite, a presenga de

substAncias protectoras no leite, anticorpos ou leuc6citos, e a pr6pria fase da

lactagdo, de que depende o efeito mecAnico de arraste do leite.

A terceira e fltima fase corresponde d reacgdo do hospedeiro, iniciada por uma

reacqio inflamat6ria. E nesta fase que surgem os sintomas, no caso da mastite

clfnica, e o aumento da contagem de c6lulas somdticas, na mastite subclfnica. O

desenvolvimento desta etapa 6 influenciado por factores de virulOncia da bactSria,

particularmente a capacidade invasora e de toxig6nese, e a susceptibilidade da

glAndula mamdria, nomeadamente a presenga de imunoglobulinas e a libetagSo

de mediadores inf lamat6rios.

A presenga das bact6rias estimula a produgdo e libeftagSo de mediadores

inflamat6rios pelos macr6fagos normalmente presentes na glAndula mam6ria e

pelas proprias c6lulas do epit6lio mam6rio, conforme tem sido referido por vdrios

investigadores nos fltimos anos (Vilela, 1993; Barber et al., 1999; Lahouassa ef

a1.,2005; Lee ef al.,2OO5). Estes mensageiros qufmicos, juntamente com detritos

celulares, s6o quimiot6cticos para os polimorfonucleares neutr6filos (PMNs).

Durante este processo, as c6lulas endoteliais dos vasos sangulneos pr6ximos

expressam mol6culas de adesSo, as quais reconhecem ligandos expressos d

supedicie dos PMNs, que s6o marginalizados e aderem ao endot6lio vascular.

Por fim, os neutr6filos atravessam a parede dos vasos por diapdese e, passando

entre as c6lulas alveolares, atingem o lume dos alv6olos.

O microrganismo envolvido no processo infeccioso determina o tipo e a

intensidade da produgdo de factores inflamatorios e quimiot6cticos pela glAndula

mamdria; estes condicionam a acumulagdo de PMNs e, consequentemente a
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evolugao do estado cllnico da mastite. A infecgdo por Escherichia coli,

comparativamente com a infecgSo devido a Staph. aure.ls, induz maior produgSo

de factor CSa do complemento e de citoquinas, maior acumulagSo de PMNs e

sintomatologia clinica exuberante, a qua! evolui para a cura. Ao contr6rio, na

infecgdo resultante de Staph. aureus h6 fraca indugSo de factores quimiot6cticos,

baixa acumulagdo de PMNs e, geralmente, a forma de mastite 6 subclinica e

evolui para a cronicidade (Riollet et a1.,2000; Bannerman et al., 2004). A infec96o

intramam6ria por Pseudomonas aeruginosa produz uma reacgdo intensa, com

indugio de citoquinas pr6-inflamat6rias, activagSo do complemento e elevagSo de

mol6culas envolvidas no reconhecimento de bact6rias Gram-negativas

(Bannermann et al.,2OO5). Vilela (1993), num estudo in vitro realizado em c6lulas

mamdrias de ovelha, verificou que extractos bacterianos, obtidos de isolados

cllnicos de Mannheimia haemolytica, induzem a expressio de um padrio de

genes codificantes de citoquinas diferente do induzido por LPS de E coli. Esta

diferenga poder6 contribuir para a evolugSo clinica da infecgdo.

Al6m dos aspectos referidos, a evolugdo clfnica da mastite depende tamb6m do

pr6prio animal. A infecgdo experimental da glAndula mam6ria em 5 ovelhas, com

Staph. epidermidis, resultou numa resposta inflamat6ria vari6vel, em que a
produgSo de diferentes teores de mediadores inflamat6rios nos diversos animais

resultou em diferentes desenvolvimentos do processo infeccioso (Winter et al.,

2002;2003; 2005).

O nrimero de neutr6filos recrutados e o tempo que demoram a chegar ao local de

infecgdo s6o determinantes para a evolugdo da mastite (Oviedo-Boyso et al.,

2006; Rainard e Riollet, 2006). A severidade e duragdo da mastite dependem da

rapidez de migragdo dos leuc6citos e da sua actividade bactericida no local da

infecgdo. Se o agente infeccioso conseguir evadir-se ds defesas do hospedeiro, a

inflamagdo persiste, e prossegue a migrag6o de leuc6citos por entre as c6lulas

secretoras para o lume dos alv6olos. Esta leucodiapedese prolongada provoca a

destruigdo do tecido mam6rio, que 6 agravada pelas toxinas produzidas pelas

bact6rias, pelos mediadores inflamat6rios (Radostits et a1.,2000) e pelos radicais

livres de oxig6nio produzidos pelos PMNs. Estes radicais, sendo ben6ficos

quando intracelulares, pois contribuem para a lise das bactSrias fagocitadas, s6o,
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pelo contrdrio, capazes de danificar as c6lulas epiteliais, quando extracelulares

(Mehrzad et a1.,2005).

A fungSo dos neutr6filos no leite 6 fagocitar e destruir as bact6rias invasoras

(Paape et al., 2000). Em comparagdo com os neutr6filos sanguineos, estas

c6lulas sdo menos eficientes, o que se deve ao facto de fagocitarem gl6bulos de

gordura e casefna (Befihon e Salmon, 1993). A sua actividade fagocitdria parece

estar diminuida em ovelhas com infecgdo intramamdria relativamente a animais

ndo infectados (Moroni e Cuccuru, 2001). Apesar destes condicionantes, as

c6lulas fagocit6rias s6o consideradas a principal defesa da glAndula mamdria

(Harmon, 1994; Bufton e Erskine, 2003).

Ap6s a eliminagdo dos agentes patog6nicos, o influxo de neutr6filos cessa e 6

seguido por um influxo de macr6fagos, que vdo participar na remogdo daquelas

c6lulas. A r6pida eliminagio dos neutr6filos 6 fundamental para minimizar os

danos provocados pela inflamagdo sobre as c6lulas secretoras mamdrias

(Rainard e Riollet, 2006).

A destruigSo das c6lulas epiteliais e a presenga de mediadores pr6-inflamat6rios

aumentam a permeabilidade da barreira entre o leite e os fluidos intersticiais e,

poftanto, constituintes do soro sanguineo, como a seroalbumina, atingem o leite.

A exsudagdo do plasma transporta para o local de infecgSo factores sol0veis

impoftantes para combater os microrganismos respons6veis, designadamente

imunoglobulinas e componentes do complemento (Rainard e Riollet, 2006).

A destruigSo do tecido secretor resulta na diminuigSo da capacidade secretora da

glAndula mam6ria e, consequentemente, na diminuigdo da produgdo de leite.

A!6m deste, outros mecanismos contribuem para a quebra de produgSo de leite.

Durante o processo mastftico, a pressdo osmotica 6 alterada, originando uma

modificagdo do pH intracelular, que, por sua vez, vai provocar uma diminuigSo da

actividade enzimdtica nas c6lulas mamdrias. Tamb6m hd uma redugSo do fluxo

sangufneo capilar, com consequente diminuigSo do suprimento de precursores do

leite, nomeadamente, glucose, Scidos gordos e amino6cidos. Ainda, o edema

gerado pela reacgdo inflamatoria provoca uma diminuigdo do diAmetro do lume

dos canais galact6foros, por compressdo, aumentando a pressdo do leite, levando
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i diminuigAo da produgdo por parte do epit6lio secretor, atrav6s de reflexo neuro-

end6crino (Radostits et al., 2000).

Durante um processo de mastite, podem formar-se co6gulos resultantes da

agregagdo dos leuc6citos e factores de coagulagdo que bloqueiam os pequenos

canais secretores, impedindo a passagem do leite. A destruigio das c6lulas

epiteliais, associada a este processo, pode resultar na formagio de tecido fibroso,

com perda permanente de fungdo na respectiva fracgdo da glAndula mam6ria.

Sintomatologia

A infecgdo da glAndula mamdria designa-se por mastite clinica quando 6 possivel

diagnosticar uma mastite atrav6s da sintomatologia evidenciada. Na forma clinica,

o fbere apresenta os sinais cldssicos de inflamag6o, tumor, calor, rubor e dor, os

quais, conforme a sua exuberAncia, distinguem as formas de mastite hiperaguda,

mastite aguda e mastite cr6nica. Alterag6es evidentes do aspecto caracteristico

do leite podem acompanhar a sintomatologia ao nlvel do [bere ou constituir o

0nico indicador clinico de mastite. O leite pode apresentar-se com a viscosidade

diminuida ou elevada, at6 atingir um aspecto purulento, pode estar floculado ou

com codgulos, a sua cor pode aparecer alterada e o cheiro pode ser

desagrad6vel.

Na mastite aguda, os sinais inflamat6rios s6o evidentes, o Ubere estd aumentado

de volume, avermelhado, nota-se aumento da temperatura local e dor d palpagdo,

frequentemente o anima! claudica do membro correspondente ir metade mam6ria

afectada e, por vezes, 6 possivel verificar a presenga de abcessos. O leite est6

mais ou menos alterado, at6 ir completa supressdo da secregSo !6ctea. A mastite

designa-se por hiperaguda quando, aliado a este quadro sintom6tico, h6 alteragdo

do estado geral do animal, com depressSo, febre, que pode ser seguida por

hipotermia, desidratagdo e/ou anorexia. Nas ovelhas, 6 frequente o decurso da

mastite levar d gangrena da glAndula mamdria; a pele do ribere adquire uma

coloragSo vermelha a azulada, que se pode estender ir regido abdominal, e o
fbere apresenta-se frio i palpagdo. Esta condigSo geralmente evolui para a morte

do animal, mas se o animal sobrevive, a gldndula gangrenada e tecidos
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adjacentes destacam-se e a ferida resultante cicatriza por segunda intengdo

(Menzies e Ramannon, 2001).

A mastite cr6nica surge geralmente como resultado de uma mastite aguda em

que se verificou cura clfnica mas ndo microbiol6gica (Jones, 1991). Neste caso, o

leite est6 apenas ligeiramente alterado e os sinais inflamat6rios sdo recorrentes e

pouco evidentes. A palpagSo, a metade afectada apresenta alterag6es na

consist6ncia glandular que est6 dura e fibr6tica. A glAndula pode apresentar

mfltiplos abcessos, n6dulos ou estar atrofiada. Esta forma de mastite pode

prolongar-se no tempo, ao contr6rio da mastite aguda e hiperaguda, que s6o de

evolugdo rdpida.

Em situag6es em que s6 uma pequena extensdo da glAndula mam6ria est6

afectada, n6o hd sintomas inflamatorios evidentes ao nivel do ubere, nem o leite

manifesta alterag6es detectdveis atrav6s do exame clfnico. Neste caso a mastite

designa-se por mastite subclfnica. O diagn6stico deste tipo de mastite estd

dependente do exame do leite para detectar o aumento da quantidade de c6lulas

somdticas, os alterag6es qulmicas ou a presenga de microrganismos

respons6veis pela infec96o da glAndula mamdria. Tamb6m 6 possfvel detectar a

mastite subclinica atrav6s de controlo individual de produgdo, observando-se

quebras de produgSo de leite nos animais afectados.

No leite normal existem c6lulas vulgarmente designadas por c6lulas somdticas.

Estas c6lulas incluem neutr6filos, macrofagos, linf6citos, eosin6filos, plasm6citos

e c6lulas epiteliais, resultantes da descamagdo fisiol6gica do epit6lio mamdrio.

Nas ovelhas, as c6lulas epiteliais no leite representam menos de 3"/" das c6lulas

som6ticas. No leite de animais saud6veis, os macr6fagos sdo as c6lulas

predominantes (Outteridge e Lee, 1988). No decurso de um processo mastftico, o

n0mero de c6lulas presentes no leite aumenta, devido d aflu6ncia de c6lulas

inflamat6rias e d destruigdo das c6lulas do epit6lio mam6rio. Os neutr6filos

passam a ser as c6lulas mais representativas, constituindo mais de 90% do total

de leuc6citos na glAndula mam6ria durante a inflamagSo, A detecgSo da

quantidade de c6lulas somdticas por mililitro de leite, contagem de c6lulas

somdticas (CCS) 6, poftanto, um dos indicadores da exist6ncia de mastite
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subclinica, sendo considerada a principa! medida do estado sanitdrio do ubere e

de qualidade do leite (Radostits ef al.,2O0O).

Diagn6stico

O diagn6stico de mastite cllnica 6 feito com base na obseruagdo de alterag6es

clinicas, nomeadamente alterag6es inflamat6rias do rjbere, e/ou alteragSo do

aspecto caracterlstico do leite, que podem ou ndo ser acompanhadas por sinais

sist6micos de infecgdo.

O diagn6stico de mastite subclinica s6 6 possfvel atrav6s de exames do leite para

detectar as alterag6es n6o evidentes. Como foi referido, a avaliagio das

descargas celulares 6 a principal medida utilizada. Esta pode ser executada

directamente atrav6s de preparag6es microsc6picas de leite coradas pelo m6todo

de Breed e Brew ou recorrendo a contadores electr6nicos que quantificam as

c6lulas depois de corado o seu DNA com brometo de etidio ou que enumeram

pafticulas de acordo com o seu volume. A avaliagSo da descarga celular no leite

pode ainda ser realizada atrav6s de m6todos indirectos, indicadores do nivel de

c6lulas no leite. Estes m6todos detectam a presenga, no leite, de constituintes

celulares como o DNA, protefnas plasm6ticas ou enzimas. A estimativa da

quantidade de DNA no leite constitui o principio do teste californiano de mastites

(TCM), que 6 o m6todo de diagn6stico expedito de mastite mais utilizado (van

Weruen et a1.,2005), enquanto a prova de Whiteside se baseia na apreciagAo do

nfvel de proteinas plasm6ticas presentes no leite. Como enzimas de origem

celular, indicadoras da presenga de c6lulas som6ticas no leite, destacam-se a

lacto-desidrogenase e a catalase. O nfvel de polimorfonucleares no leite pode

ainda ser avaliado atrav6s de um teste de ELISA, que detecta a presenga de

antig6nios especfficos destas c6lulas. A pesquisa do enzima N-acetil-B-D-

glucosaminidase (NAGase), proveniente dos lisosomas, 6 indicador de destruigdo

tecidular, visto que este enzima tem origem primordialmente nas c6lulas do

epit6lio mamdrio (Kitchen et al., 1978). No entanto, o seu doseamento est6

directamente correlacionado com a CCS (Radostits et a1.,2000).

Relativamente aos ovinos, ndo foi ainda determinado um limite universal para o

n0mero de c6lulas som6ticas no leite a partir do qual se considera que h6 MSC
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(Radostits et al., 2000). Diversos autores sugerem diferentes limites, desde

250 X 103 c6lulas/mL de leite (De La Cruz et at., 1994; Pengov, 2OO1),300 X 103

c6lulas/ml (Gonzdlez-Rodriguez et a1.,1995), 4OO X 103 c6lulas/ml (Leitner et al.,

2OOO), 5OOX 103 c6lulas/mL (Travnicek et al., 1978; Vitkov e Vitanov, 1980

referidos por Fthenakis ef at.,1991; Berthelot et al.,2006), 1 OOO X 103 c6lulas/ml

(Jones, 1991; Fthenakis et al., 1991), at6 1 5O0X 103 c6lulas/mL de leite

(Mavrogents et al., 1995). Segundo Radostits et al. (2000), a CCS em ovelhas

sauddveis pode variar entre 5OO X 103 e 1 OOO X 103 c6lulas/ml. No entanto, mais

de 95% das amostras de leite destas ovelhas revelou valores abaixo de 500 X 103

c6lulas/ml. Num estudo que integrou 357 ovelhas, pertencentes a 8 efectivos, a

CCS dos animais sem infecgdo intramamdria variou entre os valores 255 e

320X 103 c6lulas/ml de leite (Bergonier et al.,2OO5b). Por6m, os resultados de

um estudo que incidiu sobre 5 672 ovelhas revelaram que o leite de ovelhas livres

de infecgdo intramam6ria cont6m menos de 250X 103 c6lulas/ml (Romeo et al.,

1998). Paape e colaboradores (2001) referem que a CCS em ovelhas n5o

infectadas 6 semelhante d contagem em vacas nas mesmas condig6es, podendo

variar entre 10 e 200 X 103 c6lulas/ml. O facto de diferentes ragas de ovelhas, no

seu estado hfgido, revelarem diferentes CCS sugere a necessidade de usar

limites especificamente definidos para cada raga (GonzAlez-Rodriguez et al.,

1995; Las Heras et al., 1999a). Nos Estados Unidos da Am6rica, o limite legal

para a CCS no leite de ovelha, leite de conjunto do tanque, 6 75OX1O3 /mL

(Paape eta1.,2001). Berthelot e colaboradores (2006) referem que uma CCS no

leite do tanque de 650 X 103 6 indicadora de 15% de preval6ncia de mastite no

efectivo, sendo a contagem de 1OO X 103 indicativa de uma prevalOncia de 2 a 3"/o.

Al6m do agravamento do teor de c6lulas som6ticas, a mastite determina outras

alterag6es no leite, cuja detecgdo permite o diagn6stico de MSC. O facto de a

permeabilidade dos vasos estar aumentada durante um processo mastftico

permite a passagem de i6es para o leite. Enquanto o aumento de i6es de s6dio e

cloro sdo respons6veis por um acr6scimo da condutividade do leite, os i6es de

bicarbonato determinam uma elevagSo do seu pH. A destruigdo do epit6lio

alveolar possibilita o acesso ao leite de soro sangufneo, o que lhe confere

actividade antitripsinica, aumentando, tamb6m a concentragdo de seroalbumina.
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A constatagdo destas alterag6es quimicas no leite 6, portanto, indicativa da

exist6ncia de MSC.

Pode tamb6m diagnosticar-se a mastite subclinica atrav6s de an6lises

microbiol6gicas do leite, para detecgdo de microrganismos causadores de

mastite. Por6m, este tipo de an6lises, por serem caras e morosas, sdo

habitualmente efectuadas ap6s a detecgdo de MSC, atrav6s de um dos outros

m6todos referidos. Atrav6s de andlises microbiol6gicas 6 possfvel identificar o

agente etiologico e estudar a sua susceptibilidade a agentes antimicrobianos.

TerapGutica

O tratamento da mastite pode resolver o problema da infec96o intramam6ria mas,

geralmente, ndo restitui o funcionamento da glAndula afectada (Jones, 1991).

Al6m disso, frequentemente a cura clinica n6o corresponde a uma cura

microbiol6gica, verificando-se que, ap6s suspensdo da terap6utica, acontece um

ressurgimento da sintomatologia, a que corresponde o isolamento do mesmo

agente etiol59ico anteriormente identificado.

A mastite aguda nas ovelhas pode ser tratada com agentes antimicrobianos, por

via endovenosa, oral ou intramam6ria (Radostits ef al., 2OO0). As preparag6es

medicamentosas de aplicagdo intramam5ria para vacas podem ser usadas em

ovinos; no entanto, o interualo de seguranga necess6rio para a completa

eliminagSo do produto terd que ser mais longo do que o preconizado para bovinos

(Buswel e Barber, 1989).

No caso de mastite hiperaguda com gangrena, a antibioterapia intramam6ria n6o

6 suficiente, visto que o edema na glAndula prejudica a difusSo do produto

medicamentoso. e necesserio tratamento sist6mico com doses elevadas de

antibi6tico, de forma a atingir niveis terap6uticos do fdrmaco na glAndula

mam6ria.

Apesar de, presentemente, a utilizagdo de antibi6ticos constituir o tratamento de

eleigdo para as mastites, os resultados obtidos ficam longe do que seria

desejSvel. Com efeito, o tratamento de animais durante a lactagSo, geralmente,

n6o leva d cura, pois 6 diffcil conseguir que o agente antimicrobiano utilizado
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permanega na glAndula mam6ria em doses terap€uticas durante o tempo

suficiente, devido d quantidade de leite presente e ao efeito mecdnico do fluxo do

leite e da ordenha. Mesmo o tratamento durante o perlodo seco muitas vezes ndo

resolve casos de mastite cr6nica, principalmente quando o agente etiol6gico

apresente mecanismos de sobreviv6ncia como a capacidade para produzir

biofilme ou a possibilidade de sobreviver dentro das c6lulas epiteliais ou mesmo

das c6lulas fagocit6rias, como 6 o caso de Staphylococcus aureus.

A!6m do referido, se nao forem cumpridos os intervalos de seguranga, a utilizagdo

de antibi6ticos 6 respons6vel pela contaminagdo do leite com residuos que s6o

prejudiciais ao consumidor. A utilizagSo de um agente antimicrobiano exerce uma

pressdo de selecgio sobre as populag6es microbianas para estirpes resistentes a

esse e a outros agentes antimicrobianos (Costa, 2005). Este aspecto interfere

negativamente sobre o problema do controlo de mastites (Rajala-Schullz et al.,

2005; Boutet e Lekeux, 2005), mas tamb6m pode favorecer a emerg6ncia de

estirpes multirresistentes com impacto em saUde pfblica (Angulo et al., 2004;

Tollefson e Karp, 2OO4).

Por estas raz6es, entre outras, est6 actualmente muito valorizada a produgSo

biol6gica de animais, cujo maneio restringe a utilizagdo de antibi6ticos e outros

produtos, com a finalidade de proteger a safde dos consumidores de produtos de

origem anima!. A utilizagdo de terapGuticas de mastite, alternativas aos

antibi6ticos, tem sido amplamente estudada. Vdrias substAncias t6m sido testadas

quanto a sua acgdo bactericida ou bacteriost6tica sobre microrganismos

causadores de mastite, entre as quais algumas bacteriocinas. Bacteriocinas sdo

p6ptidos biologicamente activos, produzidos por microrganismos, que t6m

propriedades bactericidas contra outras esp6cies estreitamente relacionadas com

a estirpe produtora, sendo algumas bacteriocinas tamb6m activas contra estirpes

distanciadas filogeneticamente (Gonzdiez-Maft fnez et al., 2003).

A nisina, um p6ptido de cadeia cufta produzido por Lactococcus lactis var. lactis,

inibe o crescimenlo in vitro de v6rias bact6rias Gram-positivas causadoras de

mastites, mas ndo 6 eticaz contra Gram-negativos (Broadbenl et al., 1989).

Outras bacteriocinas produzidas por Lactococcus lactis var. lactis s6o as

lacticinas, que tamb6m exibem acgSo bacteriocida in vitro contra vdrios agentes
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patog6nicos isolados de leite de animais com mastite (Ryan et al., 1998; Sharma

e Malik, 2005) e cuja administragdo intramam6ria a animais mastiticos resulta na

recuperagSo de 50% dos animais (Sharma e Malik, 2005). Um estudo recente

demonstrou que a infusdo intramam6ria de uma cultura viva de Lactococcus lactis

reduz em 50% os casos de MSC e em 77o/o os casos de MC em bovinos (Crispie

et a1.,2005a), por6m esta esp6cie j6 foi referida como agente de MSC em ovelhas

(Pengov,2001).

Uma outra protelna bacteriana, a lisostafina produzida por Staphylococcus

simulans, tem um efeito bactericida sobre Staph. aureus e foi j6 testada na

terap6utica de vacas com mamite clfnica, causada por Streptococci (Oldham e

Daley, 1991) e por Staph. aureus (Komine et a1.,2006). Atrav6s de engenharia

gen6tica, Robert Wall e colaboradores (2005) produziram vacas transg6nicas que

produzem 0,9 a 14 mg de lisostafina por mililitro de leite, a qua! demonstrou

capacidade in vitro para lisar Staph. aureus. Estas vacas, quando

experimentalmente infectadas com Sfaph. aureus, n5o desenvolveram mastite,

contrariamente aos animais no grupo de controlo. Ainda com o objectivo de

produzir vacas transg6nicas resistentes a mastites, atrav6s da expressdo de

substAncias antimicrobianas no leite, foi criada, por engenharia gen6tica, uma

substAncia resultante da fusSo de lisostafina com a endocina produzida por um

bacteri5fago de Streptococcus agalacfiae (Donovan ef a1.,2006\.

Al6m das bacteriocinas, outros produtos t6m sido testados quanto d sua eficiGncia

para o tratamento de mastite. Um produto d base de enxofre e 6cido salicilico,

cuja aplicagSo 6 feita topicamente no quarto/metade afectada, foi testado com

bons resultados em vacas e 6 recomendado para ovelhas (Burgess, 1gg1). o
produto da digestdo pela quimosina da cr-caseina-s1, isracidina, injectado no

0bere de ovelhas pode ser utilizado como terap6utica ou para profilaxia (Lahov e

Regelson, 1996).

Tamb6m como tratamento alternativo a utilizagSo de antibi6ticos e,

especificamente, para o tratamento de animais explorados de modo biol6gico,

alguns autores prop6em terapia homeop6tica, para conseguir reduzir em 25"/" a

utilizagSo de antibioticos (Fidelak ef al., 2005). A utilizagdo de eruas tradicionais

chinesas, para a terapOutica de vacas com mastite clinica causada por Staph.
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Mastites

aureus, resultou numa taxa de cura clinica de 81"/o e uma taxa de cura

bacteriol6gica de 40% (Han e Han, 2005).

O recurso a citoquinas para o tratamento da mastite tem sido alvo de estudo dos

investigadores nos riltimos 15 anos. Citoquinas sdo glicoproteinas segregadas por

variados tipos de c6lulas que, ao ligar-se a receptores especificos na membrana

da mesma c6lula, de c6lulas vizinhas ou de outras d distAncia, induzem uma

actividade por parte desta fltima c6lula, que pode ser diversa. As citoquinas

seruem de mediadores inter-celulares e t6m um papel fundamental em todos os

mecanismos de defesa do hospedeiro, visto que regulam a actividade das c6lulas

que participam tanto na resist6ncia inata, como na imunidade adaptativa. A

secregSo de citoquinas pode ser estimulada por ac96o de microrganismos ou

outras citoquinas produzidas por outras c6lulas, mas os avangos na tecnologia da

recombinagdo de DNA je permitem a produgdo de grandes quantidades de

citoquinas recombinantes (Sordillo, 1997).

Trabalhos sobre o efeito das citoquinas na glAndula mamdria e sobre os agentes

causadores de mastite t6m sido amplamente desenvolvidos em vacas. A

capacidade, in vitro, para produzir a mofte intra-celular de Staph. aureus

fagocitados por PMNs circulantes 6 intensificada quando estas c6lulas sdo

previamente incubadas com factor de necrose de tumores-cr (TNF-cr). Esta

citoquina tamb6m aumenta a capacidade que ceftos antibi6ticos t6m para lisar

Staph. aureus intracelularmente (Sanchez et al., 1994). As duas compet6ncias

referidas tamb6m foram demonstradas por ac96o de interleuquina-1B (lL-18)

(Sanchez et al., 1994). A infusSo intramam6ria de lL-18 em quartos mamSrios

infectados experimentalmente com Sfaph. aureus 6 pouco eficiente, visto que de

83% de glAndulas curadas clinicamente, s6 42"/o corresponderam a cura

bacteriologica (Daley et al., 1991). No entanto, em combinagdo com o tratamento

antibiotico tradicional, aumentou a eficdcia terap6utica em 55% de casos de

mastite causada por Staph. aureus (Coyle et al., 1992).

A administragdo intramam6ria de interleuquina-Z (lL-2) induz a activagdo de

neutr6filos no leite (Daley et al., 1991) e o aumento da sua acgdo bactericida

(Wedlock et a\.,2000). A sua administragdo terap6utica em quartos infectados

pode ser ben6fica em associagdo com antibioticos (Daley et al., 1992). A
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utilizagdo de antibi6tico associado a lL-Z, para o tratamento de vacas com mastite

a Staph. aureus durante o periodo seco, relativamente a animais tratados s6 com

antibi6tico, resultou num menor nfmero de infecg6es ap6s o parto (Furda et al.,

1 ee2).

Ndo foi encontrada qualquer refer6ncia a utilizagdo de citoquinas para o

tratamento de mastite ovina, por6m, num estudo efectuado em ovelhas com

mastite aguda, induzida experimentalmente durante a fase seca, utilizando Staph.

aureus e E. coli, foi sugerido que existe uma relagSo estreita entre a concentragdo

de lL-1B e !L-8 na glAndula mamdria e a intensidade da infiltragSo linfocitdria

(Waller e Colditz, 1999) e, ap6s a infecgso experimental da glAndula mamdria de

ovelhas com Staph. epidermidis, oS autores associaram a presenga de

microrganismos na glAndula com a presenga de lL-8 e elevada CCS, tendo

atribuido a lL-1B a evolugSo favor6vel da infecgdo para a cura (Winter ef al.,2OO3;

2005).

Profilaxia

A prevengSo das doengas 6 sempre a forma de controlo mais desejada, visto ser

mais econ6mica, al6m de mais adequada em termos de bem-estar animal. No

caso da mastite, este aspecto torna-se ainda mais relevante, uma vez que os

danos provocados por esta afecgso na gldndula mam6ria s6o irreverslveis e a
produgSo nas lactag6es seguintes 6 sempre afectada em maior ou menor grau,

conforme a extensSo do epit6lio mamdrio destruido. A profilaxia das mastites

pode ser desenvolvida com o recurso a medidas de profilaxia sanit6ria e a ac96es

de profilaxia m6dica.

Profilaxia Sanitdria

A aplicagSo de medidas higio-sanit6rias com vista a impedir a invas6o da glAndula

mamdria pelos agentes microbianos 6 a chave da prevengdo das mastites. Estas

medidas de maneio ir5o contrariar as causas predisponentes je referidas,

diminuindo a possibilidade de acesso dos microrganismos A glAndula mam6ria

e/ou melhorando a capacidade de resist6ncia do animal d doenqa.
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O programa de controlo de mastite a aplicar aos efectivos leiteiros ovinos pode

ser determinado por adaptagSo de programas estabelecidos para bovinos, cuja

efici6ncia est6 amplamente comprovada. O "plano de controlo de 5 pontos",

estabelecido pelo National lnstitute of Research in Dairying (Radostits et al.,

2000), encerra as medidas fundamentais para o controlo de mastite: [1] Higiene

do 0bere e da ordenha; [2] equipamento de ordenha convenientemente instalado,

em perfeito estado de funcionamento e manutengdo; [3] tratamento de secagem;

[4] tratamento eficiente de mastites clinicas durante a lactagdo e [5] refugo de

animais com infec96es cr6nicas. Este plano resume as medidas preconizadas

num programa para controlo de mastites em pequenos ruminantes (Aparicio et al.,

2005) que compreende os seguintes aspectos: rotina de ordenha cuidada;

desinfecgdo dos tetos ap6s a ordenha por imersdo numa substAncia antiss6ptica;

execugdo da ordenha ordenadamente, ordenhando animais com mastite no final;

revisdo da m6quina de ordenha; tratamento de secagem e refugo de animais com

infec96es cr6nicas, al6m do uso de autovacinas para mastites estafiloc6cicas e

mastites a Mycoplasma, esta uma acgdo de profilaxia m6dica.

Assim:

1 - A higiene do ribere e da ordenha incluem a rotina de ordenha cuidada, a

desinfecgdo dos tetos ap6s a ordenha e a ordenha ordenada, tal como outras

medidas de higiene referentes ao ordenhador e ao equipamento de ordenha.

Como o tempo de ordenha das ovelhas 6 muito menor que o tempo de ordenha

para as vacas, ndo 6 f6cil adaptar uma rotina de ordenha higi6nica semelhante.

Menzies e Ramanoon (2001) sugerem, antes da ordenha, s6 lavar e secar os

riberes sujos ou funcionar com poucas unidades por ordenhador, para evitar que

os riberes fiquem molhados, aumentando o risco de infec96es intramamdrias. A

desinfecgso dos tetos antes e ap6s a ordenha reduz significativamente o nfmero

de microrganismos mes6filos no leite de ovelha (Pavicic et al., 2005) e a

desinfecgdo ap6s a ordenha, est6 comprovado que reduz a CCS e a taxa de

novas infecg6es em cabras (Paape et a1.,2001).

2 - e muito importante que equipamento de ordenha esteja convenientemente

instalado e em perfeito estado de funcionamento e manutengdo. O mau

funcionamento e/ou utilizagdo negligente do equipamento de ordenha podem

24



ocasionar les6es nos tetos as quais favorecem o inicio de infec96es

intramamdrias e diminuem a capacidade de defesa ao nfvel do canal do teto, por

danificarem o esfincter e a camada de queratina. Al6m disso, flutuag6es no vdcuo

podem forgar a entrada de microrganismos no interior da glAndula mam6ria (Peris

et a\.,2001).

3 O tratamento de secagem consiste na administragSo de compostos

quimioterdpicos no final da lactagSo. Este tratamento, nas ovelhas, pode ser

efectuado por aplicagdo intramam6ria (Hueston et a1.,1989; Ahmad et a1.,1992b;

Tietze et al., 1993) ou por administragSo parenteral (McCarthy et al., 1988;

Cuccuru et a1.,1999) e produz redugdo na taxa de infec96es intramam6rias ap6s

o parto e diminuigdo da CCS no leite de conjunto, leite do tanque (De Santis et al.,

2005b).

4 - O tratamento eficiente de mastites clinicas durante a lactagdo 6 fundamental

para n6o evolufrem para a cronicidade. Esta medida n6o 6 referida relativamente

ao maneio de ovelhas leiteiras visto que, frequentemente, ap6s a ocorr6ncia de

um epis6dio de mastite clfnica, o animal nio prossegue a lactagSo.

5 O refugo das ovelhas afectadas 6 uma das medidas consideradas

fundamentais por Radostits e colaboradores (2000), embora os autores

considerem que, geralmente, ndo 6 suficiente para controlar a doenga num

efectivo.

Parece-nos adequado considerar, no Ambito da profilaxia sanit6ria, o maneio

alimentar das f6meas leiteiras, o qual deve fornecer ao anima! os microelementos

considerados importantes para um bom funcionamento da glAndula mam6ria.

Alguns micronutrientes t6m um poder imunorregulador e as respectivas car6ncias

repercutem-se sobre o estado sanitdrio da glAndula mamdria. E o caso do sel6nio,

da vitamina E, da vitamina A, dos B-carotenos, do cobre e do zinco. AI6m disso,

estas substAncias t6m a capacidade de prevenir e inactivar os radicais livres de

oxig6nio. Durante o metabolismo celular normal e durante a inflamagSo formam-

-se radicais livres de oxig6nio que danificam os tecidos atrav6s de peroxidagSo

dos lipidos constituintes das membranas, inactivagdo e desnaturagdo de enzimas,
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danificagdo do DNA e alteragdo de carbohidratos que pode alterar a fungSo de

receptores celulares (Harmon, 1 994).

O sel6nio (Se) 6 um componente do enzima anti-oxidante glutationa-peroxidase, o

qual 6 essencial para a protecgAo das c6lulas, nomeadamente os neutr6filos,

contra acgdo auto-oxidativa dos radicais de oxig6nio. Em solos pobres em

sel6nio, as pastagens n6o fornecem a quantidade necess6ria aos animais. Vdrios

estudos t6m documentado os beneflcios da dieta suplementada com sel6nio no

controlo de mastites em bovinos (Sordillo et al., 1997). Em ovelhas, a

administragSo intramuscular de selenito de s6dio 30 dias antes do parto, a

animais cuja alimentagSo era j6, suplementada com este microelemento, resultou

numa melhoria da imunidade celular e num aumento da produgSo de leite em

relagdo aos animais n6o tratados. No entanto, a CCS ndo foi significativamente

afectada (Lacetera et al., 1999).

A vitamina E, que tem propriedades biol6gicas semelhantes ao Se, 6 um

importante constituinte das membranas celulares, al6m de ter um papel regulador

na biossfntese de v6rios mediadores inflamat6rios. Esta vitamina 6 impoftante

para a integridade dos tegumentos, para a cicatrizagSo de feridas e 5 capaz de

estimular tanto a imunidade celular como humoral (Reddy et al., 1987). A vitamina

E aumenta a capacidade dos neutr6filos para destruir Staph. aureus e E. coli. A

suplementagSo de vacas leiteiras com uma combinagdo de sel6nio e vitamina E,

que t6m efeito sin6rgico, reduziu a prevalOncia de MSC, a taxa de novas

infec96es ap6s o pafio, a CCS e a duragSo e severidade de MC (Hogan et al.,

1993). Em ovelhas, a administragSo parenteral destes compostos, durante o

perlodo seco, diminuiu a CCS na lactagSo seguinte, mas nio afectou a incidOncia

de MC nem de infecgSo intramamdria (Morgante ef a/., 1999).

A vitamina A e o seu precursor B-caroteno s6o impoftantes para a integridade das

mucosas, estimulam as c6lulas imunit6rias e estdo, geralmente, associados ao

aumento da resist6ncia ds doengas. Defici6ncias nestes nutrientes t6m sido

associadas ao aumento da severidade das mastites (Sordillo et al., 1997). O B-

caroteno, independentemente da sua fungdo de precursor da vitamina A, parece

ter um efeito protector na glAndula mamdria, visto ter a capacidade de estimular
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leuc6citos circulantes e mamdrios, rn vitro, para lisar Sfaph. aureus (Daniel et al.,

1ee1).

O cobre 6 necessdrio para a slntese de hemoglobina e 6 um elemento essencial

do enzima anti-oxidante superoxido-dismutase dependente do cobre (Sordillo ef

al., 1997). Defici6ncias em cobre em ruminantes podem diminuir a capacidade de

macr6fagos e neutr6filos para fagocitar e lisar os microrganismos, prejudicando a

principal protecgSo da glAndula mamdria face d infecgso por bact6rias (Harmon e

Torre, 1994). Em vacas, a suplementagSo com cobre reduziu a taxa de quartos

infectados ap6s o parto, tal como a taxa de infec96es com agentes patog6nicos

maiorit5rios (Harmon et al., 1994a). A MC experimentalmente induzida com

endotoxina resultou menos grave, com sinais clinicos menos marcados e menor

ccs, em vacas suplementadas com cobre do que em animais n6o

suplementados (Harmon et a1.,1994b). Embora n6o se tenha observado o mesmo

efeito apos infecgdo experimental com Staph. aureus, os animais suplementados

revelaram n0meros de microrganismos no leite mais baixos do que o grupo de

controlo (Harmon et al., 1994c). A utilizagSo de proteinato de cobre como

suplemento revelou uma menor proporgSo de quartos infectados ap6s o pafto em

comparaqdo com animais que receberam sulfato de cobre. A percentagem de

quaftos infectados com agentes patog6nicos minoritdrios foi menor quando foi

utilizado proteinato de cobre, mas as infec96es com agentes patog6nicos

maiorit6rios foram menos frequentes quando se usou sulfato de cobre (Harmon,

1998). Ndoforam encontradas referOncias d utilizagdo de cobre para a profilaxia

de mastites em ovinos.

O zinco tamb6m tem um papel anti-oxidativo visto que 6 um componente do

enzima superoxido-dismutase Zn-dependente (Sordillo et al., 1997). E essencial

para a integridade da pele e necessdrio para a sfntese da queratina que reveste

internamente o canal do teto (Harmon e Torre, 1gg4; Spain et al., 2oo5). A
vulnerabilidade da gldndula mamdria aumenta se houver uma deficiente camada

de queratina (Capuco et dl., 1992). Administrado a vacas leiteiras como

suplemento da dieta, reduziu a CCS no leite (Andersson et al., 2o0s) e a
incid6ncia de novas infecgdes intramam6rias (Spain, 1993). A suplementagdo da

dieta em ovelhas resultou num decr5scimo da adesdo in vitro de Staph. xylosus a
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c6lulas do epit6lio mam6rio. Este efeito foi mais acentuado em animais

suplementados com zinco sob a forma de proteinato do que em ovelhas que

receberam 6xido de zinco (Saianda et al., 1999).

O efeito anti-oxidante do 6cido asc6rbico sobre a glAndula mamdria de bovino

com mastite aguda foi tamb6m investigado. Observou-se um aumento de

imunoglobulina G1 (lgG1) no leite e verificou-se que a recuperagSo da taxa de

produgio de leite foi mais rdpida em animais tratados com 6cido asc6rbico do que

em animais que ndo receberam o tratamento (Chaiyotwittayakun et al.,2OO2).

Profilaxia M6dica

As medidas de profilaxia desenvolvidas atrav6s de actos m6dicos visam a

manipulagdo do sistema imunol6gico de forma a potenciar a reac96o imunit6ria

que se estabelece em resposta a uma infecgdo. Agentes que modificam a

resposta do hospedeiro face a microrganismos patog6nicos com benef[cio para o

primeiro sdo designados por modificadores da resposta biol6gica (Campos et al.,

1 ee3).

As vacinas s6o modificadores da resposta bio!6gica que potenciam a resposta

imunol6gica especffica. Por6m, outras substAncias ou ac96es podem estimular as

defesas ndo especfficas do animal, entre as quais as citoquinas. Portanto, a

capacidade natural da glAndula mamdria para se defender dos agentes

causadores de mastite pode ser estimulada por diversos mecanismos.

A estimulagdo especffica, atrav6s da utilizagSo de vacinas, tem um valor

relativamente limitado devido a grande variedade de agentes etiologicos e,

mesmo em situag6es bem definidas em que se pretende protecado contra um

determinado agente patog6nico, a efic6cia das vacinas, at6 d data desenvolvidas,

ndo tem sido suficiente para conferir a protecAdo necess6ria. Uma boa vacina

contra mastites deveria eliminar infecg6es cr6nicas, prevenir novas infeca6es e

reduzir a frequ6ncia e gravidade de MC (Sordillo ef aI.,1997).

Ao longo dos anos t6m sido estudados vdrios antig6nios vacinais, o que se

repercutiu no desenvolvimento de vacinas anti-mastititicas. Ensaios de vacinas

com antig6nios que induzem maior protecgdo do que os microrganismos inteiros,
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como o exopolissacarfdeo capsular de Staphylococcus aureus, revelaram bons

resultados ao reduzir a incid6ncia de MC causada pela infecgio experimental com

este agente patog6nico (Watson, 1988; Amorena et al., 1994) bem como a

incid6ncia de MSC induzida experimentalmente com Sfaph. simulans (Amorena ef

al., 1994). Recentemente tem sido investigada a produgdo de vacinas de DNA

constituidas com genes de adesinas microbianas cujo objectivo 6 induzir a

produgdo de anticorpos para impedir a adesSo dos microrganismos irs c6lulas do

epit6lio mam6rio. A administragdo destas vacinas a ratos induziu a produgSo de

imunoglobulinas capazes de inibir a adesdo rn vitro a c6lulas epiteliais

(Castagliuolo ef al., 2OO5) e reduziu a infec96o experimental em ratos e bovinos

(Shkreta et a1.,2004; Castagliuolo et a1.,2005)

A utilizagdo de autovacinas tem tamb6m sido preconizada por alguns autores. A

infecgSo natural por Mannheimia haemolytica toi completamente evitada em

ovelhas de carne (Kabay e Ellis, 1989) e a prevalOncia de MSC em ovelhas

leiteiras da raga Assaf foi reduzida, tendo-se verificado um aumento de 13,5% na

produgSo de leite dos animais vacinados, relativamente aos animais de controlo

(Las Heras et a1.,2001).

A via de administragdo utilizada para a vacinagSo tem influ6ncia na resposta

imunit6ria. A imunizagio local, atrav5s da instilagSo intramamdria de antig6nios

durante o periodo seco, aumenta substancialmente a protecqdo na g!6ndula

mamdria (Chang et al., 1981; Colditz e Watson, 1985). A administragdo

intramamdria de Staph. aureus na glAndula de rato induziu uma resposta humoral

e uma resposta celular, aumentando tamb6m a produgdo de interferdo-y (!FN-y)

(G6mez et al., 2002). Diversos locais de inoculagSo t6m sido utilizados para a

administragdo parenteral, nomeadamente a via intra-muscular na perna (Amorena

et al., 1994), a via intra-peritoneal (Kabay e Ellis, 1989) ou a via subcutAnea.

Neste caso, se o local de inoculagSo for na projecgdo do gAnglio supra-mamdrio

podem obter-se elevados niveis de anticorpos na secregdo mam6ria (Colditz e

Watson, 1985).

A estimulagSo inespeclfica da glAndula mamdria induz mecanismos gerais de

defesa, portanto, tem a vantagem de funcionar para toda uma pan6plia de

agentes etiol6gicos possfveis.
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A utilizagdo de citoquinas, como medida profil6ctica no controlo de mastites em

bovinos, tem sido objecto de estudo nos ultimos anos. A inoculagdo subcutAnea

de recombinante humana de factor estimulante das col6nias de granul6citos (rhG-

CSF), a vacas em lactagdo, reduziu em 46,7"/" a taxa de novas infec96es

intramam6rias por Staph. aureus, devido ao aumento de neutr6filos na gldndula

mam6ria (Nickerson et al., 1989c). A infusdo intramam6ria de lL-18 produziu um

aumento de neutr6filos funcionalmente activados (Daley et a1.,1991; Coyle et al.,

1992) e conferiu uma protecgdo transit6ria face d infecgdo experimental por

Staph. aureus (Coyle et al., 1992). A administragdo profildtica de IL-2 revelou

proteger a glAndula de subsequente infecgSo experimental com Staph. aureus

(Sordillo, 1997), tendo a estimulag6o local da glAndula mam6ria com esta

citoquina induzido um aumento da concentragdo de linfocitos, plasm6citos e

macr6fagos no epit6lio do teto e cisterna da glAndula (Nickerson ef a/., 1989b).

Ainda, a activagdo in vitro de linfocitos mam6rios com lL-2 produziu um aumento

da sua acgdo citot6xica e da sua capacidade para lisar Sfaph. aureus, atrav6s de

um mecanismo extra-celular (Sordillo et a1.,1991). Tamb6m o INF-y parece poder

induzir a fagocitose na glAndula mamdria e regular a resposta inflamat6ria aguda

face a toxinas bacterianas durante uma mastite coliforme aguda, pois a infusSo

intramam6ria de INF-y antes da infecgdo experimental com E. coliresultou numa

redugSo de quartos infectados, menor taxa de mastite clinica e infec96es de

duragdo mais curta em relagdo aos animais de controlo. Doses muito baixas

produziram um aumento dos linf6citos locais, enquanto doses superiores n6o

causaram alterag6es na qualidade do leite nem modificag6es histol6gicas no

tecido mam6rio (Babiuk et al., 1991).

Al6m dos aspectos referidos, as citoquinas IFN-y, lL-1 e lL-Z revelaram boas

capacidades como adjuvantes de vacinas. IFN-y 6 capaz de activar macr6fagos e

induzir a expressdo de mol6culas do complexo maior de histocompatibilidade

(MHC) classe !!. lL-1 estimula os linf6citos T aumentando tamb6m a resposta

citot6xica e lL-2 actua tanto sobre linf6citos T como linf6citos B, exercendo um

excelente efeito adjuvante sobre tr6s mecanismos diferentes: citotoxicidade

especffica, proliferagdo celular e sfntese de anticorpos (Campos ef a/., 1993).
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Outras substAncias podem actuar melhorando o desempenho do sistema

imunit6rio, oo prolongar a vida das c6lulas envolvidas nos mecanismos

imunol6gicos ou aumentar a sua eficiGncia. E o caso do levamizole que tem um

poder modulador sobre a imunidade celular, a imunidade humoral e estimula a

actividade celular de macr6fagos e polimorfonucleares. Administrado por via oral

a vacas com MSC, reduziu a CCS e a quantidade de microrganismos no leite. Em

vacas saud6veis verificou-se um aumento significativo de imunoglobulinas no leite

(lshikawa et al., 1982).

A acrescent ar ao jA referido efeito terap6utico, quando aplicada a animais

infectados, a infusdo intramamdria, em bovinos, de uma cultura viva de

Lactobacillus lactis demonstrou ter um efeito imunoestimulante, induzindo a

chamada de PMNs it glAndula mamdria (Crispie et a1.,2005b). Contudo, como foi

referido, esta esp6cie, pode provocar MSC em ovelhas (Pengov,2001).

Na constante procura de novas alternativas para o tratamento e prevengSo de

mastites, Roth e colaboradores (2001) estudaram o efeito de soro de leite

hiperimune ultrafiltrado sobre a actividade de neutr6filos circulantes de bovino. O

referido soro foi produzido a partir de leite de vacas previamente imunizadas,

atrav6s da instilagSo intramam6ria de v6rios agentes de mastite inactivados. A

incubagdo in vrtro de neutrofilos com este soro aumentou a sua capacidade de

migrag6o e de lisar os microrganismos fagocitados. Houve tamb6m maior

produgdo de radicais livres de oxig6nio, um aumento da desgranulagdo cetular -
libertagdo de mieloperoxidase dos Iisozomas - e melhorou a acgSo citot6xica tanto

dependente como independente de anticorpos (ADCC e AICC). Ap6s inoculagAo

subcut6nea do mesmo produto em vacas no periodo peri-parto, foram recolhidos

e analisados neutr6filos circulantes, os quais demonstraram um poder bactericida

muito aumentado em relagSo ao grupo de controlo.

Vdrios m6todos t6m sido propostos para acelerar a involugSo mam6ria no fina! da

lactagdo, pois a susceptibilidade a novas infec96es 6 muito elevada durante este

perfodo. A infusdo de endotoxina de E coti elou colchicina (composto anti-

mit6tico), no inicio do periodo seco, aumentou o nive! de c6lulas fagocit6rias e de

imunoglobulinas, al6m de encuftar este perfodo (Oliver e Smith, 1982, citado por

Colditz e Watson, 1985). Outras formas de produzir uma involugSo acelerada
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consistem na administragdo de estrog6nios ou na infusSo intramamdria de

citoquinas recombinantes bovinas, lL-1F e !L-2 (Burton e Erskine, 2003).

A estimulagio ndo especifica atrav6s da utilizagdo de dispositivos intra-mamdrios

foi amplamente experimentada. O dispositivo intramam6rio consiste num pequeno

objecto inerte, esterilizado, que 6 introduzido na cisterna da glAndula atrav6s do

canal do teto, com o objectivo de estimular um aumento do nUmero de leuc6citos

na gldndula mam6ria, Foram avaliados diferentes tipos de dispositivos: lisos,

rugosos, impregnados de cobre, cobeftos de enxofre. No entanto, apesar de

induzirem um aumento de leuc6citos, n6o conferem uma protecqdo razofvel

(Nickerson et al., 1990) e podem traumatizar o epit6lio e ocasionar hemorragias,

respons6veis pela presenga de sangue no leite (Kehrli e Harp, 2001). A utilizagSo

de dispositivos intra-mam5rios em ovelhas pode promover um efeito protector

contra Staph. aureus, se a descarga de c6lulas somdticas atingir 1 OOO X 103

c6lulas/ml de leite, e proteger da infecgSo por Staph. epidermidis se a CCS

chegar a2OOX 103. No entanto a produgdo e qualidade do leite sdo nefastamente

afectadas (PenadSs et a1.,1993),
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Agentes etiol6gicos

1.3 _ AGENTES ETIOLOGICOS

Como foi referido anteriormente, s6o mriltiplos os agentes etiol6gicos de mastite

ovina. A mastite pode surgir como o resultado de manifestag6es locais ao nivet da

glAndula mamdria de uma doenga infecto-contagiosa. Esta situagdo verifica-se

nos casos de agal6xia contagiosa, provocada por Mycoplasma agalactiae, e de

Maedi-Visna, provocada por um lentivirus. Al6m destes microrganismos, uma

grande diversidade de bact6rias aer6bias, principalmente Gram-positivas, mas

tamb6m diversas esp6cies de bact6rias Gram-negativas e, ainda que embora

raramente, bact6rias anaer6bias e fungos podem provocar mastite nas ovelhas.

Os g6neros e esp6cies referidos na literatura consultada como agentes

etiol6gicos de mastite ovina s6o abaixo apresentados segundo a ordem

estabelecida na lista taxon6mica do National Center for Biotechnology lnformation

(NCBI,2006).

Super-rei no: Eubacteria

Filo: Actinobacteria

Classe : Acti nobacfena, Su bclasse: Acti nobacte ridae

O rdem : Acti n o myceta I es, S u bo rdem : Acti n o myc i n ae

Familia: Actinomycetaceae

G6nero: Arcanobacterium

A palavra Arcanobacterium tem origem na conjugagdo da palavra latina arcanus,

que significa reseruado, misterioso, com a palavra grega bakterion, designagflo

para pequena vara. As bact6rias peftencentes ao g6nero Arcanobacterium sdo

bacilos finos, irregulares e pleom6rficos, dispostos por vezes em forma de V, que

assumem formas cocoides com uma incubagSo prolongada. S5o microrganismos

Gram-positivos, ndo 6cido-resistentes, n5o esporog6neos, im6veis, anaer6bios

facultativos, que geralmente exibem resultado negativo no teste da catalase

(Collins e Cummins, 1986a).

Arcanobacterium (Actinomyces, Corynebacterium) pyogenes 6 um organismo

ubiquitdrio e contaminante comum da pele dos animais, que pode constituir causa
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Agentes etio169icos

primdria ou secunddria de uma grande variedade de infec96es piog6nicas nos

ruminantes. Esta bact6ria 6 um dos agentes etiologicos de mastite de VerSo nas

vacas (Radostits et a\.,2000). Nas ovelhas, pode induzir MC (Falade et a\.,1988)

ou MSC (Jones, 1991 ; Rapoport et al., 1999).

O rdem : Acti n o mycetal e s, S u bo rdem : Co ry n eb acte ri n e ae

Fam ilia: Corynebacte riaceae

G6nero: Corynebacterium

O nome Corynebacterium deriva das palavras gregas coryne, que significa

cacete, e bakterion, designagSo para pequena vara. Os microrganismos

pertencentes a este g6nero s6o bacilos direitos ou ligeiramente encurvados, com

topos arredondados e por vezes alargados, podendo apresentar formas elips6ides

ou ovais. A sua caracteristica morfologia de associagAo assemelha-se a paligada,

tamb6m com formas angulares em V e A. Estas bact6rias s6o Gram-positivas, por

vezes corando irregularmente e formando grAnulos metacrom6ticos, n6o s6o

6cido-resistentes, n6o sdo esporog6neas e s6o imoveis. Relativamente ao tipo

respirat6rio, s6o geralmente anaer6bios facultativos, por6m algumas esp6cies sdo

aer6bias, sendo produtores de catalase (Collins e Cummins, 1986b).

A esp6cie Corynebacterium pseudotuberculosis, o agente causal da linfadenite

caseosa das ovelhas, provoca frequentemente les6es supurativas nos gAnglios

supramamdrios que podem afectar a produgdo de leite, embora ndo seja uma

verdadeira mastite (Radostits et a\.2000). Por6m, foi referido como agente de

MSC por Las Heras et al. (1999a).

Outras esp6cies deste g6nero foram identificadas em diversos trabalhos,

representando 0,5 a 12"/o dos agentes respons6veis por MSC (Watson et al.,

1990; De La Cruz et al., 1994; Mavrogenis et al., 1995; Stefanakis et al., 1995;

Ziluaga et al., 1998; Apolo et al., 1999; Las Heras et al., 1999a; 1999c),

nomeadamente a esp6cie Corynebacterium bovis (Rapoport et al., 1999; Las

Heras et al., 1999a; 1999c). Com base nas suas caracteristicas fenotipicas e

filogen6ticas, foram propostas duas novas esp6cies associadas a MSC nas

ovelhas: C. mastitidis (Ferndndez-GarayzAbal et al., 1997; Las Heras et al.,

lgggb) e C. camporealensis (Fern6ndez-Garayzdbal ef a/., 1998a; Las Heras et
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Agentes etio169icos

al., 1999b), as quais s6o referidas em bibliografia posterior (Las Heras et al.,

1 999a).

Familia: Nocardiaceae

G6nero: Nocardia

O g6nero Nocardia foi nomeado em homenagem ao m6dico veterin6rio francBs

Edmond Nocard. A morfologia deste g6nero 6 caracteristica, apresentando hifas

rudimentares ou ramificadas que se fragmentam em pedagos bacilares ou

cocoides. Estas bact6rias s6o geralmente Gram-positivas, podendo variar, e

algumas estirpes s6o parcialmente 6cido-resistentes em algumas fases de

crescimento. N6o s6o esporog6neas, sdo im6veis, aer6bias e produtoras de

catalase (Goodfellow e Lechevalier, 1986).

Estes microrganismos s6o agentes ambientais patog6nicos oportunistas.

Nocardia sp, foi apontado por Watson e colaboradores (1990) como causador de

mastite em ovelhas, tendo apresentado uma frequ6ncia de isolamento de 2,4o/o no

estudo referido.

O rdem : Acti n o mycetal e s, S u bo rdem : M i c rococci n e ae

Familia: Micrococcaceae

G6nero: Micrococcus

A palavra Micrococcus prov6m do grego micrus, que significa pequeno, e coccus,

cujo significado 6 gr5o. As bact6rias pertencentes a este g6nero s6o esf6ricas ou

cocoides, designadas vulgarmente por cocos, com didmetro compreendido entre

0,5 e 2,0 pm, ocorrendo principalmente em pares, t6tradas ou cachos irregulares.

s6o Gram-positivas, n6o esporog6neas, geralmente im6veis. S6o

quimiorganotr6ficas de metabolismo estritamente oxidativo, aer6bias, produtoras

de catalase e de reacado positiva ao teste da oxidase (Kocur, 1986).

Esp6cies pertencentes a este g6nero podem ser agentes etiol6gicos de mastite

ovina, representando 1 ,7"/" a 21"/o dos agentes isolados de MSC em diferentes

estudos efectuados (Bor et al., 1989; Watson et al., 1990; De La Cruz et al., 1gg4;

Gonzdlez-Rodrlguez et al., 1995; Las Heras et al., 1gg9a; 1999c). A esp6cie
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Agentes etiologicos

referida como causadora de mastite em ovelhas 6 Micrococcus luteus (De La

Cruz et a1.,1994).

G6nero: Kocuria

O g6nero Kocuria foi criado em 1995, integrando v6rias esp6cies anteriormente

pertencentes ao g6nero Micrococcus, o qual deu origem a quatro novos g6neros

ap6s o resultado de an6lises filogen6ticas e quimiotaxon6micas terem revelado

que era muito heterog6neo (Stackebrandt et dl., 1995). Como tal, os

microrganismos apresentam as caracterfsticas fenotfpicas gerais descritas para o

g6nero Micrococcus.

A esp6cie Kocuria rosea (Micrococcus roseus) foi referida por De La Cruz e

colaboradores como causadora de mastite em ovelhas (1994).

Filo: Firmicutes

Classe: Bacilli

Ordem: Bacillales

Famflia: Bacillaceae

G6nero: Bacillus

A palavra Bacillus deriva do latim bacillum, que significa bastonete ou varinha. Os

microrganismos pertencentes ao g6nero Bacillus apresentam c6lulas de forma

cilfndrica, com bordos que podem Ser rectos ou arredondados, por vezes

agrupados em cadeias, As suas dimens6es podem variar entre 0,5 X 1,2 ;lm e

2,5X10 pm. As bact6rias s5o Gram-positivas, esporog6neas e geralmente

moveis. Quanto ao tipo respiratorio, s6o aer6bios ou anaer6bios facultativos e a

maioria das esp6cies produz catalase (Claus e Berkeley, 1986).

Esp6cies peftencentes a este g6nero podem ser agentes etiologicos de MC

(Falade et al., 1988), designadamente Bacillus cereus (Ziluaga et al., 1998),

podendo tamb6m provocar MSC (Bor et a1.,1989; Watson et al., 1990).
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Familia: Listeriaceae

G6nero: Listeria

O g6nero Listeria recebeu o nome de Lord Lister, o c6lebre cirurgido ingl6s. As

bact6rias peftencentes a este g6nero sdo pequenos bacilos, isto 6, apresentam

forma cilindrica, de molde regular, com topos arredondados, cujo diAmetro se

situa entre 0,4 e 0,5 pm e o comprimento varia de 0,5 a2,o pm, podendo algumas

c6lulas apresentar-se encuruadas. Estes microrganismos s6o Gram-positivos, ndo

6cido-resistentes, acapsulados, n6o esporog6neos e sdo m6veis. O seu tipo

respirat6rio 6 aer6bio e anaer6bio facultativo (Seeliger e Jones, 19g6).

A esp6cie Listeria monocytogenes 6 o agente da listeriose que, nas ovelhas,

pode apresentar-se sob a forma encef6lica ou abortiva. Este microrganismo pode

ocasionar MSC em ovelhas (Tzora et a1.,1999; Schoder et a1.,2003; Winter et al.,

2004). Ap6s inoculag6o experimental na gldndula mam6ria de ovinos,

desenvolveu-se MC com sintomatologia ligeira, em alguns, e MSC na maioria dos

animais, tendo evoluido para a cronicidade, conforme observag6es histol6gicas

que revelaram destruigdo alveolar e proliferagdo do tecido fibroso (Tzora et al.,

1 eee).

Familia: Staphylococcaceae

G6nero: Staphylococcus

O nome Staphylococcus prov6m das palavras gregas staphyle, que significa

cacho, e cocctts, que designa gr5o. As bact6rias pertencentes ao g6nero

Staphylococcus sdo c6lulas esf6ricas com 0,5 a 1,5 pm de diAmetro. Ocorrem

individualmente, em pares ou t6tradas, e dividem-se caracteristicamente em

vdrios planos de forma a constituir cachos irregulares. Os Sfap hytococci sdo
Gram-positivos, ndo esporog6neos, im6veis, anaer6bios facultativos e,

geralmente, produtores de catalase. Estes microrganismos s6o
quimiorganotr6ficos de metabolismo respirat6rio e fermentativo (Kloos e Schleifer,

1 e86).

A esp6cie Staphylococcus aureus 6 considerada como o principal agente

etiol6gico de mastite nos ovinos, d semelhanga do que acontece com os bovinos,
(Radostits et a1.,2000). Esta esp6cie 6 produtora de coagulase, possuindo v6rios
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outros factores de virul6ncia que lhe permitem infectar, permanecer e danificar a

glAndula mamdria, al6m de produzir vdrias toxinas e superantig6nios que podem

ser prejudiciais para o consumidor de leite, E o principal responsdvel por mastites

clinicas nas ovelhas, como tem sido amplamente demonstrado, apresentando

incid$ncias at6 20"/" de animais afectados e representando 32,2'84"/" dos agentes

microbianos isolados (Falade et al., 1988; Gutierrez et al., 1990; lndrebs, 1990;

Jones, 1991; Mavrogenis et a1.,1995; Bergonier et al., 1999; 2005a; Mark et al.,

2OO5). Provoca mastite hiperaguda, gangrenosa, com taxas de mortalidade de 25

a SO./". Nas ovelhas que sobrevivem, o epit6lio produtor das glAndulas afectadas

pode ficar parcialmente destrufdo, ou a mastite evolui para a forma cr6nica,

reduzindo a produgdo de leite em 25 a3O'/" (Radostits et a1.,2000). Staph. aureus

pode tamb6m provocar mastite subcl[nica, apresentando-se como agente

etiologico em 1,5 a 19,3"/" dos casos investigados (Bor et a1.,1989; Watkins et al.,

1991 ; Marco et al., 1993; De La Cruz et al., 1994; Mavrogenis et al., 1995; Dario

et al., 1996; Las Heras et al., 1999a; Pengov, 2001), podendo chegar a 37"/"

(Stefanakis et al., 1995) ou 46"/o (Apolo et al., 1999). Outra esp6cie coagulase

positiva do g6nero Staphytococcus referida como agente de MSC, 6 Staph.

intermedius (Las Heras et al., 1999a), esp6cie com particular relevAncia em

medicina veterin6ria.

Vdrias esp6cies de Staphylococci coagulase-negativos podem actuar como

agentes etiologicos de mastite em ovelhas e constituem a principal causa de MSC

(Jones, 1991 ; Radostits, 2000; Menzies e Ramannon, 2001). Estes

microrganismos sdo agentes que integram a flora normal da pele das ovelhas e,

durante muito tempo, foram considerados n6o patog6nicos. Diversos rastreios

efectuados em diferentes partes do Mundo (Ahmad et al., 1992b; De La Cruz et

al., 1994; Gonzillez-Rodr(guez et al., 1995; Hofer et al., 1995; Stefanakis et al.,

1995; Dario et al., 1996; Burriel, 1997; Ztluaga et al., 1998; Bergonier et al., 1999;

Las Heras et a1.,1999a; 1999c; Leitner et a1.,2001; Pengov, 2001) referem como

causadores de MSC as esp6cies Staph. capitis, Staph. caprae, Staph.

chromogenes, Staph, epidermidis, Staph, haemolyticus, Staph. hyicus,

Staph. lentus, Staph, lugdunensis, Staph. sciuri, Staph. simulans, Staph.

warneri e Staph, xylosus, tendo Staph. epidermidis revelado ser o agente

envolvido em maior nfmero de casos (De La Cruz et al., 1994; Hofer et al., 1995;
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Ziluaga et al., 1998; Bergonier et al., 1999; Las Heras et al., 1999a; 1999c;

Pengov, 2OO1; Ariznabarreta ef al., 2002). Tamb6m existem referOncias de SCN

respons6veis por MC em ovelhas (Gutierrez et al., 1990; Watkins et al., 1991;

Hofer et al., 1995) tendo-se verificado que alguns destes agentes, inoculados

experimentalmente na glAndula mam6ria ovina, resultam no desenvolvimento de

MC, designadamente Staph. chromogenes (Fthenakis e Jones, 1990b) e Staph.

haemolyticus (Coni et al., 1999).

Ordem: Lactobacillales

Famflia: Aerococcaceae

G6nero: Aerococcus

O g6nero Aerococcus foi assim designado com origem na palavra grega adr, que

designa ar. As c6lulas bacterianas pertencentes a este g6nero s6o esf6ricas, com

1,0 a 2,0 Um de diAmetro e t6m uma forte tend6ncia para se apresentar

agrupadas em forma de t6tradas, quando crescem em meios de cultura liquidos.

Os Aerococci sdo Gram-positivos, n6o esporog6neos, im6veis e microaer6filos,

quanto ao tipo respiratorio. Estes microrganismos sdo produtores de

pseudocatalase, pelo que podem apresentar uma reacgdo positiva fraca na prova

da catalase, embora geralmente o resultado seja negativo (Evans, 1986).

A esp6cie Aerococcus viridans, antigamente considerada como contaminante

quando isolada a partir de amostras clinicas, 6 causa pouco frequente de

infec96es em humanos (Ruoff, 2002) e tem sido referido como agente de MSC em

vacas (Owens et al., 1990; Devriese et al., 1999). Foi citada por Ziluaga e

colaboradores (1998) como agente de MSC nas ovelhas.

Famflia: Enterococcaceae

G6nero: Enterococcus

O g6nero Enterococcus foi criado em 1984 e compreende os microrganismos

anteriormente pertencentes ao g6nero Streptococctts, estreptococos fecais e

Streptococci do grupo D de Lancefield (Euz6by, 2005). As caracteristicas gerais

destes microrganismos s6o conforme Se descrever6o para o g6nero

Streptococcus.
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Esp6cies pertencentes a este g6nero podem ser agentes de MSC nas ovelhas

(watkins et al., 1991; Marco et al., 1993; ziluaga et al., 1gg8). Sdo referidas as

esp6cies Enterococcus faecalis (watkins et al., 1991; ziluaga et al., 1g9g) e

Enteroc. faecium (Watkins et al., 1991). Num rastreio levado a cabo no sul de

lnglaterra, o autor refere "esp6cies fecais de estreptococos" como agentes

predominantes de MSc (watkins et al., lggl), referindo-se, como se pode

deduzir, a Enterococci.

Famflia: Streptococcaceae

G6nero: Lactococcus

As bact6rias pefiencentes ao g6nero Lactococcus foram anteriormente

designadas por estreptococos l6cticos e possuem as caracteristicas que

descreveremos para o g6nero Streptococcus, ao qual peftenceram at6 1986

(Teuber e Geis, 2005).

Estes microrganismos estdo normalmente associadas a produtos l6cteos, mas ja

foram isoladas de casos de endocardite e v6rias outras infec96es em humanos

(Ruoff, 2OO2). Em 1932, Diernhofer referiu Lactococcus sp. associado a mastite

bovina (Devriese et al., 1999). A esp6cie Lactococcus lactis foi referida como

agente de MSC em ovinos (Pengov,2001).

G6nero: Streptococcus

O nome Streptococcus tem origem na palavra grega streptus, que significa

enovelado. As c6lulas de Sfreptococcus s6o geralmente esf6ricas a ovoides, com

didmetro inferior a 2,0 pm, ocorrendo em pares ou cadeias, quando cultivadas em

meios de cultura liquidos. Estas bact6rias sdo Gram-positivas, ndo esporog6neas,

geralmente im6veis, anaerobias facultativas e n5o produzem catalase. Os

Streptococci sdo quimiorganotr6ficos de metabolismo fermentativo (Hardie, 1986),

Diversas esp6cies pefiencentes a este g6nero sdo potenciais agentes de mastite

clfnica e subclinica em ovinos. O agente de mastite infecciosa Streptococcus

agalactiae 6 transmitido do ubere de ovelhas infectadas a outras f6meas pelas

tetinas da m6quina de ordenha, pelas mSos do ordenhador ou pelos panos de

limpeza (Radostits et a1.,2000) e pode ser respons6vel por casos de MC (Falade

40



Agentes etiol6gicos

et al., 1988) ou de MSC (Las Heras et al., 1999a; 1999c; Bio ef al., 2005).

Mtiltiplos registos atribuem a Streptococcus spp. a etiologia de MSC,

apresentando frequ6ncias de isolamento entre 1 ,5"/" e 21,8o/" (Marco et al., 1993;

Tietze et al., 1993; De La Cruz et al., 1994; Stefanakis et al., 1995; Gonzdlez'

Rodriguez et al., 1995; Apolo et al., 1999; Leitner et al., 2001 ; Pengov, 2001). As

esp6cies citadas associadas d patologia da glAndula mamdria de ovino s6o Strep.

dysgalactiae (Bor et a1.,1989), Strep. uberis (Watson et a1.,1990; Watkins et al.,

1991; Rapoport et al., 1999; Pengov, 2001), Strep. acidominimus, Strep.

sanguinis (sanguis) (Ziluaga et al., 1998) e Strep. equinus (bovis) (Watkins ef

dl., 1991). Relativamente a esta esp6cie, verificou-se, atrav6s de an6lises de

sequenciagSo do gene sodA, que Sfrep. bovis e Strep. equinus pertencem A

mesma esp6cie. As duas estirpes tipo foram associadas no mesmo cluster

correspondendo i esp6cie Strep. equinus (Poyart et al.,2OO2).

Duas estirpes de Streptococci isoladas de MSC em ovelhas, imposslveis de

identificar atrav6s de m6todos bioquimicos convencionais, foram identificadas por

sequenciagdo dos genes 165 RNAr como Strep. parasanguinis, uma esp6cie de

estreptococos que tem sido isolada em humanos (Fern6ndez-Garayzilbal et al.,

1998b; Las Heras et al., 1998b) e est6 associada com o desenvolvimento de

endocardite experimental em ratos (Burnette-Curley et al., 1995). Mais

recentemente, foi identificada uma nova esp6cie de estreptococos associada a

MSC em ovelhas, a qua! foi designada por Strep. egui subsp. ruminatorum

(Fern6ndez et al., 2004).

Relativamente a MC causada por esp6cies de Streptococci, Las Heras e

colaboradores (2002) referem um sufio de MC com 22o/" de morbilidade devido a

Strep. egui subsp. zooepidemicus, em que, apesar de a taxa de mortalidade

ser nula, nenhuma das glAndulas mam6rias afectadas recuperou a fungSo

secretora e Scott (2000) refere um caso de mastite cr6nica associada a pleurisia

fibrinosa em ovelhas devido a Strep. dysgalactiae. Um outro estudo sobre a

dinAmica da mastite subclinica, relata que animais infectados com Strep. equinus

(bovis) desenvolveram MC grave (Watkins et a1.,1991).
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Classe: Clostridia

Ordem: Clostridiales

Familia: Clostridiaceae

G6nero: Clostridium

O nome Clostridium provem das palavras gregas clostere dime significa pequeno

fuso. Os microrganismos peftencentes a este g6nero sdo bacilos Gram-positivos,

por vezes dificeis de reconhecer por ndo se verem c6lulas coradas positivamente.

S5o esporog6neos e podem ser im6veis ou m6veis, usualmente por possuirem

flagelos perftricos. Geralmente s6o anaerobios estritos, por6m a tolerAncia ao

oxig6nio 6 muito varidvel, tendo mesmo algumas esp6cies a capacidade de

crescer na presenga de oxig6nio, apesar de ndo produzirem esporos nestas

condig6es. Vulgarmente, ndo possuem catalase. Contudo, em algumas esp6cies,

6 possfvel detectar vestfgios deste enzima (Cato et a1.,1986).

A esp6cie Clostridium perfringens 6 a 0nica bact6ria anaerobia referida como

agente etiol6gico de mastite ovina. Este microrganismo 6 raramente isolado de

casos de MC mas provoca uma mastite hiperaguda altamente fatal com

sintomatologia exuberante, nomeadamente manifestag6es hemolfticas,

hemoglubin0ria, icterfcia, anemia, anorexia e depressSo (McDonnell e Holmes,

1990). Ao nivel do fbere e do leite, as alterag6es sdo tamb6m muito evidentes

(Radostits et a1.,2000). A taxa de moftalidade dos animais afectados pode chegar

aos 1 00% (lndreba, 1990).

Filo: Proteobacteria

Classe: Betaproteobacte ria

Ordem: Burkholderiales

Familia: Burkholderiaceae

G6nero: Burkholderia

O g6nero Burkholderia, nomeado em homenagem ao microbiologista nofte-

americano Walter Burkholder, foi criado em 1993 englobando, na altura, sete

esp6cies anteriormente peftencentes ao g6nero Pseudomonas. Estas bact6rias

sdo bacilos Gram-negativos, ndo esporog6neos, m6veis, graqas a um ou v6rios

flagelos polares, d excepgdo de P. malleique 6 im6vel, visto ser desprovida de
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flagelos. 56o aer6bios estritos, produtores de catalase e de reacaSo varidvel ao

teste da oxidase (Euz6by, 2004).

A esp6cie anteriormente conhecida por Burkholderia (Pseudomonas) cepacia

6, de facto, um conjunto de esp6cies gen6micas diferentes, actualmente

designada por complexo Burkholderia cepacia. Burkholderia cepacia sensu lato 6

uma bact6ria fitopatog6nica que afecta as cebolas, a qua! nos fltimos anos

emergiu como patog6nico oportunista para os humanos, tendo sido tamb6m

referido como causador de pneumonia e endocardite em cavalos. As esp6cies

Burkholderia cepacia genovariedade lll e Burkholderia vietnamiensis

(Burkholderia cepacia genovariedade V) foram identificadas como agentes

etiol6gicos de um surto de MSC em ovelhas, associado ir utilizagdo de tratamento

de secagem com uma preparagSo medicamentosa, a cujo principio activo o

agente era resistente (Berriatua et a1.,2001). A genovariedade lll veio depois a

ser denominada por Burkholderia cenocepacra (Vandamme et a1.,2003).

Classe: Gammaproteobacteria

Ordem: Enterobacteriales

Fam ilia: Enterobacteriaceae

As enterobact6rias, pertencentes aos diferentes g6neros incluidos na familia

Enterobacteriaceae, apresentam caracteristicas comuns. Todas s6o bacilos

Gram-negativos, n5o 6cido-resistentes, ndo esporog6neas, podendo ser im6veis

ou m6veis, gragas a flagelos peritricos. Crescendo tanto na presenga como na

aus6ncia de oxig6nio, s6o quimiorganotr6ficas de metabolismo respirat6rio e

fermentativo, produtoras de catalase e n5o reactivas no teste da oxidase.

Geralmente crescem profusamente no meio de MacConkey (Brenner, 1984).

G6nero: Enterobacter

A palavra Enterobacferderiva das palavras gregas enteron, que significa intestino,

e bacter, equivalente a bacterion, que designa pequena vara. Estes

microrganismos correspondem a descrigdo das caracteristicas gerais das

enterobact6rias, com dimens6es compreendidas entre os limites 0,6 e 1,0 pm por

1,3 a 3,0 pm, sendo dotadas de flagelos peritricos que lhes conferem motilidade

(Richard, 1984).
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As bact6rias peftencentes a este g6nero, Enterobacter spp., podem ser agentes

etiol6gicos de mastite ovina, conforme 6 referido por Watson e colaboradores

(1eeo).

G6nero: Escherichia

O g6nero Escherichra recebeu o nome de Theodor Escherich, que isolou a estirpe

tipo deste g6nero. As c6lulas bacterianas sdo conforme as caracteristicas gerais

descritas para as enterobact6rias, com 1,1 a 1,5 pm de diAmetro por 2,0 a 6,0 pm

de comprimento, ocorrendo individualmente ou em pares e de motilidade vari6vel

(@rskov, 1984a).

A esp6cie Escherichia coli 6 um microrganismo abundante no meio ambiente e 6

o agente de mastite ambiental mais frequentemente isolado em bovinos, Nas

ovelhas, pode estar implicado em casos de MC (lndrebo, 1990; Watkins et al.,

1991) ou de MSC, representando 0,5 a 1"/" dos isolados (Bor et al., 1989;

Mavrogenis et al., 1995; Apolo et al., 1999; Rapoport et al., 1999; Pengov, 2001).

G6nero: Klebsiella

O g6nero Klebsiella foi assim designado em homenagem ao microbiologista

alem6o, Edwin Klebs (1834-1913). Estes microrganismos sdo bastonetes com 0,3

a 1,0 pm por 0,6 a 6,0 pm, ocorrendo individualmente, em pares ou cadeias

curtas e s6o im6veis. Enquadram-se na descrigdo apresentada para a familia

Enterobacteriaceae (@rskov, 1 984b).

Microrganismos pertencentes a este g6nero sdo por vezes referidos como

agentes de MSC nas ovelhas (Rapoport et a/., 1999), designadamente a esp6cie

Klebsiella pneumoniae (Menzies e Ramanoon, 2001).

G6nero: Proteus

Com origem na mitologia grega, o g6nero Proteus recebeu o nome de um deus do

mar que tinha a capacidade de assumir diversas formas. Estes microrganismos

t6m 0,4 a 0,8 pm de diAmetro por 1,0 a 3,0 pm de comprimento, sdo m6veis e

apresentam as caracterfsticas gerais da familia Enterobacteriaceae (Penner,

1 e84).
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Esp6cies pertencentes a este g6nero, Proteus spp., s6o frequentemente

referidas como agente de MSC nas ovelhas (Burriel, 1997; Ziluaga et al., 1998;

Las Heras et a1.,1999a; 1999c).

G6nero: Serratia

O g6nero Serratia foi nomeado em tributo ao fisico italiano, Serafino Serrati. As

bact6rias pertencentes a este g6nero t6m as caracteristicas gerais da familia a

que peftencem, cujos bacilos apresentam bordos arredondados e dimens6es na

ordem dos 0,5 a 0,8 pm por 0,9 a 2,0 pm. Geralmente sdo m6veis (Grimont e

Grimont, 1984).

Microrganismos pertencentes a este g6nero foram referidos como agentes de

MSC em ovelhas (Bor et a1.,1989). A esp6cie Serratia marcescens 6 um agente

ambiental, patog6nico oportunista que apresentou uma frequ6ncia de 5,3% num

rastreio de MSC (Dario etal., 1996). Tzora e Fthenakis (1999) relatam um surto

de MC em ovelhas Ieiteiras causado por este agente, com uma taxa de incidEncia

de 5,17o, tendo verificado, no mesmo efectivo, uma taxa de prevalOncia de MSC

de 15,5%.

Ordem: Pasteurellales

Famfl ia: Pasteurellaceae

G6nero: Actinobacillus

A palavra Actinobacillus prov6m da palavra grega aktinos, que se refere a raio,

conjugada com a palavra latina bacillum, que significa varinha ou bastonete.

Neste g6nero, as c6lulas bacterianas s5o esf6ricas, ovais ou bacilares, com 0,3 a

0,5 pm por 0,6 a 1,4 pm, podendo ocasionalmente alongar-se a 6,0 pm. Ocorrem

individualmente, em pares ou raramente em cadeias e frequentemente assumem

uma disposigio em que elementos bacilares sdo intercalados por formas

cocoides, assemelhando-se d caligrafia do c6digo de Morse. S5o Gram-negativas,

ndo 6cido-resistentes, ndo esporog6neas e im6veis. S5o aer6bias facultativas,

quimiorganotr6ficas de metabolismo fermentativo e revelam reacgdo vari6vel a

ambos os testes catalase e oxidase (Phillips, 1984).
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A esp6cie Actinobacillus lignieresi estd geralmente associado a les6es dos

tecidos moles na cabega dos animais. Por6m, foi isolada a paftir de amostras de

leite de ovelhas com mastite clfnica, origin6rias de oito efectivos diferentes, cujas

taxas de morbilidade se situaram entre 1"/" e 10"/" e as taxas de mortalidade

variaram de 0,23"h a 4,1o/". A inoculagdo experimental desta bact6ria em tr6s

ovelhas com 9, 58 e 105 dias de lactagSo, originou mastite hiper-aguda, mastite

aguda e mastite subclinica, respectivamente (Laws e Elder, 1969). Ap6s

inoculagdo experimental da esp6cie Actinobacillus seminis na glAndula

mamdria de ovelha desenvolveu-se uma mastite aguda purulenta (Alsenosy e

Dennis, 1985). Watson et al. (1990) referem Actinobacillus spp, como agentes

de mastite ovina.

G6nero: Histophilus

O nome Histophilus deriva da conjugagdo das palavras gregas histos, que

significa tecido, e philos, que indica amigo. Estas bact6rias sdo de morfologia

bacilar ou cocobacilar, com 0,3 a 0,7 pm por 0,5 a 2,0 pm, Gram-negativos, n6o

dcido-resistentes, ndo esporog6neos e im6veis. Sdo microaer6filos, aer6bios

facultativos, ndo produzem catalase e a reacgdo ao teste da oxidase 6 geralmente

positiva (Kilian e Biberstein, 1984; Angen et a1.,2003).

A f nica esp6cie do g6nero, Histophilus somni (ovis) 6 um agente piog6nico,

causador ocasional de mastite aguda gangrenosa (Webb, 1983; Radostits et al.,

2000).

G6nero: Mannheimia

O g6nero Mannheimia foi nomeado em tributo a Walter Mannheim, Uffi

microbiologista alemSo que estudou a taxonomia da familia Pasteurellaceae. A

esp6cie anteriormente designada por Pasteurella haemolytica foi avaliada por

sequenciagdo de 165 RNAr e hibridizagdo DNA-DNA, tendo-se verificado que

incluia distintos grupos gen6micos e fenotfpicos. As estirpes anteriormente

pertencentes ao bi6tipo T est6o, desde 1990, inclufdas no g6nero Pasteurella

trehalosi. Dos 17 serotipos anteriormente descritos para o biotipo A, os serotipos

3,4, 10 e 15 estdo actualmente classificados como Pasteurella trehalosi, os

serotipos 1 , 2, 5, 6,7, 8, 9, 12, 13, 14 e 16 est6o inclufdos na esp6cie Mannheimia
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haemolytica e o serogrupo 11 estA reclassificado como M. glucosida. Ndo

encontrdmos refer6ncias a reclassificagdo do serotipo 17. As bact6rias

pertencentes ao g6nero Mannheimra sdo bacilos ou cocobacilos Gram-negativos,

n6o esporog6neos, im6veis, anaer6bios facultativos ou microaer6filos. A reacgdo

que apresentam no teste da oxidase 6 geralmente positiva, podendo no entanto

variar (Angen et al., 1999).

A bibliografia refere frequentemente Pasteurella haemolytica como agente

etiol6gico de MC, podendo representar at6 32,8% dos agentes isolados (Jones,

1991), induzindo, geralmente, mastite hiperaguda, gangrenosa. A sua ocorr6ncia

ndo estd relacionada com falta de higiene (Radostits, et al., 2000), mas antes

associada a flora normal do tracto respirat6rio superior dos borregos QUe,

provavelmente, constituem a fonte de infecgdo (Menzies e Ramanoon, 2001). Por

essa raz6o 6 mais frequente em ovelhas de carne do que em ovelhas leiteiras

(Lanyon, 1989). Vdrios autores referem Pasteurella haemolytica como agente

etiol6gico de MSC nas ovelhas, sem indicar o biotipo/serotipo dos isolados (Bor et

a/., 1989; GonzAlez-Rodriguez et al., 1995; Ziluaga et al., 1998). E possivel, em

alguns casos, inferir da bibliografia que Mannheimia haemolytica foi isolada a

partir do leite de ovelhas com MC aguda (Shoop e Myers, 1984) e de ovelhas com

MSC (Watkins ef al., 1991). A inoculagSo experimenta! de apenas 10 unidades

formadoras de col6nia de M. haemolytica, por instilagSo intramamdria produz MC

(El-Masannat et al., 1991). O serotipo 11 de Pasteurella haemolytica, hoje

denominado Mannheimia glucosida. 6 tamb6m referido como agente etiol6gico

de MSC em ovelhas (Watkins et a1.,1991).

G6nero: Pasteurella

O g6nero Pasteurella recebeu o nome em homenagem a Louis Pasteur. Os

microrganismos peftencentes a este g6nero sdo esf6ricos, ov6ides ou bacilares,

com 0,3 a 1,0 prm de diAmetro por 1 ,O a 2,0 prm de comprimento, ocorrendo

individualmente ou, menos frequentemente, em pares ou cadeias curtas. S5o

Gram-negativos, de tfpica coloragdo bipolar, n6o 6cido-resistentes e im6veis.

Quanto ao tipo respirat6rio, sio anaer6bios facultativos, de metabolismo

fermentativo. S5o produtores de catalase e, geralmente, apresentam resultado

positivo no teste da oxidase (Carter, 1984).
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Como agentes de mastite nas ovelhas foi referida a esp6cie Pasteurella

multocida, identificada num rastreio na Austr6lia, em que foi isolado com uma

frequOncia de 2,4o/" (Watson et al., 1990).

Ordem: Pseudomonadales

Famflia: Moraxellaceae

G6nero: Acinetobacter

A palavra Acinetobacfer tem origem na palavra grega akinetos, que significa

incapaz de se mover, conjugada com a palavra bacter, referente a pequena vara.

As c6lulas dos microrganismos inclufdos neste g6nero s6o bacilares, com 0,9 a

1,6 pm por 1 ,5 a 2,5 pm, adquirindo a forma esf6rica na fase estaciondria do

crescimento bacteriano. 36o Gram-negativos, mas por vezes dificeis de descorar.

Geralmente, ocorrem em pares e em cadeias de comprimento varidvel. N6o sdo

esporog6neos e s6o m6veis. S5o aer6bios com tipo de metabolismo estritamente

respirat6rio, produtores de catalase e negativos no teste da oxidase (Juni, 1984).

Acinetobacter spp. ocorre naturalmente no solo e na 6gua e tem sido

frequentemente isolado de v6rias Sreas do corpo humano, permanecendo a

dfvida sobre se 6 comensal ou contaminante. Apesar de geralmente ser

considerado ndo patog6nico, pode causar infec96es nosocomiais nos humanos

(Juni, 1984), pode ser agente de MSC em cabras (Ndegwa et a1.,2001) e foi

referido como representando 4,7o/" dos isolados num rastreio de mastites em

ovelhas (Watson et al., 1990).

Familia: Pseudomonadaceae

G6nero: Pseudomonas

O nome Pseudomonas deriva da conjugagdo das palavras gregas pseudes, que

significa falso, e monas, que se refere a unidade. As bact6rias pertencentes a

este g6nero sdo bacilos direitos ou ligeiramente encuruados com 0,5 a 1,0 prm de

diAmetro por 1,5 a 5,0 pm de comprimento, Gram-negativos, ndo esporog6neos.

Podem ser m6veis, gragas a um ou vdrios flagelos polares ou, raramente,

im6veis. Sdo aer6bios de metabolismo estritamente respirat6rio, ndo produtoras

de catalase, podendo apresentar resultados vari6veis ao teste da oxidase

(Palleroni, 1984).
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A esp6cie Pseudomonas aeruginosa provoca geralmente mastite cllnica nas

ovelhas (Falade et al., 1988; Watson et al., 1990; Las Heras et al., 1999b),

gangrenosa e letal. Os sintomas locais sao acompanhados de claudicagSo do

membro referente ir glAndula afectada (Radostits et al., 2000). Ap6s um surto de

MC, o microrganismo permanece no efectivo como agente de MSC e a sua

erradicagdo 6 muito dificil (Rapoport et al., 1999). Outros autores referem

Pseudomonas aeruginosa como agente de MSC (Bor et al., 1989; Gonzillez-

Rodriguez, et al., 1995). Geralmente, a infecgdo deve-se i administragdo de

preparag6es intramam6rias sem os devidos cuidados de higiene ou d utilizagSo

de 6gua contaminada, para lavagem dos fberes e/ou equipamento de ordenha

(Las Heras et al., 1999b), mas nem sempre essa origem 6 facilmente comprovada

(Rapoport et al., 1999).

Super-reinoz Eukaryota

Reino: Fungi

Filo: Asco mycota, Sub-filo: Pezizomycotina

Classe: Eurotiomycetes

Ordem: Eurotiales

Fam ilia: Trich ocomaceae (Trichocomaceae mitosp6ricos)

G6nero: Aspergillus

As infecg6es mic6ticas nos animais s6o frequentemente secunddrias a

tratamentos antibi6ticos que, por ndo afectarem estes organismos, favorecem o

seu crescimento ao inibirem as bact6rias, suas competidoras. EstSo descritos

suftos de MC em ovelhas, causados pela esp6cie Aspergillus fumigatus. com

taxas de morbilidade entre 2o/" e 36,4o/o, podendo a taxa de mortalidade atingir

82"/" dos animais afectados. Estas infec96es est6o associadas A administragSo

pouco cuidada e ndo higi6nica de tratamento de secagem (P6rez et al., 1998; Las

Heras et a1.,2000).
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Filo: Asco mycota, Sub-filo: Saccharomycotina

Classe: Saccharomycetes

Ordem: Saccharomycetales

As leveduras t6m tamb6m sido referidas como agentes etiol6gicos de mastite nas

ovelhas, podendo provocar MSC (Gonz6lez-Rodr(guez et al., 1995; Las Heras ef

al., 1999a; 1999c) e at6 MC, como refere Ziluaga et al. (1998). Por6m, a

bibliografia consultada n5o menciona a respectiva identificagdo.
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1.4 _ FACTORES DE VIRULENCIA EM AGENTES CAUSADORES DE MASTITE

Um agente patog6nico pode ser definido como um microrganismo capaz de

causar dano no organismo hospedeiro, o qual resulta directamente da ac96o do

pr6prio micr6bio e/ou da reacgdo de defesa do hospedeiro (Casadevall e Pirofski,

l eee).

A patogenicidade de um agente etiol6gico ou capacidade de causar dano no

hospedeiro depende da virulOncia desse agente patog6nico. A virulGncia, por seu

lado, 6 determinada por tr6s factores: (1) a infecciosidade, que corresponde A

capacidade do agente em questSo colonizar, isto 6, estabelecer um foco de

infecgSo; (2) a capacidade invasora, que 6 a capacidade de um microrganismo

passar do local onde se encontra para as c6lulas/tecidos adjacentes e, por fltimo,

(3) o potencial patog6nico, que determina o grau de indugdo de alterag6es

m6rbidas no hospedeiro (Prescott ef a1.,2002).

Para induzir doenga, o agente patog6nico tem que ter acesso ao hospedeiro,

colonizar, multiplicar-se, ultrapassar os mecanismos de defesa do hospedeiro e

possuir capacidade mecdnica, qufmica ou molecular para danificar o hospedeiro.

Estruturas do proprio microrganismo e produtos por ele elaborados que lhe

permitem ou facilitam transpor estas etapas sdo factores de virulOncia.

ColonizagSo

De modo a estabelecer um foco de infecgSo, o agente invasor utiliza factores de

virulOncia que facilitam a sua adesSo is c6lulas do hospedeiro, chamados

adesinas.

Jd foi descrita a cotonizagdo da glAndula mam6ria sem pr6via adesSo (Anderson,

1978). Por6m, para resistir ao efeito mecAnico exercido pelo fluxo do leite, as

adesinas t6m um papel muito impoftante. A capacidade de adesdo de agentes

etiol6gicos de mastite em ruminantes, a c6lulas do epit6lio mam6rio, tem sido

amplamente investigada. Esta aptiddo foi confirmada em Staphylococcus aureus

em ensaios in vivo (Gudding et al., 1984) e em culturas de c6lulas do epit6lio
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mam6rio (lturralde et al., 1993; Cifrian et al., 1994; Hensen et a1.,2000; Brouillette

et al., 2003). Tamb6m em ensaios in vitro foi demonstrada a capacidade para

aderir a c6lulas mamdrias em estafilococos coagulase negativos (Saianda, 1997;

Almeida e Oliver, 2001), Streptococcus dysgalactiae (Calvinho et al., 1998), Strep.

uberis (Oliver et al., 1998), Escherichia coli (Dopfer et a1.,2000) e Mannheimia

haemolytica (Vilela, 1993). Por6m, o agente de mastite contagiosa Strep.

agalactiae mostra fraca adesSo a c6lulas do epit6lio de glindula mamdria em

cultura (Lammers et a1.,2001).

As adesinas bacterianas classificam-se em dois grupos principais, ffmbrias e

adesinas ndo ffmbricas (Finlay e Falkow, 1997).

Fimbrias sdo estruturas tubulares, flexiveis ou rfgidas, ancoradas na parede

celular, constituidas por uma ou mais subunidades proteicas. A subunidade no

topo da ffmbria tem a fungdo de adesina, ligando-se a receptores especificos nas

c6lulas do organismo hospedeiro (Finlay e Falkow, 1997).

Diversos componentes estruturais das bact6rias sdo adesinas ndo ffmbricas. As

bact6rias Gram-positivas podem aderir ds c6lulas animais atrav6s dos 6cidos

teicoicos e lipoteicoicos que sdo polimeros ani6nicos ligados d face exterior da

membrana citoplasm6tica da bact6ria, respectivamente, por ligag6es covalentes

ao peptidoglucano da parede celular ou atrav6s de uma cadeia lipidica (Navarre e

Schneewind, 1999). O dcido lipoteicoico de Strep. dysgalactiae tem,

provavelmente, um papel importante na sua adesdo a c6lulas do epit6lio mam6rio,

tal como acontece com Sfreptococci do grupo A, em que foi demonstrada a

utilidade do dcido lipoteicoico para a adesSo a c6lulas animais (Calvinho et al.,

1 ee8).

Muitas bact6rias Gram-positivas utilizam proteinas de superffcie ancoradas na

parede celular para aderir d matriz extracelular ou a outros elementos presentes

nas c6lulas do hospedeiro. As protefnas bacterianas que se ligam a componentes

da matriz extracelular sdo designadas por microbial surtace components

recognizing adhesive matrix molecules, MSCRAMMs (Navarre e Schneewind,

1999), tamb6m referidas como extracellular matrix binding proteins, ECMBPS.

Estas proteinas foram tamb6m denominadas por receptinas, embora n6o tenha

52



Factores de virulOncia

sido demonstrada claramente a fungdo de activar um sina! intracelular como

resultado da sua ligagdo ao respectivo receptor (Flock, 1999). Por6m, outros

autores sugerem a participagSo activa da c6lula ap6s a bact6ria desencadear o

sinal para a internalizar (Calvinho et a/., 1998; Lammers et al., 1999a; 1999b).

Diferentes microrganismos utilizam distintos mecanismos de adesSo a c6lulas do

epit6lio mam6rio em cultura. Lammers e colaboradores (2001), num estudo sobre

v6rios agentes etiol6gicos de mastite bovina, verificaram que Sfaph. aureus e

Strep. dysgalactiae aderiram ds c6lulas epiteliais atrav6s de mol6culas de ligagAo

d fibronectina, enquanto a adesdo de Strep. uberis era independente desta

proteina. Este agente etiol6gico, tal como Strep. agalactiae e E. coliapresentaram

fraca aptiddo para se ligar d fibronectina. Recentemente, Oliver e colaboradores

(2005a) descreveram uma mol6cula em Sfrep. uberis - Streptococcus uberis

adhesion molecule (SUAM) - e mol6culas semelhantes em Strep. agalactiae e

Strep. dysgalactiae que se ligam d lactoferrina e medeiam a adesio a c6lulas do

epit6lio mam6rio. Em Staph. aureus, recuperado de mastite clinica bovina, foi

identificada uma proteina de ligagSo i fibronectina (Lindahl et a1.,1990). Tamb6m

em estirpes de Sfaph. caprae isoladas a paftir do leite de caprino foi detectada

uma proteina de ligagSo i mesma proteina (Allignet et a1.,2001).

Protefnas associadas d membrana exterior da parede celular das bact6rias Gram-

negativas tamb6m s6o importantes para a sua ligagdo a c6lulas hospedeiras.

Vilela (1993) identificou em Mannheimia haemolytica proteinas de ligagSo a

c6lulas epiteliais de glAndula mam6ria de ovino.

Quanto d estrutura que funciona como receptor na c5lula hospedeira, parece

haver consenso sobre a hip6tese de n6o existirem mol6culas especificas da

c6lula epitelial da glAndula mam6ria para ligagio entre os agentes invasores e

estas c6lulas (Belkum et al., 2OO2). Aparentemente, as bact6rias t6m maior

afinidade para protefnas da matriz extracelular, como a fibronectina, a laminina ou

o colag6nio, do que para a face apical das c6lulas epiteliais (Cifrian et a1.,1994).

Algumas estirpes de Staph. aureus isoladas de infec96es intramam6rias em

bovinos (Sutra e Poutrel, 1994) e estirpes de Staphylococci coagulase negativos

tamb6m de origem mamdria, nomeadamente Staph. epidermidis, Staph.
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chromogenes e Staph. hyicus, apresentam aptidao para se ligar ao colag6nio

(Watts et a1.,1990).

Strep. dysgalactiae liga-se especificamente d vitronectina, sugerindo que esta

protelna pode mediar a adesSo ds c6lulas epiteliais (Calvinho et al., 1998).

Por6m, recentemente, foi tamb6m referida a ligagSo atrav6s da lactoferrina ligada

d membrana celular (Oliver et a1.,2005a).

Lammers e colaboradores (1999a) verificaram que Staph. aLrreus, incubado em

co-cultura com c6lulas alveolares de glAndula mam6ria de bovino, aderiu em

grande quantidade a c6lulas mioepiteliais, n6o tendo aderido a c6lulas do epit6lio

secretor. O inverso foi registado relativamente a Strep. uberis, e Strep.

dysgalactiae exibiu capacidade para aderir a ambos os tipos de c6lulas,

A adesSo de Staph. aureus a culturas de c6lulas mamdrias ovinas pode ser

mediada por zoogleia, um tipo de glicoc6lice (Aguilar et al., 2001) e, segundo

estes autores, ser6 independente de protefnas na membrana celular.

O glicocdlice bacteriano pode ser definido como qualquer componente externo d

parede celular que cont6m polissacarideos (Costerton et al., 1981), Conforme a

sua composigSo e estrutura, pode denominar-se por camada S, se for constitufdo

por glicoprotefnas e protefnas, por c6psula se se tratar de uma estrutura

polissacarfdica bem organizada que ndo 6 facilmente removida, ou zoogleia, a

tradugSo da palavra inglesa slime, se a camada polissacarfdica que envolve a

parede celular da bact6ria for difusa e facilmente destacSvel (Prescott ef a/.,

2OO2). Tanto nos sistemas naturais como em sistemas patog6nicos, as bact6rias

crescem, geralmente, em microcol6nias que se constituem d custa de glicoc6lice,

que favorece a sua adesSo tanto a supedfcies inertes como a tecidos orgdnicos

(Costerton et al., 1981). Numa primeira fase, a adesSo a super{icies abi6ticas 6,

geralmente, mediada por interac96es ndo especfficas, sendo, no entanto, levada

a cabo por mol6culas espec(ficas no caso da adesdo a c6lulas. Ap6s esta fase

inicial, a produgdo de exopolissacarfdeos pelas pr6prias bact6rias leva d formagSo

de um biofilme que consolida a adesSo (Dunne, 2OO2).

A capacidade para produzir matriz exopolissacarfdica 6 considerada o principal

factor de virulOncia em Staph. epidermidis. Este 6 fundamentalmente impoftante
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em estirpes causadoras de infec96es secundArias ao implante de pr6teses, por

estar associado com a colonizagdo dos materiais que constituem estes

dispositivos (Petrelli et a\.,2006). A produgdo de biofilme por Staph. epidermidis

desenvolve-se supostamente em duas etapas. A adesdo inicial 6 mediada por

uma adesina polissacaridica capsular (capsular polysaccharide adhesin, PSA)

e/ou uma ou vdrias proteinas de superficie. Posteriormente, 6 produzida uma

adesina polissacaridica intercelular (polysacchaide intercellular adhesin, PIA),

vulgarmente designada por slime, que agrega as bact6rias entre si. Ambos os

polissacarldeos sdo compostos principalmente por B(1-6)-N-acetil-glucosamina

(O'Gara e Humphreys, 2001; Maira-LitrAn et a1.,2002). A adesina PIA 6 codificada

pelo operdo ica (intercellular adhesrn), tamb6m referido como respons6vel pela

produgSo da PSA (McKenney et al., 1998). O operSo 6 composto pelos genes

icaADBC que codificam as quatro proteinas respons6veis pela produgdo e

translocagSo atrav6s da membrana celular da adesina intercelular e pelo gene

regulador icaR. O operSo ica estf tamb6m presente em estirpes de Sfaph. aureus

e 6 respons6vel pela produgSo de biofilme nesta esp6cie (Cramton et al., 1999;

Vasudevan et a1.,2003; Cucarella et al.,2OO4).

Nos ultimos anos, foi descrita uma protefna de superficie envolvida na formagSo

de biofilme, designada por biofilm associated protein, Bap, que promove a adesSo

inicial a materiais abi6ticos e a adesdo intercelular das bact6rias, por aumentar a

acumulagSo da adesina PIA (Cucarella et al.,2OO1). Em estirpes de Staph. aureus

com o gene bap, que codifica esta proteina, is quais foi delectado o operdo ica, a

expressdo da proteina Bap foi suficiente para induzir a produgdo de biofilme rn

vitro (Cucarella ef al.,2OO4).

A proteina Bap foi identificada em 10% de isolados de Staphylococci coagulase

negativos provenientes de mastite bovina, incluindo Staph. epidermidis, Staph.

chromogenes, Staph. hyicus e Staph. xylosus, tendo sido confirmada a sua

presenga em 5% de SCN e 25,6"/o de estirpes de Staph. aureus tamb6m

provenientes de mastite em bovinos (Cucarella ef a1.,2001;2004).

O efeito da produgSo de exopolissacarideo sobre a capacidade de adesdo das

bact6rias a c6lulas eucari6ticas tem sido referido por diversos autores de forma

contradit6ria. Alguns estudos revelaram que a produgSo de zoogleia diminui a
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capacidade de aderir d fibronectina e ao fibrinog6nio em Staph. aureus (Cucarella

et al., 2OO2) e em Staph. epidermidis (Baldassarri et al., 1997). No entanto, num

ensaio experimental, estirpes de Staphylococcus aureus produtoras de

exopolissacarfdeo revelaram melhor capacidade para colonizar a glAndula

mam6ria de ovelhas do que estirpes n6o produtoras (Baselga et al., 1993). Noutro

estudo, estirpes de Staph. aureus, isoladas a patir do leite de ovelhas e de vacas

com mastite, ap6s incubagSo com zoogleia, revelaram, de forma significativa,

maior capacidade para aderir a culturas prim6rias de c6lulas do epit6lio mam6rio

ovino, do que os mesmos microrganismos sem este tratamento pr6vio. As

mesmas estirpes, depois de tratadas com exopolissacarfdeo, quando incubadas

com anticorpos especificos para o exopolissacarideo, apresentaram uma taxa de

adesdo significativamente menor do que as que n6o foram sujeitas d acgdo dos

anticorpos (Aguilar et a1.,2001).

lnvasio

A capacidade invasora de um microrganismo est6 na estreita depend6ncia da

produgSo de enzimas que destroem componentes orgAnicos, facilitando a

dispersdo e passagem dos agentes patog6nicos aos tecidos/c6lulas adjacentes.

Como factores de virulOncia envolvidos na capacidade invasora podemos citar a

colagenase que degrada o colag6nio, a desoxiribonuclease (DNAse), que diminui

a viscosidade dos exsudados ou a hialuronidase, que hidrolisa o 6cido

hialur6nico. Este enzima 6 produzido por Strep. agalactiae (Radostits et a1.,2000),

Strep. dysgalactiae (Calvinho ef a/., 1998) e Strep. uberis (Oliver et al., 1998) e

revelou inibir a proliferagdo de c6lulas epiteliais de glAndula mamdria em cultura

(Matthews et al., 1 994).

As fibrinolisinas, estreptoquinase e estafiloquinase, activam o plasminog6nio que

se converte em plasmina. Esta protease hidrolisa a fibrina e induz a destruigdo de

protefnas da matriz extracelular, facilitando o movimento dos microrganismos

anteriormente circunscritos. Foram identificadas em Strep. uberis e Strep.

dysgalactiae diferentes estreptoquinases (Leigh, 1993; Leigh et al., 1998).

Estirpes bovinas de Staph. aureus sdo estafiloquinase negativas. No entanto,

estirpe de refer6ncia Staph. aureus M6O, isolada de mastite bovina, tem

a

a
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capacidade de estimular a produqao, pelas c6lulas mamArias, do activador de

plasminog6nio uroquinase (Zavizion et a1.,1997). Os mesmos autores verificaram

in vitro que, na presenga de plasminog6nio de origem bovina, as bact6rias

transp6em as c6lulas com maior eficiOncia, sugerindo que este mecanismo 6

impoflante para a disseminagdo dos agentes patog6nicos na glAndula mam6ria.

Em glAndulas mam6rias de ovelha infectadas com Staphylococci coagulase

negativos, a quantidade de activador do plasminog6nio e a actividade da plasmina

est6o muito elevadas relativamente a glAndulas n6o infectadas (Leitner et al.,

2004).

Muitas bact6rias t6m a capacidade de invadir e sobreviver dentro de c6lulas

eucari6ticas, incluindo c6lulas n6o fagocit6rias como as c6lulas epiteliais e as

c6lulas endoteliais. Algumas esp6cies de bact6rias produzem enzimas que lhes

permitem uma entrada forqada dentro da c6lula, ap6s aderirem d sua superficie.

Por6m este mecanismo processa-se, geralmente, ap6s a adesio a mol6culas

chamadas invasinas, o que desencadeia o sinal para a c6lula interiorizar a

bact6ria, formando-se um vacriolo que a cont6m, no citoplasma da c6lula (Finlay e

Falkow, 1997). A invasSo de c6lulas permite transpor as barreiras epiteliais dos

animais, al6m de fornecer aos microrganismos um local para permanecerem no

hospedeiro, escapando aos seus mecanismos de defesa e aos agentes

antimicrobianos utilizados para tratamento.

A internalizagdo de agentes etiologicos de mastite por parte das c6lulas que

constituem o epit6lio mam6rio 6, provavelmente, um factor importante para a

manutengSo de infec96es cr6nicas. H6bert e colaboradores (2000) demonstraram

a presenga de Sfaphylococcus aureus vi6veis dentro de c6lulas alveolares e de

macr6fagos eliminadas com o leite de vacas com mastite cr6nica. Almeida e

colaboradores (2005) verificaram, in vitro, que Staph. aureus pode permanecer no

interior da c6lula epitelia! de glAndula mamdria durante um periodo de 72 horas,

ap6s o qual a c6lula 6 destruida, mas Strep. uberis pode permanecer em situagSo

intracelular 120 horas sem danificar a c6!ula.

A capacidade para invadir c6lulas mam6rias foi evidenciada em diversos estudos

in vitro que envolveram isolados de Staph. aureus (Almeida et a1.,1996; Bayles et

al., 1998; Hensen et a1.,2000; Brouillette et a1.,2003; Almeida et a1.,2005),
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estafilococos coagulase negativos (Almeida e Oliver, 2001), Strep. dysgalactiae

(Almeida e Oliver, 1995; Calvinho et al., 1998), Strep. uberis (Oliver et al., 1998;

Almeida et a1.,2005), Escherichia coli (Dopfer et a1.,2000; Dopfer et al., 2001;

Dogan et al., 2005) e Mannheimia haemolytica (Vilela, 1993). Aparentemente a

invasdo celular processa-se com pafticipagdo activa da c6lula alvo, ap6s a

bact6ria desencadear o sinal para a c6lula a internalizar (Calvinho ef a/., 1998;

Lammers et al., 1999a). Vdrios autores referem a observagSo de pseud6podes

emitidos pela c6lula epitelial, formando-se um vacUolo que transpofta as bact6rias

para o interior do citoplasma da c6lula (Almeida e Oliver, 1995; Almeida et al.,

1996; Bayles et al., '1998; Almeida e Oliver, 2001). Trabalhos recentes de Almeida

e Oliver (2005) referem um mecanismo de endocitose relativamente a Strep.

uberis que permite d bact6ria maior sobreviv6ncia intracelular.

Foi referido que a invasdo, por Staph. aureus, de c6lulas mamdrias de bovino em

cultura depende da exist6ncia de protefna de ligagSo d fibronectina na superffcie

da bact6ria (Lammers et a1.,1999b). No entanto, um estudo in vivo efectuado em

f6meas de rato revelou que uma estirpe mutante deste agente patog6nico, que

n6o possui mol6culas de ligagdo ir fibronectina, tem capacidade para produzir

infecgdo intracelular do epit6lio mam6rio (Brouillette et a1.,2003).

Resist6ncia aos mecanismos de defesa do hospedeiro

Diversas formas de ultrapassar os mecanismos de defesa do organismo

hospedeiro s5o levadas a cabo pelos diferentes microrganismos. O proprio

glicocdlice, al6m de interferir sobre a capacidade de adesSo dos microrganismos

ds c6lulas eucarioticas, oferece protecgdo contra alguns mecanismos de defesa

do hospedeiro. A cdpsula polissacaridica ou a zoogleia impedem a activagSo do

complemento e a fagocitose e, como sdo pouco imunog6nicas, exercem uma

fraca estimulagSo da resposta imunologica especffica.

Algumas estirpes de Staph. aureus causadoras de mastite em ruminantes

possuem uma c6psula polissacarfdica que protege as bact5rias da fagocitose.

Embora ndo impega a ligagdo de opsoninas, imunoglobulinas e fracgdo C3b do

complemento, aos receptores na sua superficie, impede a ligagdo das opsoninas

aos respectivos receptores nas c6lulas fagocitdrias (Baselga ef a\.,1994).
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A aptidSo para produzu zoogleia por estirpes de Staph. aureus causadoras de

mastite 6 frequente (Baselga et al., 1993). Vasudevan e colaboradores (2003)

identificaram a presenga do operdo responsevel pela produgdo deste

exopolissacarfdeo em todos os 35 isolados estudados e Cucarella e co-autores

(2004) em 94,36% de 195 isolados. A expressdo dos respectivos genes 6

influenciada pelo meio ambiente (Gotz,2OO2) e, como tal, pelo meio de cultura

utilizado nos estudos in yr?ro. Assim, a pesquisa de estirpes positivas com base

em caracteres fenotfpicos pode n6o representar a real incid6ncia de estirpes

produtoras de biofilme. Por6m, ap6s crescimento em meios de cultura que

favorecem a acumulagSo de exopolissacarideo, Staph. aureus torna-se menos

susceptfvel d fagocitose e fixa com menor eficiOncia a fracgdo C3b do

complemento do que depois de crescer noutros meios de cultura (Baselga et al.,

1994). Num ensaio in vitro, utilizando polimorfonucleares neutr6filos sanguineos

de bovino, verificou-se uma diminuigdo da fagocitose e da acgSo bactericida face

a uma estirpe de Staph. aureus produtora de zoogleia relativamente i sua

variante n6o produtora de exopolissacarideo (Barrio et a1.,2000).

As esp6cies de Staphylococci que t6m capacidade para produzir zoogleia formam

uma matrix exopolissacarldica que, juntamente com as pr6prias c6lulas

bacterianas, constitui um biofilme. Neste biofilme a bact6ria, sob a forma s6ssil,

consegue protecgdo contra os mecanismos de defesa celulares e humorais e

maior resist6ncia aos agentes antimicrobianos utilizados para o seu tratamento.

De entre os isolados de Sfaph. aureus provenientes de casos de mastite bovina,

os que exibem maior capacidade para produzir biofilme sflo menos susceptiveis d

acgSo bactericida de antibi6ticos do que as estirpes menos produtoras ou n6o

produtoras (Cucarella ef al., 2OO4). Como a expressSo dos genes para a produgdo

de exopolissacarfdeos 6 influenciada por v6rios factores ambientais, surgem

variag6es fenotipicas de estirpes portadoras do operSo rba incapazes de produzir

biofilme. Esta variagio de fase permite a bact6rias incluldas no biofilme adquirir

uma forma planct6nica e, assim, invadir outros locais no organismo hospedeiro.

Desta forma, as bact6rias que constituem um nicho de cronicidade podem

ressurgir num surto de afecgSo aguda.
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Frequentemente, estirpes de Staph. aureus com elevada capacidade para formar

biofilme n6o induzem uma descarga celular no leite superior a200 000 c6lulas/ml

de leite (Cucarella et al., 2OO4), possivelmente por, a semelhanga do que

acontece face a resposta imunol6gica especifica, estimularem fracamente a

resposta ndo especifica. Este aspecto 6 particularmente importante ndo s6 porque

condiciona a evolugdo da doenga, mas tamb6m intedere com o diagn6stico. Visto

que os programas de controlo de mastite se baseiam geralmente nos valores das

contagens de c6lulas som6ticas, para detecgdo de animais positivos, aqueles

animais ser6o assumidos como livres de infecgdo intramamilria, e ndo ser6o

tomadas as medidas de meneio adequadas para impedir a disseminagSo dos

microrganismos, Como tal, a elaboragdo de biofilme por agentes etiol6gicos de

mastite, al6m de promover a sobreviv6ncia dos microrganismos na glAndula

mam6ria, facilita a persist6ncia do agente patog6nico no efectivo animal.

A capacidade de produzir zoogleia por isolados de Staph. epidermidis causadores

de mastite em ruminantes 6 frequentemente pesquisada numa tentativa de

explicar a sua implicagdo na patologia desta afecgdo (Wats et al., 1990; Saa e

Kruze, 1995; Bedidi-Madani ef a/., 1998). A percentagem de isolados produtores

varia consideravelmente nos diferentes estudos (6% a 43%).

Outras esp6cies de SCN isoladas a partir de leite de animais com mastite podem

produzir zoogleia, designadamente Staph. caprae, Staph. chromogenes, Staph.

haemolyticus, Staph. hyicus, Staph. simulans, Staph. warneri e Staph. xylosus

(Wats et a1.,1990; Saa e Kntze,1995; Bedidi-Madani ef a/., 1998). Em estirpes de

Staph. caprae isoladas de leite de cabra foi identificado um operSo rba e um gene

regulador rbaH semelhantes aos presentes em Staph. epidermidis (>68% de

semelhanga) e os polipeptideos resultantes exibem 67 a 88"/" dos amino6cidos

que constituem as protefnas respons6veis pela produgSo da matriz

exopolissacaridica nesta esp6cie (Allignet et al., 2001 ).

Relativamente a Streptococcr, algumas esp6cies causadoras de mastite possuem

uma cdpsula rica em 6cido hialur6nico quimicamente semelhante ao do tecido

conjuntivo animal e, poftanto, n6o reconhecida como ndo-propria pelo sistema

imunologico do animal. Estirpes encapsuladas de Streptococcus uber.s ndo

induzem tdo eficazmente a fagocitose como as ndo capsuladas (Almeida e Oliver,
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1993). Foi, no entanto, sugerido por outros autores que esta capacidade de Strep.

uberis resistir d fagocitose por parte de neutr6filos se deve a mo!6culas libertadas

pela bact6ria no meio circundante e n6o pela pr6pria c6psula (Field et a1.,2003;

Leigh et al.,2OO4).

Al6m do glicoc6lice, outras estruturas bacterianas podem contrariar a acgSo dos

mecanismos de defesa do animal. Existem proteinas de superficie em alguns

microrganismos que impedem a actividade do complemento e a fagocitose. A

protefna A, presente em 50-60o/o de estirpes de Staph. aureus isoladas de

infec96es intramam6rias em bovinos (Sutra e Poutrel, 1994) liga-se d fracgdo Fc

da lgG, impedindo a opsonizagSo e, consequentemente prejudicando a fagocitose

e a activagdo do complemento. Num estudo sobre variag6es do locus agr

(accessory gene regulator), que regula a expressio de protefna A, em Staph.

aureus isolados a partir do leite de vacas com mastite clinica e subclinica, 43,4"h

das estirpes analisadas produziram quantidades elevadas de proteina A

(Takeuchi et al., 2001 ).

A protefna M que taz parle das ffmbrias dos estreptococos do grupo A liga-se ao

fibrinog6nio do soro, bloqueando a ligagdo do complemento ao peptidoglucano,

prejudicando tamb6m a fagocitose. O componente de ligagdo ao fibrinog6nio de

Strep. dysgalactiae pode representar um factor de virulOncia semelhante a

protefna M. Este agente de mastite possui ainda uma proteina tipo-M (M-like) que

6 reconhecida por anticorpos especlficos para a proteina M24 de Strep. pyogenes

(Calvinho et al., 1998). Vasi e colaboradores (2000) caracterizaram e identificaram

os genes respons6veis por tr6s protefnas tipo-M associadas d parede deste

microrganismo com capacidade para se ligarem ao fibrinog6nio ou ir lgG ou a

ambos. Foi descrita uma outra protefna expressa a superficie de Strep.

dysgalactiae com capacidade para se ligar ir fracgSo Fc da lgG e d glicoprotefna

plasmdtica o2-Indcroglobulina, que inibe a fagocitose e a acgdo bactericida de

polimorfonucleares neutr6filos bovinos (Song et a1.,2001). Ainda a ligagSo de

Strep. dysgalactiae d vitronectina inibe a fixag6o da fracgso C3b do complemento

e a subsequente fagocitose pelos PMN (Calvinho et a1.,1998).

Outra forma de ultrapassar as defesas do hospedeiro consiste na capacidade dos

microrganismos, ap6s serem fagocitados, resistirem a este mecanismo. Algumas
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bact6rias sdo capazes de se evadir do fagosoma, antes de este se fundir com o

lisosoma, ficando livres no citoplasma da c6lula hospedeira, outras conseguem

impedir esta fusdo, e outras, ainda, apos a formagio do fagolisosoma, resistem

aos enzimas lisos6micos af libertados. Foram recuperadas bact6rias vi6veis

fagocitadas por macr6fagos, a partir do leite de vacas com mastite cr6nica

causada por Staph. aureus (H6bert et a1.,2000).

Algumas bact6rias que podem estar associadas d patologia da glAndula mam6ria,

como Staph. aureLts, produzem enzimas que lhes permitem ultrapassar

mecanismos de defesa do organismo anima!. O enzima coagulase coagula o

fibrinog6nio do plasma, formando co6gulos de fibrina que protegem os

microrganismos da fagocitose e os isolam de outros factores de defesa celulares

e solfveis. Recentemente foi referida a acgSo da DNAse que destr6i redes

extracelulares de DNA e protelnas produzidas por neutr6filos para aprisionar e

lisar bact6rias (Brinkmann et a1.,2004).

Outros enzimas produzidos por microrganismos podem ser considerados factores

de virul6ncia porque danificam as "armas" de defesa do hospedeiro. Vdrias

bact6rias patog6nicas produzem proteases capazes de clivar imunoglobulinas.

Algumas estirpes de SCN isoladas de mastite subclfnica em caprinos (Bedidi-

Madani et al., 1998) e de infecgSo intramamdria em bovinos (Watts et al., 1990)

s6o produtoras de elastase, um enzima que revelou a capacidade de degradar

lgA e lgM, quando produzido por Staph. epidermidis (Sloot et al., 1992).

O enzima lecitinase 6 uma fosfolipase que remove as cabegas polares dos

fosfolipidos, desestabilizando a membrana citoplasmdtica e provocando a lise das

c6lulas. Esta acgdo sobre c6lulas fagocit6rias ou outras envolvidas na defesa do

organismo hospedeiro pode ter influ6ncia na resist6ncia a mastites. Num estudo

que incidiu sobre 450 isolados de SCN, verificou-se que os isolados de leite de

vacas com mastite subclfnica apresentaram maior actividade lecitindsica do que

outras estirpes de SCN (Karadzhov et al., 1981).

62



Factores de virulBncia

ProdugSo de toxinas

O poder patog6nico de um agente etio!6gico 6 grandemente influenciado pela sua

toxigenicidade, ou capacidade de produzir toxinas. Toxinas s6o substAncias que

alteram o metabolismo norma! das c6lulas com efeitos nefastos para o
hospedeiro. O papel das toxinas microbianas como factores de virulBncia

relevantes na patog6nese das infecg6es intramam6rias 6 bem evidenciado ao

verificar-se que a administragAo de toxoides reduz a frequ6ncia e gravidade de

mastites clinicas (Sutra e Poutrel, 1994). As toxinas produzidas por bact6rias s6o

de duas categorias, endotoxinas e exotoxinas.

A endotoxina corresponde ao lipopolissacarfdeo (LPS) que constitui a membrana

externa da parede celular das bact6rias Gram-negativas. O componente t6xico do

LPS 6 o lfpido A. Todas as bact6rias Gram-negativas libertam endotoxina quando

sujeitas a lise e, tamb6m, em pequenas quantidades, durante o seu crescimento.

A endotoxina produzida por diferentes g6neros de bact6rias Gram-negativas 6

semelhante. Al6m desta caracteristica, outras propriedades distinguem a

endotoxina das exotoxinas. A endotoxina 6 t6xica em doses mais elevadas, na

ordem das mg/kg, 6 termorresistente, 6 pouco imunog6nica e, geralmente, induz

sintomatologia sist6mica no hospedeiro, em resultado duma acgSo indirecta

mediada pelo pr6prio organismo hospedeiro. Estimulados pela endotoxina, os

macr6fagos libertam a citoquina TNF-o que actua sobre as c6lulas endoteliais

estimulando a expressdo de integrinas e a libertagio, por estas c6lulas, de lL-6

(Tizard, 2OO4). E activado o Factor Hageman que desencadeia uma reacgSo em

cascata com resultante coagulag6o intra-vascular, hemorragias internas,

inflamagSo, hipotensSo ou mesmo choque s6ptico. Os pirog6nios end6genos lL-1

e TNF-o, libertados pelos macr6fagos, actuam sobre o centro hipotalAmico da

termorregulagio originando a febre. Outras citoquinas s6o libertadas pelos

macr6fagos, mon6citos e outras c6lulas, quando complexos de LPS ligado a

proteinas plasm6ticas especiais (LPB - LPS-binding proteins) se ligam a
receptores na sua supedfcie, desencadeando outros mecanismos como activagSo

do complemento, formagdo de prostaglandinas e coagulagSo.

Ao nivel da glAndula mam6ria, a endotoxina 6 respons6vel por alterag6es

patog6nicas designadamente aumento da permeabilidade vascular e edema loca!

63



Factores de virulOncia

(Shuster et al., 1991a; 1993). lnoculada em c6lulas do epit6lio mamerio em

cultura, a endotoxina inibe a proliferagSo celular (Matthews et a1.,1994).

Em diversos trabalhos experimentais, atrav6s da inoculagdo de endotoxina na

gldndula mamdria bovina, foi possfvel verificar que esta toxina induziu

sintomatologia geral semelhante d que ocorre nas mastites por E coli (Shuster ef

dl., 1991a; 1993; Welles et al., 1993) e provocou hipogalactog6nese de uma

forma sist6mica, visto que a redugdo da produgdo de leite, nos animais em

experiOncia, se verificou tamb6m nos quaftos mamdrios n6o inoculados (Shuster

et al., 1991b).

Alguns dos sintomas desenvolvidos durante uma mastite endot6xica,

nomeadamente reacgdo sist6mica e influxo local de PMNs, s6o atribuidos ir acgdo

de citoquinas produzidas na glAndula mamdria por indugdo da endotoxina,

especificamente TNF, lL-1 e !L-6 (Shuster ef a/., 1993; 1995).

As exotoxinas s6o protefnas que podem ser produzidas tanto por bact6rias Gram-

positivas como por Gram-negativas. Sdo libertadas no meio onde a bact6ria

cresce e atingem c6lulas ou tecidos onde exercem o seu efeito. Sdo sintetizadas

por agentes patog6nicos, dependendo de informagdo gen6tica, a qual muitas

vezes est6 contida em plasmfdios ou profagos, e produzem efeitos patog6nicos

caracterfsticos atrav6s de mecanismos de ac96o proprios e que diferem de toxina

para toxina. Ao contrSrio das endotoxinas, as exotoxinas s6o termol6beis, sendo

inactivadas a temperaturas entre os 60oC e os 80oC, muito imunog6nicas, t6xicas

em doses muito baixas, na ordem das pg/kg e, geralmente, ndo induzem febre no

hospedeiro.

Muitas exotoxinas produzidas por bact6rias patog6nicas t6m uma estrutura

designada por "AB", sdo compostas por uma fracgSo enzim6tica, o fragmento A,

que 6 respons6vel pelo efeito toxico, depois de estar dentro da c6lula hospedeira,

e uma fracgSo de ligagdo d c6lula, o fragmento B, sem o qual, o fragmento A ndo

6 capaz de invadir a c6lula hospedeira.

Algumas exotoxinas afectam tecidos espec[ficos do organismo hospedeiro, sendo

denominadas de acordo com o tipo de c6lula alvo. Assim, as neurotoxinas t6m
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afinidade para o tecido nervoso, as enterotoxinas actuam sobre o epit6lio

intestinal e as citotoxinas podem incidir sobre c6lulas de v6rios tecidos.

56o citotoxinas as j6 referidas fosfolipases, as diversas hemolisinas produzidas

por diferentes microrganismos e a leucocidina produzida pelo Sfaph. aureus.

Estas toxinas produzem poros na membrana celular dos eritr6citos, dos leuc6citos

e de outras c6lulas do organismo do anima! levando d sua lise. A!6m de destruir

c6lulas importantes na defesa do hospedeiro, libertam ferro e nutrientes que s6o

utilizados pelos microrganismos como factores de crescimento.

A q-hemolisina 6 produzida por uma percentagem vari6vel de estirpes de Sfaph.

aureus isoladas de infecg6es intramam6rias bovinas, que pode chegar a 1OO"/"

dos isoladas (Haveri et a1.,2005a). Esta toxina promove o crescimento bacteriano

na glAndula mamdria (Sutra e Poutrel, 1994) e inibe a proliferagdo de c6lulas do

epit6lio mamdrio em cultura (Matthews et al., 1994). As c6lulas mam6rias em

cultura, ap6s incubagSo com esta toxina, ficam danificadas, facilitando a adesio

de Staph. aureus (Cifrian et a1.,1994). A B-hemolisina 6 produzida por 75 a 100%

de estirpes de Staph. aureus de origem mam6ria em bovinos (Sutra e Poutre!,

1994). A B-hemolisina estafiloc6cica provoca danos menos acentuados do que a

q-hemolisina nas c6lulas mamdrias in vitro, mas potencia o efeito t6xico desta

fltima e favorece a proliferagdo e a capacidade de adesSo da bact6ria (Cifrian ef

al., 1996). V6rias isolados de SCN, origindrios de leite de cabras com mastite

subcl[nica, revelaram ser produtores de q-hemolisina, B-hemolisina e 6-

hemolisina (Bedidi-Madani ef a/., 1998).

Uma leucotoxina produzida por estirpes de Sfaph. aureus isolados a partir do Ieite

de vacas, ovelhas e cabras com mastite revelou ter a capacidade de danificar

c6lulas polimodonucleares de bovino, de ovino e de caprino rn vitro (Rainard ef

al.,2OO3).

Zhang e Maddox (2000) identificaram uma nova metaloprotelna produzida por

SCN isolados a partir de leite de vacas com mastite clinica e subclinica, que

revelou ser citot6xica para v6rias linhas de c6lulas animais, al6m de ter a
capacidade de hidrolisar a caseina.
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Um grupo de exotoxinas, os superantig6nios ou toxinas pirog6nicas

superantig6nicas (pirogenic toxin superantigens, PTSAgs) possuem em comum

tr6s efeitos biol6gicos: t6m efeito de superantig6nio, sdo pirog6nicas e s6o

capazes de potenciar o efeito letal da endotoxina em coelhos at6 100 000 vezes.

Pertencem a este grupo as toxinas pirog6nicas estreptoc6cicas (SPE) e os

superantig6nios estreptoc6cicos, a toxina do choque t6xico (TSST-1) e as

enterotoxinas estafiloc6cicas (SE) (Dinges et al., 2000). Estas s6o toxinas

em6ticas e causam toxinfecgio alimentar estafiloc6cica nos humanos, das quais,

cinco estSo bem caracterizadas, a enterotoxina A (SEA), a enterotoxina B (SEB),

a enterotoxina C (SEC), a enterotoxina D (SED) e a enterotoxina E (SEE), tendo

sido jd descritas as enterotoxinas SEG a SER (Orwin et al., 2001; Omoe et al.,

2003).

Superantig6nios s6o mol6culas de origem microbiana que t6m a capacidade de

se ligar de uma forma inespeclfica a todos os receptores de antig6nio de linf6citos

T que tenham um determinado dominio VB. Desta forma, cerca de 20"/" de todos

os linf6citos T do animal sdo estimulados, em vez de menos de 1 em cada

10 000, como acontece quando s6 as c6lulas com receptores especificos para

determinado antig6nio s6o activadas. A resposta a esta superestimulagdo pode

ser a toler6ncia ao antig6nio ou a secregdo de grandes quantidades de citoquinas

produzindo o slndrome do choque t6xico (Tizard, 2OO4). Esta condigio

caracteriza-se por febre, hipotensdo, falOncia de v6rios 6rg6os e, frequentemente,

a mofte. A capacidade de potenciar o efeito letal da endotoxina pode dever-se d

diminuigdo da capacidade destoxificadora do figado subsequente a um efeito

citotoxico sobre as c6lulas hepdticas, gue pode ser causado directamente pela

PTSAg (Dinges et a1.,2000) ou pela citoquina TNF-o produzida pelos macr6fagos,

depois de estimulados pelas toxinas. A fraca imunidade obtida face ds toxinas e d

pr6pria bact6ria 6, provavelmente, consequente da tolerAncia imunit6ria, por

falOncia dos linfocitos T (McCormick ef a|.,2001).

Os genes que codificam para PTSAgs estSo frequentemente associados em ilhas

de patogenicidade (Fitzgerald et al., 2OO1; Yarwood et al., 2002), as quais s6o

extens6es gen6micas m6veis, de tamanho entre 10 e 200 Kb, que compreendem

genes para factores de virul6ncia e loci de mobilidade. Estas ilhas estSo
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presentes no genoma de estirpes patog6nicas, mas ausentes nas estirpes ndo

patog6nicas da mesma esp6cie (Hacker e Kaper, 2000; Schmidt e Hensel, 2OO4).

A intoxicagdo do hospedeiro com exotoxinas microbianas pode efectuar-se por

tr6s vias distintas. As toxinas podem ser ingeridas pr6-formadas, juntamente com

alimentos contaminados com as bact6rias produtoras, podem ser produzidas ao

n[vel de uma mucosa colonizada com um agente toxig6nico, onde podem actuar

sobre as c6lulas que constituem o epit6lio, ou a partir dai atingir a corrente

sangufnea, oU, ainda, podem ser produzidas por microrganismos envolvidos

numa infecgSo interna, produzindo efeitos locais e/ou d distdncia.

A produgdo de enterotoxinas e TSST-1 por estafilococos isolados a paftir de leite

de ruminantes com mastite est6 bem documentada. Do leite mastitico de bovino

foram isoladas estirpes de Staph. aureus produtoras de v6rias enterotoxinas e

TSST-1 (Orden et al., 1992b; Fitzgerald et a1.,2000; Zsch6ck et a1.,2000;

Akineden et al., 2001; Kuroishi et a1.,2003; Suk-kyung et al., 2004; Haveri et al.,

2005a; Silva ef a1.,2005; Zecconi et a1.,2006). Estirpes produtoras foram isoladas

de casos de mastite clinica e tamb6m de mastite subclfnica (Kuroishi et a1.,2003;

Haveri et al., 2005a). Estafilococos coagulase negativos de origem bovina

revelaram tamb6m a capacidade de produzir estas toxinas (Orden et al., 1992c;

Kuroishi et a1.,2003).

TOm sido tamb6m isoladas estirpes de Staph. aureus com compet6ncia para

produzir enterotoxinas e TSST-1 a partir do leite de ovelhas com mastite (H6jek e

Mar56!ek, 1973; H6jek, 1978; Otero et al., 1987; Bautista et al., 1988; Orden et al.,

1992a; 1992b; De Santis et al., 2005a) e de cabras afectadas (Orden el al.,

1992b; Silva ef al.,2OO5). Tamb6m foi descrito o isolamento de estirpes de SCN

produtoras de enterotoxinas e de TSST-1 de origem mam6ria em ovinos (Bautista

et al., 1988; Orden et al., 1992a; 1992c) e caprinos (Orden et al., 1992c).

As estirpes de Staph. aureLts causadoras de mastite em ovelhas e cabras

produzem uma toxina com a designagdo de TSST-O. Como tem o mesmo peso

molecular e reage com anticorpos especfficos para TSST-1, foi anteriormente

identificada como TSST-1 com base em reacA6es de imunodifusSo. A TSST-O

difere da TSST-1 em 7 dos seus 194 amino6cidos, tem um ponto isoel6ctrico
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diferente, 6 fracamente mitog6nica, n6o 6 pirog6nica, e ndo tem capacidade de

potenciar o efeito da endotoxina (Ho et al., 1989).

Na bibliografia consultada verifica-se a frequente produgSo conjunta de

enterotoxina C e TSST-1 tanto por Staph. aureus (Orden et a1.,1992a; Fitzgerald

et a1.,2000; Zschock et a1.,2000; Akineden et a1.,2001; Kuroishi et a1.,2003; De

Santis et a1.,2005a; Haveri et a1.,2005a; Jorgensen et a1.,2005) como por SCN

(Orden et al., 1992c; Kuroishi et a1.,2003). Esta caracteristica poderd dever-se ao

facto de os genes que codificam estas duas toxinas estarem situados numa

mesma ilha de patogenicidade (Fitzgerald et a\.,2001).

Relativamente d influ6ncia da produgSo de superantig6nios sobre a patologia da

g!6rndula mam6ria de ruminantes, a inoculagdo experimental na glAndula mam6ria

de bovino de uma estirpe de Staph. aureus contendo o gene para a produgSo de

SEC n6o induziu aumento linfocit6rio nem reacgdo inflamat6ria significativamente

diferente da apresentada por animais inoculados com uma estirpe do mesmo

agente sem o gene para esta toxina (Ebling et a1.,2001). No entanto, num outro

ensaio tamb6m em bovinos, a instilagdo intramamdria da enterotoxina C produziu

um aumento da descarga de c6lulas somdticas significativamente superior d

descarga apresentada por gldndulas inoculadas com PBS. No mesmo estudo, a

reacgdo d inoculagSo de TSST-1 n6o apresentou diferengas significativas face ao

controlo negativo (Kuroishi et a1.,2003). Haveri e colaboradores (2005a) sugerem

que o quadro sintomatol6gico de mastite bovina, causada por diferentes estirpes

de Staph. aureus, difere conforme a capacidade destas bact6rias para produzir

toxinas.
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1.5 _ MECANISMOS DE DEFESA DA GLANDULA MAMARIA

A glAndula mameria saudevel 6 est6ril. Ao contrdrio de outras mucosas, a mucosa

mamSria n6o possui microbiota residente, pelo que, a falta de estimulagdo por

pafte daqueles microrganismos ser6 uma das raz6es que justificam a fraca

imunidade deste 6195o (Rainard e Poutrel, 1993). Al6m disso, os factores de

protecgSo que geralmente a flora normal oferece ds mucosas que coloniza, estSo

ausentes na glAndula mam6ria.

A defesa da glAndula mamdria face a microrganismos patog6nicos depende de

um conjunto de mecanismos que inclui factores de resist6ncia inata,

protagonizada pela barreira ffsica do canal do teto, macr6fagos,

polimorfonucleares neutr6filos, linf6citos natural killer (NK) e factores solfveis,

al6m de uma resposta imunol6gica adaptativa, mediada por linf5citos e mol6culas

de anticorpos.

Barreira fisica

O canal do teto ou ductus papillaris funciona como primeira linha de defesa contra

agentes estranhos. A solugdo de continuidade entre a glAndula mam6ria e o
exterior 6 conseguida gragas d musculatura em forma de esfincter que envolve o

ductus papillaris e d camada de queratina que o forra intemamente. Esta

queratina, produzida pelas c6lulas que constituem o epit6lio escamoso

estratificado do canal, forma um verdadeiro tampSo que al6m de barreira fisica,

possui propriedades antimicrobianas (Capuco et al., 1992). A descamagSo celular

e o efeito mecAnico do fluxo de leite tamb6m sdo factores fisicos importantes para

prevenir o acesso de microrganismos d glAndula mam6ria.

G6lulas fagocit6rias

As c6lulas fagocit6rias presentes na secregdo mamdria s6o responsdveis pela

segunda linha de defesa face a agentes causadores de mastite. J6 em 1908, Elie

Metchnikoff, na sua dissertagSo quando recebeu o pr6mio Nobel da Fisiologia e

da Medicina, por ter descoberto a fagocitose em 1883, citou o trabalho de um
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veterindrio su[qo, Zschokke que refere a fagocitose de estreptococos durante a

mastite infecciosa em vacas (Kehrli e Harp,2001). As c6lulas fagocitdrias

conferem a chamada vigildncia imunit6ria (immune surueillance) (Paape et al.,

2000), assumindo um papel fundamental para a defesa da glAndula mamdria,

apesar de a sua actividade ser altamente prejudicada pela presenga de caseina e

globulos de gordura, que s6o fagocitados, provocando danos nos fag6citos cuja

actividade microbicida fica diminufda. Na glAndula saud6vel, os macrofagos sdo o

principal fag6cito mas, ap6s a infecgSo, d6-se o recrutamento de PMNs que

podem atingir cerca de 90% dos leuc6citos presentes. Al6m da sua actividade

fagocitica, os neutr6filos produzem defensinas, que sdo p6ptidos com

propriedades antibacterianas (Selsted et al., 1993) e proteinas tamb6m

bactericidas que libertam no meio circundante. Nos bovinos, pelo menos 13 B-

defensinas diferentes sdo produzidas pelos neutr6filos (Tizard, 2004) e tamb6m

foram j6 identificados genes para a produgdo destes p6ptidos no DNA de c6lulas

do epit6lio mamdrio (Oliver et a1.,2005b). Recentemente foi descrita a produgSo

por neutr6filos activados de neutrophil extracelular traps (NETs). Estas s5o fibras

extracelulares constitufdas por cromatina e protelnas, que aprisionam e lisam

bact6rias Gram-negativas e Gram-positivas que ndo foram fagocitadas

(Brinkman n et al., 2004).

Os leuc6citos possuem receptores, designados por pattern recognition receptors

(PRRs) ou Toll-like receptors (TLRs), que reconhecem estruturas relativamente

constantes na super{[cie dos agentes patog6nicos, como o LPS, o

peptidoglucano, 6cidos lipoproteicos ou lipoprotefnas bacterianas. Estas

estruturas s6o designadas por pathogen-associated molecular patterns (PAMP).

Os TLRs sao responsdveis pelo chamado reconhecimento imunitdrio inato e

permitem ao hospedeiro detectar a presenga de infecgSo, induzindo a activagdo

da inflamagSo e de factores antimicrobianos n6o especfficos (Medzhitov,2001). O

conceito actual de defesa inata n6o 6 equivalente a defesa n6o especifica, visto

que apresenta especificidade molecular (Vivier e Malissen, 2005).

Ao nfvel da gldndula mamdria, os PRRs sdo responsdveis pela activagSo de

factores inflamatorios importantes para se criar um gradiente quimiotSctico que

comega nas v6nulas pos-capilares da gldndula mam6ria e aumenta em direcgdo
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ao local da infecgSo (Kehrli e Harp,2001). Neste processo, est6o tamb6m

envolvidas mol6culas acess6rias, designadamente a LBP e o CD14 QUO,

provavelmente, t6m um papel importante na defesa inata da glAndula mam6ria

(Rainard e Riollet, 2006). Os v6rios factores inflamat6rios induzem a expressao e

activag6o de mol6culas de adesSo e ligandos nas c6lulas endoteliais e nos PMNs

que, por []timo, resulta na leucodiapedese. Estes neutr6filos que se acumulam

em grande quantidade na glAndula mam6ria sdo os principais efectores na

batalha entre o hospedeiro e os agentes patog6nicos (Burton e Erskine, 2003).

Linf6citos NK

Al6m das c6lulas fagocit6rias, foram isoladas da glAndula mamdria de bovino

c6lulas Iinfoides NK que exibem actividade antibacteriana. Quando estimuladas

com a citoquina ,L-2, estas c6lulas aumentam a sua capacidade para lisar

Staphylococcus aureus de uma forma ndo especifica (Sordillo ef a/., 1991).

Factores solfveis n5o especificos

V6rios factores solfveis est6o envolvidos na resistGncia n6o especffica da

glAndula mam6ria. Estes factores incluem o complemento, as proteinas

lactoferrina e transferrina, a !isozima, o sistema lactoperoxidase-tiocianato-

per6xido de hidrog6nio, o enzima xantina oxidase, anticorpos naturais e algumas

citoquinas.

O sistema do complemento 6 composto por um conjunto de proteinas s6ricas que,

quando estimulado, desenvolve uma reacgdo em cascata de que resultam

factores inflamat6rios, factores quimiot6cticos, opsoninas e um complexo de

ataque membran6rio capaz de lisar c6lulas e bact6rias Gram-negativas. O

complemento tem um papel importante na defesa inata da glAndula mam6ria

atrav6s das suas ac96es bactericida, ops6nica e flogistica (Rainard, 2003). O

fragmento CSa, apesar de existir em pequenas quantidades no leite saud6vel, tem

sido apontado como factor quimiotdctico para os neutr6filos, durante um processo

infeccioso da glAndula mam6ria (Shuster et al., 1997; Riollet et a1.,2000; Rainard,

2003). O desencadeamento da resposta inflamat6ria por ac96o do C5a pode

depender da presenga de receptores para esta proteina na face apical das c6lulas
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epiteliais mamerias, embora ndo tenha sido demonstrada a expressdo destes

receptores nas c6lulas do epit6lio mamdrio (Rainard e Riollet, 2006).

Duas protefnas com capacidade para fixar o ferro sdo relevantes na protec96o

n6o especifica da glAndula mam6ria: a lactoferrina e a transferrina. A lactoferrina

6 produzida na glAndula mam6ria pelas c6lulas epiteliais e, em menor, quantidade

pelos neutr6filos, e a transferrina 6 transportada a partir do sangue. A

concentragSo de lactoferrina, normalmente em baixa, aumenta durante a

involugdo da glAndula e no decurso da inflamagSo. Em resposta d invasdo

bacteriana, os neutrofilos libeftam as suas reservas de lactoferrina (Tizard, 2004).

No colostro de ovelha, as duas protefnas existem em quantidades semelhantes,

pelo que se sup6e que t6m impofiAncia de grandeza semelhante na protecgdo da

glAndula mamdria (Sanchez et al., 1992). Estas protefnas sdo bacteriostdticas por

privarem as bact6rias do ferro que necessitam para crescer, tornando-as tamb6m

mais susceptiveis d destruigdo por c6lulas fagocit6rias (Sordillo et al., 1997).

A protefna bactericida lisozima hidrolisa a ligagao I (1-a) entre o 6cido N-

acetilmurAmico e a N-acetilglucosamina do peptidoglucano que constitui a parede

celular das bact6rias Gram-positivas e, em conjunto com o complemento, pode

destruir algumas Gram-negativas, al6m de ser uma potente opsonina. Esta

protelna encontra-se em todos os fluidos corporais, excepto no fluido

cerebrospinal, no suor e na urina (Tizard, 2004). Na gldndula mam6ria 6

sintetizada localmente e transportada a partir do sangue (Vilela, 1993).

Os enzimas lactoperoxidase, produzido em baixas concentrag6es pela glAndula

mam6ria, e mieloperoxidase, produzido pelos neutr6filos, na presenga de

tiocianato e de per6xido de hidrog6nio, produzem hipotiocianato, que 6

bacteriostdtico para as bact6rias Gram-positivas e bactericida para as Gram-

negativas. Portim, n6o se conhece a sua efici6ncia na glAndula mamdria dos

ruminantes (Sordillo et al., 1997). Ainda a xantina-oxidase 6 um enzima presente

na membrana dos gl6bulos de gordura do leite que catalisa a formagio de 6xido

nitrico, a partir de nitritos inorgAnicos, que em aerobiose leva i produgSo de

peroxinitrito bactericida (Rainard e Riollet, 2006).
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Os anticorpos naturais sdo produzidos sem haver estimulagSo por um antig6nio

estranho. S5o auto-anticorpos polireactivos, dirigidos contra antig6nios pr6prios, e

que podem ter um papel importante na defesa inata da glAndula mamdria

(Rainard e Riollet, 2006).

As citoquinas tamb6m s6o importantes para a defesa da gldndula mam6ria.

Determinadas citoquinas promovem a multiplicagdo de c6lulas fagocit6rias, como

os factores que estimulam a multiplicagSo de granul6citos e macr6fagos,

granulocyte macrofage-colony stimulatory factor (GM-CSF) e G-CSF, outras sdo

factores pr6-inflamat6rios que actuam sobre as c6lulas endoteliais dos vasos

sangufneos para promover a leucodiapedese, como TNF-o, IFN-y e lL-1, outras

ainda actuam como factores quimiot6cticos para leuc6citos e linf6citos, como a lL-

8. Al6m destas acg6es, algumas destas citoquinas estimulam as c6lulas

fagocit6rias melhorando as suas capacidades para fagocitar e lisar os

microrganismos (Daley et al., 1991 ; Sanchez et al., 1994; Wedlock et a1.,2000).

Ceftas citoquinas s6o produzidas e estdo presentes na glAndula mam6ria

saud6vel, enquanto outras sdo detectadas ap6s infecgdo. As citoquinas lL-2 e

INF-y estSo normalmente presentes no leite de ruminantes, embora em

quantidade diminuida no fina! da gestagSo, altura em que a susceptibilidade a

infecg6es intramam6rias estd aumentada. Estas duas citoquinas revelaram

aumentar a actividade celular dos fag6citos mamdrios e melhorar a resist6ncia a

mastite (Babiuk et dl., 1991; Sordillo et dl., 1gg1). A citoquina lL-1q 6

constitutivamente expressa pelas c6lulas epiteliais de glAndula mam6ria de ovino

(Vilela, 1993). Embora ndo tenha sido referida a sua presenga no leite de

ruminantes, a citoquina G-CSF 6 segregada no leite humano (Calhoun et al.,

2000). Esta citoquina, administrada a vacas em lactagSo, promove o acesso de

neutr6filos it glAndula mam6ria e potencia as suas actividades fagocitica e
bactericida (Nickerson et al., 1989c; Kehrli et al., 1gg1). Ap6s estimulag6o

antig6nica, outras citoquinas sdo produzidas na glAndula mam6ria pelas c6lulas

endoteliais, pelos leuc6citos e pelas c6lulas epiteliais, nomeadamente, TNF- q, lL-

18, !L-6, lL-8, IL-12 e GM-CFS (Vilela, 1993; Barber et al.,19gg; Burton e Erskine,

2003; Bannerman et al.,2OO4). Recentemente foi descrita a produgAo de protefna

quimiot6ctica para os granul6citos (gran ulocyte chemotactic protein-2, GCP-2) por
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c6lulas de epit6lio mam6rio bovino in vitro apos estimulagdo com 6cido

lipoteicoico (Lee et a|.,2005).

Resposta adaptativa

A resposta imunol6gica adaptativa da glAndula mam6ria face a agentes

patog6nicos 6 desenvolvida por linf6citos e imunoglobulinas, com a pafticipagSo

de c6lulas apresentadoras de antig6nio.

Os linf6citos sdo as 0nicas c6lulas do sistema imunitdrio que, atrav6s dos seus

receptores de antig6nio especiais, reconhecem estruturas especfficas nos

agentes estranhos, conduzindo a uma resposta dirigida para essa mesma

estrutura. A resposta imunol6gica 6 evolutiva, isto 6, vai-se tornando cada vez

mais eficaz e, graqas aos linfocitos de mem6ria, uma resposta secund6ria a um

determinado antig6nio 6 mais r6pida, mais eficiente e mais duradoura do que a

resposta prim6ria.

Os linf6citos B, depois de seleccionados pelos respectivos antig6nios, proliferam

e, ap6s diferenciagSo em plasm6citos, produzem as imunoglobulinas ou

anticorpos. Em cada clone produzido pela proliferagio de cada linf6cito

estimulado, uma parte das c6lulas ndo se diferencia em plasm6citos, passando a

constituir as c6lulas de mem6ria.

Os linf6citos T sdo sensibilizados por antig6nios apresentados d suped[cie de

c6lulas apresentadoras de antig6nio, macr6fagos, c6lulas dendrfticas ou linf6citos

B. Ap6s proliferagSo, entram em actividade permanecendo, por6m, algumas

destas c6lulas estimuladas como c6lulas de mem6ria.

Os linf6citos T agrupam-se em duas subpopulag6es, de acordo com o tipo de

cadeias peptidicas que constituem os receptores de antig6nio, os linfocitos T oB e

os linf6citos T y6. O primeiro grupo compreende dois tipos de c6lulas que se

distinguem com base na presenga/aus6ncia de um dos dois marcadores de

superflcie, CD4 e CD8. Os linfocitos T que possuem o marcador CD4 (CD4+) sdo

linf6citos T helper (Th) e produzem vdrias citoquinas que estimulam outros

linf6citos e c6lulas apresentadoras de antig6nio, com a finalidade de regular a

resposta imunol6gica. Entre estes podem ainda distinguir-se os linf6citos Th1 e os

74



Mecanismos de defesa

linf6citos Th2, conforme as citoquinas que segregam. Os linf6citos T CD8+

segregam enzimas capazes de destruir c6lulas e bact6rias e s6o designados por

linf6citos T citot6xicos (Tc). Alguns linf6citos t6m um efeito supressor da resposta

imunol6gica, podendo ser CD4+ ou CD8+ (Tizard, 2004). Os linf6citos T y6

existem apenas em baixas percentagens (5% a 15"/o) no sangue humano e em

ratinhos, mas nos ruminantes podem chegar a 60"/" dos linf6citos sangufneos

(Tizard, 2004), aparecendo em niveis ainda superiores no par6nquima e nas

secreg6es mamdrias (Sordillo et al., 1997). Estas c6lulas t6m uma acgSo

citot6xica, podem mediar a actividade de c6lulas NK e s6o importantes na defesa

face a infecgdes bacterianas. A percentagem de linf6citos T yd no parOnquima

mam6rio decresce significativamente em perfodos de maior susceptibilidade,

sugerindo que este tipo de linf6citos constitui uma linha de defesa fundamental

contra bact6rias causadoras de mastite.

A presenga de linf6citos Th, produtores de citoquinas, na glAndula mamdria 6

impotante para atrair leuc6citos, para os imobilizar in situ e para potenciar a

capacidade fagocitSria e aumentar a lise intracelular dos microrganismos

fagocitados (Targowski, 1983). No entanto, ao contr6rio do que acontece no

sangue, os linf6citos T CD8+ predominam na glAndula mam6ria em relagSo aos

linf6citos T CD4+. Durante a lactagSo, os linf6citos T CD8+ s6o

predominantemente do tipo citot6xico mas, no perfodo p6s-pafto, estas c6lulas

sdo principalmente linf6citos T supressores (Sordillo ef al., 1997). Num estudo

para averiguar a dinAmica dos linf6citos T durante um processo mastitico em

bovinos, Soltys e Quinn (1999) verificaram que o aumento de cada subtipo de

c6lulas T na glAndula mam6ria, durante a mastite, dependia do agente etiol6gico.

Vacas com mastite estafiloc6cica apresentaram principalmente acr6scimo de

linf6citos T oF CD4*, enquanto em animais com mastite estreptoc6cica, este

aumento se referiu aos dois tipos CD4* e CD8*. Em ambos os casos houve

tamb6m aumento de linf6citos T y6.

Os linf6citos T e B, que ainda ndo contactaram com um antig6nio - ainda n6o

foram sensibilizados -, circulam atrav6s de 6rg6os linf6ticos secunddrios de forma

a facilitar o seu encontro com os antig6nios. Por6m, os linf6citos j6 sensibilizados,

c6lulas efectoras e c6lulas de mem6ria, apesar de tamb6m passarem por aqueles
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6rgdos, t6m a capacidade de circular de uma forma extra-linf6ide. A maioria dos

linfocitos maduros, portanto, recircula continuamente entre o sangue e os tecidos,

sendo a passagem de linf6citos do sangue para os tecidos controlada de forma a

que determinados linf6citos cheguem a tecidos pafticulares. Este comportamento,

designado por homing, 6 dirigido por uma variedade de receptores nos linf6citos,

receptores de homing, e de ligandos nas c6lulas endoteliais das v6nulas p6s-

capilares, onde se d6 a extravasdo. Este homing selectivo para determinados

tecidos dirige os linf6citos de mem6ria e imunoblastos para locais onde

provavelmente encontrarSo o respectivo antig6nio (Butcher e Picker, 1996).

Existem duas vias principais de recirculagdo de linf6citos, a perif6rica associada 6

pele (skrn associated linfoid tissue, SALT) e a mucosa (mucosal associated linfoid

tissue, MALT), esta dividida em gut associated linfoid fi.ssue (GALT) e bronchial

associated linfoid tissue (BALT). Ao contrdrio do que acontece nos monog6stricos,

nos ovinos e bovinos, os linf6citos mam6rios recirculam segundo o padrdo dos

linf6citos perif6ricos, tendo sido descrito que uma grande percentagem dos

linf6citos mam6rios bovinos possui receptores de homing especffico para ligandos

nos linfonodos perif6ricos. Este facto explica o compoftamento dos linf6citos

mamdrios e a sua ligag6o ao SALT (Kehrli e Harp, 2001).

A defesa imunol6gica espec[fica humora] na glAndula mamdria de ovelha 6

realizada por anticorpos ou imunoglobulinas (lgs), lgA, lgG e lg M. Nas ovelhas, a

classe de lgA comp6e-se de duas subclasses, lgAl e lgA2, sendo a lgG

composta pelas subclasses IgG1, lgG2 e lgG3. N6o dispomos de informagSo

detalhada sobre a lgA1, a 1gA2 e sobre a lgG3, por6m a lgGl e a lgG2 t6m

acg6es biol6gicas diferentes e as suas concentrag6es relativas diferem nos

diferentes locais do organismo (Tizard, 2004). Contrariamente ao que acontece

nos monog6stricos, nos quais a imunoglobulina predominante no leite 6 a lgA, no

leite dos ruminantes a lgG aparece em maior quantidade do que os outros

isotipos (Tabela 2). As lgG e lgM t6m como principal fungSo opsonizar os

microrganismos para potenciar a fagocitose por parte dos macr6fagos e dos

neutr6filos. Nas ovelhas, a lgG2 tem uma capacidade para opsonizar

significativamente maior do que a lgGl (Watson, 1989). As lgA, s6o transferidas

por pinocitose atrav6s das c6lulas do epit6lio mam6rio para o lume da glAndula
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(Nickerson, 1989a), onde t6m um pape! fundamental na exclusdo imunit6ria, isto

6, ligam-se aos agentes patog6nicos, impedindo a sua ligagSo irs c6lulas

epiteliais, contrariando a colonizagSo. Estas imunoglobulinas s6o tamb6m

importantes na neutralizagSo de toxinas que s6o produzidas por v6rios agentes

etiol6gicos de mastite e, embora geralmente n6o sejam referidas como opsoninas,

jd foi relatada a sua actividade opsonizante face a Strep. agalactiae (Mackie et al.,

1986). No entanto, estudos mais recentes que avaliaram a importAncia da

opsonizagSo por lgA, revelaram que este isotipo n6o 6 importante como opsonina

para a fagocitose de Staph. aureus por neutr6filos de bovino (Barrio et a1.,2003).

Tabela 2: Teor de imunoglobulinas no colostro e leite de ovelha

(adaptado de Tizard, 2004)

Classe de lg Colostro (mg/dL) Leite (mg/dL) Subclasse de lg

lqA 100 - 700 5-12 41. M
lsG 4000-6000 60 - 100 G1, G2, G3
lqM 400 - 1 200 o-7 M

Como se poder6 constatar da observagdo da Tabela 2, o nive! de anticorpos

normalmente presente no leite de ovino 6 muito baixo, inferior a 2 mglmL. No

entanto, durante um processo de mastite, pode chegar a 80 mg/ml.

As lgs presentes no leite de ovelha podem ser produzidas localmente ou ser

transpofiadas a partir do sangue para a glAndula mam6ria. De acordo com Tizard

(2004), as lgA s6o produzidas localmente no tecido mamdrio e as lgG s6o

transportadas activamente a partir do sangue, utilizando um receptor especffico

nas c6lulas epiteliais. Segundo Berthon e Salmon (1993), na ovelha, a lgA 6
produzida localmente durante o perfodo de involugSo, mas 6 transportada a partir

do sangue durante a lactagSo. Por6m, relativamente a outras esp6cies, ha

refer6ncias que indicam a possibilidade de qualquer das classes, lgA, lgG e lgM,

poder ser transportada a partir do soro ou produzida na pr6pria glAndula mam6ria.

Nos bovinos, a lgGl 6 transpoftada, do sangue para a gldndula mamdria, atrav6s

de um mecanismo de transpofte activo que envolve receptores de Fc especificos
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para esta subclasse de lg, situados na membrana citoplasmetica das c6lulas do

epit6lio mamdrio, os quais aumentam no final do perfodo pr6-pafto. Quando o

transporte do soro para o leite diminui, a lgGl passa a ser produzida por

plasm6citos residentes na glAndula mam6ria (Kehrli e Harp,2001). Tamb6m nesta

esp6cie, a lgGl 6 o isotipo predominante no leite produzido por uma glAndula

sauddvel, mas durante um processo inflamat6rio, a lgG2 6 transportada para o

leite pelos neutr6filos, ligada a receptores especfficos para esta subclasse (Tizard,

2OO4). A concentragdo de !gG2 no leite est6 relacionada com a contagem de

c6lulas som6ticas. No entanto, esta imunoglobulina pode tamb6m ser

transportada a partir do sangue, passiva e activamente, e sintetizada localmente

(Caffin e Poutrel, 1988). Relativamente a lgG1, n6o existe qualquer relagdo entre

a CCS e a sua concentrag6o no leite (Caffin et al., 1983). Plasm6citos produtores

de imunoglobulinas lgG1, lgG2, lgA e IgM foram obseruados nas secreg6es

mam6rias de bovinos (Chang et al., 1981; Sordillo e Nickerson, 1988; Nickerson,

1 989a).

Como ja foi referido, a capacidade de resist6ncia da glAndula mam6ria face a

agentes etiol6gicos de mastite ndo 6 constante ao longo da lactagSo. A

susceptibilidade a mastites est6 aumentada no periodo p6s-parto e no final da

lactaq6o.

Relativamente ao perfodo p6s-parto, vdrios factores t6m sido apontados como

respons6veis pela imunodepressSo ao nivel da glAndula mam6ria. Devido ao

efeito diluidor do leite, cuja produgdo 6 rapidamente aumentada, a quantidade de

c6lulas fagocitSrias e linf6citos T diminui muito nesta fase. Al6m disso, no periodo

peri-parto o n[vel de cortisol no sangue aumenta, criando um ambiente anti-

inflamat6rio. Consequentemente, diminui a expressdo de mol6culas de adesSo

nos PMNs, diminuindo a marginalizagdo, a leucodiapedese torna-se mais lenta e

a activagSo celular 6 prejudicada (Burton e Erskine, 2003). Durante este periodo,

os linf6citos T CD8+ apresentam uma acASo citot6xica limitada, sendo

maioritariamente supressores; os linf6citos T CD4+ s6o principalmente Th2,

causando uma baixa produgdo de lL-2 e IFN-y, visto que estas citoquinas s6o

principalmente segregadas por linf6citos Th1; a percentagem de linf6citos Tyd
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est6 diminufda; os linf6citos B estao menos activos, apesar de nio estarem

diminuidos em quantidade (Paape et a1.,2000).

No final da lactagdo, no inicio do periodo de involugdo da glAndula mam6ria, s6o

tamb6m diversos os factores que podem contribuir para o aumento da

susceptibilidade a mastites. Apesar de, com a diminuigdo na produgdo de leite,

haver uma concentragAo das c6lulas fagocitdrias e linfoides, a actividade dos

neutr6filos est6 comprometida a tentar eliminar componentes do leite e detritos

celulares. Al6m disso, nesta fase, tal como durante a colostrog6nese, existe na

secregSo da glAndula mam6ria um factor que se liga especificamente aos

receptores para a fracgio Fc das imunoglobulinas, na parede dos fag6citos,

diminuindo a sua acg6o fagocit6ria (Nickerson, 1989a). E, ainda, um aspecto

muito importante 6 a falta do efeito mecAnico do fluxo de leite, o qual durante a

lactagio contraria a colonizagdo do epit6lio mamdrio por microrganismos.

ContribuigSo das c6lulas do epit6lio mam6rio

As c6lulas epiteliais da glAndula mamdria, ap6s interacgdo com os

microrganismos patog6nicos, t6m capacidade de produzir defensinas,

quimoquinas, citoquinas e Srcido araquid6nico. Apesar de n5o estar ainda

esclarecido o seu pape! na defesa da glAndula, as c6lulas do epit6lio mamdrio t6m

aptiddo moduladora, actuando de forma aut6crina e par6crina e, possivelmente,

estdo envolvidas na chamada de neutr6filos e Linf6citos i glAndula mam6ria

(Rainard e Riollet, 2006).
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1.6 AGENTES ANTIMICROBIANOS UTILIZADOS NO CONTROLO DE

MASTITES

Segundo Todar (2002), podem distinguir-se dois tipos de agentes antimicrobianos

usados para o tratamento de doengas infecciosas: antibi6ticos, que s6o

substAncias naturais produzidas por microrganismos, e agentes quimioter6picos,

os quais sio quimicamente sintetizados. O mesmo autor distingue ainda

antibi6ticos semi-sint6ticos, resultantes de mol6culas de origem microbiana

modificadas artificialmente, e antibi6ticos sint6ticos, sintetizados totalmente por

meios qulmicos, embora sejam iguais aos naturalmente produzidos. E, contudo,

frequente designar por antibi6ticos sensum lato todos estes agentes

antimicrobianos.

Os agentes antimicrobianos sdo extensamente utilizados para o controlo de

mastites em ruminantes. A sua utilizag6o pode ser terap6utica, quando s6o

administrados a animais afectados, ou profil5tica, atrav6s do chamado tratamento

de secagem, que consiste na administragSo de agentes antimicrobianos ap6s a

fltima ordenha, com o objectivo de reduzir a incid6ncia de mastites durante o

perlodo seco e no inicio da lactagdo seguinte. A administragSo local na glAndula

mamdria, por instilagdo atrav6s do canal do teto 6 a via de administragdo

preferencial visto que, ap6s administragSo sist6mica, a difusSo do sangue para o

leite 6 reduzida. No entanto, em determinadas situag6es, como a ocorr6ncia de

mastite hiperaguda ou obstrugSo dos canais galact6foros, a via sist6mica deve ser

utilizada e a dose de produto a administrar deve ser superior d dose por kg

normalmente utilizada, de forma a atingir niveis terap6uticos na secregSo

mam6ria.

Preliminarmente i execugdo deste trabalho, averigudmos a composigSo dos

medicamentos de aplicagdo intramamdria disponiveis no mercado portugu6s.

Passamos a descrever apenas os agentes antimicrobianos presentes nestes

medicamentos, de acordo com a sua estrutura qufmica e o modo de acASo sobre

os microrganismos.
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Os agentes antimicrobianos podem actuar sobre a c6lula bacteriana de diversas

formas, podendo inibir a sfntese da parede celular, alterar a membrana

citoplasm6tica, inibir a sintese de protefnas, intederir com os 6cidos nucleicos ou

competir com factores de crescimento da bact6ria.

lnibidores de crescimento da parede celular

O grupo dos antibi6ticos B-lactAmicos inclui as penicilinas, os monobactAmicos, as

cefalosporinas e os carbapenemes. Quimicamente, estes antibi6ticos cont6m um

anel B-lactAmico com quatro elementos, tr6s 6tomos de carbono e um de azoto.

Este anel liga-se ao enzima transpeptidase, inibindo a sua ac96o para estabelecer

a ligag6o cruzada entre as cadeias laterais penta-peptidicas que ligam as v6rias

camadas no peptidoglucano da parede bacteriana. A sua acg6o 6 geralmente

bactericida, mas 6 necessdrio que as bact6rias estejam numa fase de

crescimento activo.

A penicilina foi o primeiro antibi6tico conhecido. Descoberta acidentalmente por

Fleming em 1929, 6 produzida pelo fungo Penicillium notatum. A benzil-penicilina

ou penicilina-G 6 encontrada em alguns medicamentos de aplicagSo

intramamdria. Esta 6 uma penicilina natural, produzida pela fermentagdo do

Penicillium chrysogenum, activa face a cocos Gram-positivos, cocos Gram-

negativos e bacilos Gram-positivos, mas que apenas actua contra bacilos Gram-

negativos em doses muito elevadas (Livermore e Williams, 1996). A penicilina G 6

sensivel irs B-lactamases estafilococicas

A ampicilina e a cloxacilina sdo penicilinas semi-sint6ticas que integram alguns

dos medicamentos referidos. Gragas ir adigdo de uma cadeia lateral ao 6-6cido

aminopenicilAnico, estes antibi6ticos B-lactAmicos s6o resistentes ds B-

lactamases estafilococicas. No caso da ampicilina, a cadeia lateral confere-lhe

tamb6m um espectro de acgSo mais alargado do que a penicilina G,

nomeadamente face a determinadas bact6rias Gram-negativas.

As cefalosporinas, produzidas por fungos do g6nero Cephalosporium, podem ser

classificadas em quatro grupos, cujos componentes diferem na sua acA6o

antibacteriana. As cefalosporinas do grupo I sdo principalmente activas para

bact6rias Gram-positivas, sendo resistentes irs B-lactamases estafiloc6cicas. No
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entanto, apresentam uma fraca acgSo anti-Gram-negativos. Os compostos do

grupo ll sdo activos contra enterobact6rias, sendo alguns resistentes ds B-

lactamases produzidas por estas bact6rias, mas menos eficientes face a bact6rias

Gram-positivas do que as cefalosporinas do grupo l. O grupo !!l 6 constituido

pelas chamadas cefalosporinas anti-pseudomonas, das quais a maior parte revela

tamb6m boa actividade antibacteriana face a enterobact6rias e algumas

conservam uma actividade considerdvel contra bact6rias Gram-positivas. As

cefalosporinas do grupo lV s6o resistentes a muitas B-lactamases,

nomeadamente ds produzidas por Bacteroides spp. (Livermore e Williams, 1996).

Duas cefalosporinas do grupo ll, a cefalexina e a cefuroxima e uma pertencente

ao grupo !ll, a cefoperazona integram a composigdo de preparag6es

medicamentosas de aplicag6o intramam6ria.

A bacitracina est6 incluida no grupo dos antibi6ticos polipeptidicos, que se

caracterizam quimicamente por consistirem numa cadeia de amino6cidos. A

bacitracina pode ser produzida pelo Bacillus subtilis e pelo Bacillus licheniformis.

Este antibi6tico inibe o crescimento da parede celular por impedir que as

subunidades muropeptidicas, necessdrias para este crescimento, se libertem da

mol6cula lipidica que as transpofta para o lado exterior da membrana. A sintese

de 6cidos teicoicos, que tamb6m utiliza a mesma mol6cula transportadora, 6

conjuntamente inibida. Devido i sua alta toxicidade, a bacitracina n6o deve ser

utilizada por via sist6mica, mas pode usar-se topicamente e, tamb6m, para actuar

ao nivel da mucosa intestinal, visto que ndo 6 absorvida pelo intestino. Pode,

poftanto, ser utilizada por via intramam6ria.

lnibidores da membrana citoplasmdtica

A polimixina, produzida pelo Bacillus polymyxa,6 um antibi6tico polipeptidico,

em que a cadeia de amino6cidos 6 circular. Outro antibi6tico polipeptidico, a

colistina 6 um derivado da polimixina B. A ac96o antibacteriana destes agentes

deve-se ao facto de se ligarem aos fosfolipidos da membrana plasmdtica,

alterando a sua permeabilidade e rapidamente provocarem a lise da c6lula. Dada

a semelhanqa entre as membranas das c6lulas procari6ticas e das c6lulas

eucari6ticas, a sua utilizagSo estd limitada a aplicagSes t6picas, podendo
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constituir medicamentos de aplicagSo intramamdria. Estes antibi6ticos s6o

eficientes principalmente face a bact6rias Gram-negativas.

lnibidores da sintese de protelnas

Os antibi6ticos pertencentes ao grupo dos aminoglicosldeos s6o produzidos por

esp6cies de Strepomyces. Quimicamente, consistem em agfcares aminados e

uma estrutura ciclica chamada aminociclitol. Dentro deste grupo, foram

encontrados na composigdo de antimastfticos a estreptomicina, a gentamicina e

a neomicina. O modo de ac96o destes agentes produz-se atrav6s da sua ligagdo

d subunidade 30S dos ribosomas bacterianos, impedindo a iniciagdo da s[ntese

de protefnas. Face a bact6rias Gram-positivas, os aminoglicosfdeos s6o

bacteriostdticos, mas sdo bactericidas contra bact6rias Gram-negativas e a sua

ac96o muito r6pida deve-se, ndo ao efeito sobre a sfntese proteica, mas ao facto

de serem capazes de deslocar e competitivamente substituir os i6es de Mg2* e

Ca2* que ligam as mol6culas polissacarfdicas, deixando poros na parede celular

(Stratton, 1996).

Alguns medicamentos antimastfticos contGm oleandomicina, que 6 um macr6lido

produzido pelo Sfreptomyces antibioticus. Os antibi6ticos que constituem esta

familia caraclenzam-se por estruturas que cont6m um grande anel de lactona

ligado a ag0cares aminados. Actuam atrav6s da sua ligagdo d fracgdo 50S do

ribosoma bacteriano, inibindo o alongamento da protefna pela peptidil-transferase,

ou impedindo a translocagdo do ribosoma, ou produzindo ambos os efeitos. Daf

resulta um efeito bacteriost6tico para a maioria dos microrganismos sensfveis,

mas bactericida para algumas esp6cies de bact6rias Gram-positivas.

A lincomicina, produzida por Streptomyces lincolnensr.s, embora ndo peftenqa ao

grupo dos macrolidos, tem um modo de ac96o semelhante a estes antibi6ticos

(Stratton, 1996), o qual se exerce face a bact6rias Gram-positivas e algumas

Gram-negativas. Este antibiotico estd disponfvel em medicamentos de aplicagSo

intramamdria.

As tetraciclinas consistem num grupo de antibi6ticos que t6m uma estrutura

quimica comum, o anel naftaleno. A desigualdade entre as v6rias tetraciclinas 6

devida a diferengas nos grupos qufmicos ligados ao anel naftaleno. De entre
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estes antibi6ticos, apenas a oxitetraciclina foi encontrada na constituigdo de

produtos antibacterianos de aplicagdo intramam6ria. Todas as tetraciclinas sdo

antibi6ticos de largo espectro, naturalmente produzidas por bact6rias do g6nero

Streptomyces, embora algumas possam tamb6m ser produzidas de forma

sint6tica ou semi-sint6tica. Estes agentes antibacterianos actuam bloqueando a

ligagSo do RNA-transfer6ncia ao ribosoma, tanto no ribosoma procari6tico como

no ribosoma eucariotico. No entanto, a maioria das bact6rias transporta

activamente as tetraciclinas, de forma que a concentragSo intracelular de

antibi6tico atinge uma concentragSo 50 vezes superior d concentragdo no meio

exterior, garantindo a acgSo especffica sobre a bact6ria e aumentando muito a

acgSo antibacteriana.

lnibidores da sintese de 6cidos nucleicos

A novobiocina, tamb6m presente em medicamentos antimastiticos, 6 produzida

pelo Sfreptomyces niveus e pertence ao grupo dos antibi6ticos aminocum6ricos.

A sua actividade antibacteriana deve-se d inibig6o do enzima DNA-girase, o qual

6 responsdvel por desenrolar a h6lice de DNA para permitir a sua replicagdo

(Gelleft et a1.,1976).

As ansamicinas ou rifamicinas s6o um grupo de antibi6ticos originalmente

isolados do microrganismo do solo Streptomyces mediterranei. A rifampicina 6

um derivado semi-sint6tico da rifamicina, cuja ac96o antibacteriana resulta da sua

ligagdo ao enzima RNA-polimerase, impedindo a sintese de RNA-mensageiro.

Este antibi6tico 6 activo face a bact6rias Gram-positivas e algumas Gram-

negativas.

I n ibidores competitivos

Os agentes quimioterdpicos, que sdo inibidores competitivos de metabolitos

essenciais ou factores de crescimento necess6rios para o metabolismo

bacteriano, s6o tamb6m designados por anti-metabolitos ou an6logos de factores

de crescimento. Estes agentes antibacterianos inibem especificamente uma via

metab6lica essencial da bact6ria e a sua toxicidade selectiva deve-se ao facto de

a via metab6lica afectada n6o ocorrer no hospedeiro. A sua estrutura quimica 6

semelhante a um factor de crescimento ou metabolito, mas n5o desempenha o
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respectivo papel metabolico na c6lula bacteriana, dai resulta a sua acAao

bacteriost6tica ou bactericida.

As c6lulas eucari6ticas produzem o dcido tetra-hidro-folico (THF) reduzindo a

vitamina 6cido f6lico. Por6m, as bact6rias sintetizam o seu pr6prio 6cido THF, a

pafiir do 6cido para-amino-benzoico (PABA), que 6 um amino6cido ndo proteico.

Na c6lula procari6tica, o PABA 6 transformado em 6cido di-hiro-f6lico (DHF) e

este em dcidoTHF. As sulfamidas s6o estruturalmente semelhantes ao PABA e o

trimetoprim 6 andlogo do dcido DHF. A utilizagdo destes compostos,

erroneamente, pela bact6ria, impede a formagdo do produto final, o 6cido THF.

Eficdcia dos agentes antimicrobianos

Os agentes antibacterianos constituem, de facto, o meio mais utilizado na

profilaxia m6dica e no tratamento de mastite em ruminantes. Por6m, o 6xito

obtido, tanto ao nfvel da prevengSo como em termos de cura, est6 longe de atingir

os resultados desej6veis.

O insucesso da antibioterapia pode dever-se a problemas de farmacocin6tica, ou

seja d dificuldade do agente antimicrobiano atingir o local onde os microrganismos

est6o situados, ou de farmacodinAmica, isto 6 d falta de capacidade para inibir a

multiplicagdo ou lisar o microrganismo em causa.

As causas possfveis apontadas para o insucesso do tratamento antibi6tico de

mastite foram esquematizadas por Sandholm e colaboradores (1990) e s6o

apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3: Causas de insucesso da antibioterapia em mastites

(adaptado de Sandholm ef a/., 1990)

1. Os antibi6ticos n6o atingem o local de infecgio em concentrag6es adequadas por:
a) n6o ser mantida a quantidade adequada de antibi5tico durante o perlodo de tempo

necessdrio: dose insuficiente, interudo entre doses demasiado longo, periodo de
tratamento curto;

b) limitag6es devidas a farmacocin6tica:
i) absorgdo, disposig6o, eliminaqSo;
ii) ionizagdo do produto;
iii) bloqueios durante o tratamento intramamdrio (edema, oclusdo dos canais

galact6foros);
iv) deficiente passagem da barreira sangue-leite depois de administragdo parenteral;
v) ligagSo do antibi6tico a proteinas do soro ou do leite;
vi) parasitismo intra-celular;

2. Resist6ncia ao antibi6tico ou desenvolvimento de resist6ncia.
3. Dorm6nciabacteriana.
4. Formas L de bact6rias (resistentes aos B-lactAmicos).
5. Alguns antibi6ticos deprimem a fagocitose.
6. Reinfecgdo:

a) a partir de um in6culo remanescente;
b) a partir do canal do teto;
c) a partir de outra fonte, devido a higiene deficiente, etc.

Vdrias raz6es relacionadas com a farmacocin6tica podem estar na base do

insucesso muitas vezes obtido com o uso de agentes antimicrobianos no

tratamento e profilaxia de mastite. Sdo disso exemplo os casos em que a oclusao

dos canais galact6foros ou o edema na glAndula mam6ria impedem o acesso do

princfpio activo ao local da infecgdo.

Outra forma de bloqueio prov6m da capacidade que algumas bact6rias t6m de

produzir uma matriz exopolissacarfdica, onde ficam inclufdas, formando um

biofilme, que lhes confere um tipo de resist6ncia especial aos agentes

antibacterianos. Com efeito, apesar de as bact6rias inclufdas no biofilme neo

apresentarem maior resist6ncia aos antibi6ticos do que as c6lulas planct6nicas da

mesma populagao, mesmo utilizando antibi6ticos com elevada capacidade de

difusSo atrav6s do biofilme, ap6s uma fone redugao na populagSo bacteriana, o

antibiotico deixa de actuar. As c6lulas que persistem param de crescer, por

influOncia do pr6prio antibi6tico e deixam de lhe ser susceptiveis. Protegidas pelo

biofilme, evadem-se ao efeito dos mecanismos de defesa do animal e, quando
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deixam de estar em contacto com o antibiotico, voltam a crescer com as mesmas

caracteristicas que tinham anteriormente, nomeadamente, voltam a apresentar

susceptibilidade ao antibi6tico (Lewis, 2001). Melchior e colaboradores (2006)

referem uma maior resistOncia a antibioticos de bact6rias causadoras de mastite

em biofilmes mais antigos, relativamente a biofilmes rec6m-formados, salientando

a importAncia do tratamento precoce de mastites.

A estrutura qulmica dos agentes antimicrobianos tamb6m determina o seu

compoftamento em termos de farmacocin6tica. Os antibi6ticos do grupo dos B-

lactAmicos, cujo pH 6 6cido, dificilmente atravessam a barreira sangue-leite, visto

que o gradiente de pH entre o sangue e o leite de uma glAndula saud6vel 6 de

7,4:6,7. Quando administrados por via intramam6ria, estes antibi6ticos

apresentam uma boa actividade na fase leite. Outro factor importante 6 a
lipossolubilidade, uma elevada solubilidade nos lfpidos favorece a penetragdo nos

tecidos. Os aminoglicosfdeos t6m baixa solubilidade nos lfpidos, ao contr6rio dos

macr6lidos, os quais ndo s6 manifestam uma boa dispersSo nos tecidos, como a

sua base orgAnica favorece a difusSo sangue-leite (Sandholm et a/., 1990).

Diversos agentes etiol6gicos de mastite possuem capacidade para invadir as

c6lulas do epit6lio mamSrio e ai permanecer como parasitas intracelulares,

nomeadamente Sfaphylococcus aureus (Almeida et al., 1996; Bayles et al., 1998;

Hensen et al., 2000; Brouillette et a1.,2003; Almeida et al., 2005), estafilococos

coagulase negativos (Almeida e Oliver, 2001), Streptococcus dysgalactiae

(Almeida e Oliver, 1995; Calvinho et al., 1998), Strep. uberis (Oliver et al., 1998;

Almeida et a1.,2005), Escherichia coli (Dopfer et a|.,2000; 2001) e Mannheimia

haemolytica (Vilela, 1993). A!6m disso, as bact6rias podem permanecer vi6veis

dentro das c6lulas fagocitdrias, tanto nos macr6fagos (H6rbeft et a1.,2000) como

nos polimorfonucleares neutr5filos (Gresham et dl., 2000). Neste reffgio

intracelular, as bact6rias estSo protegidas da acgdo dos agentes antibacterianos

se estes ndo tiverem capacidade para actuar dentro das c6lulas.

O efeito de um antibi6tico sobre um microrganismo intracelular depende da

penetragdo do medicamento na c6!ula, da sua localizagdo intracelular, do seu

metabolismo dentro da c6lula e da sua ac96o antimicrobiana sobre o
microrganismo em causa (Donowitz, 1994). Efectivamente, a capacidade de
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certos antibi6ticos para penetrar e se concentrar dentro dos neutr6filos n6o est6

directamente correlacionada com a sua aptidSo para lisar Staphylococcus aureus

dentro da c6lula (Hand e King-Thompson, 1986; Madgwick et al., 1989; Yancey ef

al., 1991). A discrepAncia observada, effi alguns antibi6ticos com elevada

capacidade para penetrar na c6lula e baixa bioactividade, pode dever-se d Iigagdo

do medicamento a um determinado organito dentro da c6lula, a sua

metabolizagdo ou inactivagdo, a condig6es desfavor6veis dentro do fagosoma,

como o baixo pH, ou a efeitos t6xicos exercidos sobre o neutr6filo (Van der

Auwera et a1.,1991).

Os antibi6ticos B-lactAmicos apresentam fraca acumulagAo, o que significa que a

concentragdo extracelular se mant6m mais elevada do que dentro da c6lula, tanto

em c6lulas fagocitdrias como n6o fagocit6rias. lsto acontece porque o citoplasma

da c6lula 6 mais dcido do que o meio extracelular. Por6m, estes antibi6ticos sdo

bactericidas para bact6rias livres no citosol, como Listeria monocytogenes, desde

que sejam mantidos em contacto prolongado com as c6lulas (Carryn et a1.,2003)

Os antibi6ticos do grupo dos aminoglicosideos sdo constituidos por mol6culas

grandes e de carga negativa, o que impede a sua difusSo passiva atrav6s da

membrana citoplasm6tica. Estes produtos penetram a c6lula atrav6s de um

mecanismo activo de pinocitose da c6lula eucari6tica, o qual 6 bastante lento, 48

a 72 horas depois da exposigSo ao antibi6tico, ap6s o que s6o inactivados pelo

pH 6cido no lisosoma (Maurin e Raoult,2001).

Os antibi6ticos macr6lidos, como s6o bases fracas, exibem uma acumulagdo

intracelular marcada em quase todas as c6!ulas, variando, no entanto, consoante

o antibi6tico considerado. Devido d sua estrutura b6sica, acumulam-se em grande

quantidade nos lisosomas (dois tergos lisosoma/um tergo citosol), onde a sua

actividade sofre inibigSo devido ao pH muito 6cido. Portanto, mesmo em grandes

quantidades dentro da c6lula, a sua actividade antimicrobiana face a Staph.

aureus 6 menor do que no meio extracelular (Carryn et a1.,2003).

Al6m dos antibi6ticos referidos, t6m actividade antimicrobiana intracelular

fluoroquinolonas, que ndo foram estudadas no dmbito deste trabalho,

tetraciclinas e as ansamicinas (Carryn et al., 2003). Este riltimo grupo

AS

AS

de
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antibi6ticos beneficia do facto de a sua acg6o ser ampliada num meio cujo pH

seja 6cido (Sanchez et al., 1988).

Tamb6m a combinagdo dos agentes quimioter6picos trimetoprim/sulfametoxazole

revelou capacidade litica intracelular, in vitro, face a Staph. aureus (Jacobs e

Wilson, 1983).

No que respeita a problemas de farmacodinAmica, hd situag6es em que o agente

etiol6gico possui mecanismos de resist6ncia para o antibi6tico utilizado no seu

controlo, mas tamb6m pode estabelecer-se uma populagdo bacteriana resistente,

por pressSo de selecgdo sobre uma populagdo inicialmente susceptfvel.

Frequentemente, o antibi6tico utilizado 6 escolhido sem ser avaliada previamente

a sua efic6cia face aos agentes patog6nicos que se pretende combater. Para o

tratamento de mastite clfnica, a absoluta necessidade de o tratamento ser

precoce, impossibilita o pr6vio estudo laboratorial de susceptibilidade aos agentes

antimicrobianos, que 6 excessivamente moroso. Tamb6m a escolha do

medicamento a utilizar para profilaxia das infec96es intramam6rias pode n6o ser

apropriada, se ndo se dispuser de informag6es sobre o microbismo instalado no

efectivo animal.

Nas situag6es referidas podemos atribuir a falha do antibi6tico d respectiva

resist6ncia do ou dos agentes etiol6gicos. A infec96o da gldndula mamdria pode

ser protagonizada por bact6rias resistentes ao agente antibacteriano utilizado,

mas tamb6m pode acontecer que microrganismos inicialmente susceptiveis

desenvolvam resist6ncia atrav6s de uma mutagdo gen6tica e posterior selecgSo.

Estabelece-se, ent6o, uma estirpe descendente do mutante, por pressdo do

pr6prio antibi6tico, que elimina as bact6rias susceptfveis. A taxa de mutagdo para

a maioria dos genes bacterianos 6 aproximadamente 10-8. lsto significa que, ao

duplicar uma populagdo de 108 bact6rias para 2X 108, 6 possfvel haver uma

mutagSo. Como as bact6rias atingem populag6es com densidades superiores a

10e c6lulas, esta mutagSo pode desenvolver-se numa s6 gerag6o, durante 15

minutos de crescimento (Todar, 2002). A pressdo de selecgdo exercida pelo

antibi6tico pode tamb6m incidir sobre bact6rias que adquiriram factores de

resist6ncia, inscritos em plasmfdeos anteriormente transferidos de bact6rias
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resistentes, atrav6s de conjugaqao ou mesmo transformagao, ou ainda pode levar

A expressSo de um gene promotor respons6vel pela expressSo de genes de

resist6ncia "silenciosos" (Davies, 1 992). Diversos estudos cientfficos demonstram

fortes evid6ncias de que a utilizagdo de antibi6ticos para o controlo de mastites 6

responsdvel pela pressdo de selecgSo de estirpes de microrganismos resistentes,

as quais sio implicadas em infec96es intramamdrias (Boutet e Lekeux, 2005;

Rajala-Schultz ef al., 2OOS).

Diferentes mecanismos bioquimicos podem ser responsAveis pela resist6ncia aos

agentes antimicrobianos. O microrganismo pode produzir enzimas que inactivam

o antibi6tico, como por exemplo as B-lactamases, pode alterar a sua parede de

forma a reduzir a penetragdo do antibi6tico ou pode expressar proteinas na

membrana citoplasmdtica que bombeiam o antibi6tico para fora da c6lula, como

acontece numa das formas de resistOncia d tetraciclina. Outro tipo de proteina

pode ser expresso pele bact6ria cuja fungdo 6 sequestrar o antibi6tico, isto 6, a

protefna liga-se ao antibi6tico de forma a impedir a sua acgdo. As bact6rias

podem, tamb6m alterar a estrutura do organito alvo do antibi6tico, como acontece

na resist6ncia a macr6lidos e a aminoglicosideos, em que o ribosoma se torna

refract6rio ap6s uma espec[fica modificagdo enzimdtica do RNA ribosomal. Ainda

outro mecanismo de resist6ncia 6 a capacidade da bact6ria para desenvolver uma

forma alternativa de prosseguir o seu metabolismo, evitando a reacgdo afectada

pelo agente antibacteriano (Davies, 1992).

A utilizaqdo de antibi6ticos inibidores da parede bacteriana pode induzir, na

pr6pria glAndula mam6ria, a formagdo de formas-L de bact6rias Gram-positivas,

as quais sdo bact6rias desprovidas de parede celular, mas que, no entanto, s6o

vidveis. Estas bact6rias, apos ser retirado o antibi6tico, reveftem d sua forma

habitual e readquirem todas as sua caracterlsticas anteriores. Ap6s tratamento

intramam6rio com cloxacilina, de vacas infectadas experimentalmente com Staph.

aureus, o leite recolhido e inoculado, num meio de cultura apropriado para o

crescimento de formas-L, revelou a presenga de microrganismos vi6veis, embora

as culturas em meios habitualmente utilizados para o diagn6stico de mastite

resultassem negativas. As col6nias das formas-L, quando repicadas para os
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meios de cultura tradicionais, reproduziram colonias de Staph. aureus tfpicas

(Sears et al., 1987).

Relativamente d acgSo dos agentes antimicrobianos sobre as c6lulas fagocit6rias,

a utilizagdo de antibi6ticos na glAndula mam6ria pode interferir com o
recrutamento destas celulas, principalmente polimorfonucleares neutr6filos

(PMN), podendo tamb6m influenciar a sua capacidade fagocitdria e ainda a

aptiddo destas c6lulas para lisar as bact6rias fagocitadas.

Alguns antibi5ticos ap6s administragdo por via intramam6ria estimulam

leucodiapedese na glAndula, como acontece com a novobiocina (Lintner e

Eberhart, 1990b). Por outro lado, tem sido frequentemente referido que alguns

antibi6ticos inibem a fagocitose, De entre os antibi6ticos inclufdos no presente

estudo, t6m efeito negativo sobre a capacidade fagocit6ria de PMNs mam6rios rn

vitro, a polimixina B, embora ligeiramente (Nickerson ef a/., 1985), a gentamicina

(Nickerson et al., 1985; Pappe et al., 1991), a novobiocina (Lintner e Eberhart,

1990a; b; Pappe et al., 1991) e a rifampicina (Nickerson et al., 1985). Associada d

diminuigdo da capacidade de PMNs para fagocitar, h6 uma redugdo na sua

aptiddo para lisar as bact6rias fagocitadas, que se deve a alterag6es morfol6gicas

das c6lulas, nomeadamente a perda de pseud6podes, o nfcleo arredondado e a

diminuigSo na quantidade de grAnulos presentes no citoplasma (Lintner e

Eberhart, 1990a).

Outros antibi6ticos, por6m, ndo interferem com a capacidade fagocit6ria. Os

antibi6ticos B-lactAmicos, geralmente, n6o intederem com esta actividade de

PMNs in vitro. Os antibi6ticos estudados que integram este grupo, a penicilina, a

ampicilina, a cloxacilina e as cefalosporinas, cefuroxima e cefoperazona, n6o

provocam alterag6es na capacidade fagocitdria das c6lulas. Tamb6m a

bacitracina e os aminoglicosfdeos, estreptomicina e neomicina, n6o prejudicam a

fagocitose e, apesar de outras tetraciclinas poderem inibir esta capacidade, a

oxitetraciclina ndo interfere negativamente (Pappe ef a/., 1991). Similarmente, a

lincomicina n6o deprime a capacidade fagocit6ria de PMNs mamdrios (Nickerson

et al., 1985).

92



Agentes antimicrobianos

Apesar das limitag6es apontadas, a utilizagdo de antibi6ticos, em explorag6es de

bovinos leiteiros, para o tratamento e profilaxia de mastites tem permitido baixar a

incidOncia de mastites clinicas e subclfnicas e melhorar a qualidade do leite

produzido ao longo dos anos (Pitkala et a1.,2004; Smith, 2005).

As preparag6es medicamentosas de aplicagdo intramamdria que existem no

mercado naciona! s6o concebidas para bovinos. A utilizagSo destes produtos, em

ovelhas, 6 bem tolerado pela glAndula mamSria. No entanto, em ovelhas

lactantes, o intervalo de seguranga dever6 ser aproximadamente tr6s vezes

superior ao preconizado para as vacas (Buswell, 1989). A utilizagio profil6tica de

antibi6ticos, atrav6s do tratamento de secagem, 6 uma estrat6gia de maneio

muito utilizada para bovinos. A aplicagdo desta medida para o controlo da mastite

ovina apresenta resultados bastante positivos (Hueston et a1.,1989; Ahmad et al.,

1992b; Tietze et al., 1993; Cuccuru et al., 1999; McDougall e Anniss, 2005).

Ahmad (1992b) refere que o efeito se faz sentir principalmente nos casos de

mastite causada por Staphylococcicoagulase negativos. Esta prdtica parece n5o

comprometer a qualidade do leite produzido na lactagdo seguinte, no que respeita

d presenga de resfduos antibi6ticos (Lohuis ef a/., 1995).

A implementagSo de programas profil6cticos em ovelhas, com recurso ir utilizagdo

de agentes antimicrobianos, por6m, n6o dever6 negligenciar os aspectos

referidos relativamente is repercuss6es destes medicamentos sobre a saride

ptiblica e a saride animal. Assim, deverdo ser sempre seguidas as regras

preconizadas para o uso prudente de antibi6ticos em medicina veterin6ria (FVE,

2005).
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2. RASTREIO DE MASTITES EM OVELHAS

2.1 - TNTRODUQAO

As infec96es intramamdrias nos ruminantes causam prejufzos econ6micos

consider6veis que se traduzem em perda de animais, por morte ou refugo

precoce, importantes quebras na produgdo de leite, na sua qualidade e

rendimento tecnologico, podendo ainda p6r em risco a saride dos consumidores.

A prevalOncia de MSC tem sido estudada por diversos autores, apresentando

valores m6dios extremos de 11 ,1"/" e 55% (Bor et al., 1989; Watson et al., 1990;

Jones, 1991; Watkins et a1.,1991; Ahmad et al., 1992b; Marco et a1.,1993; De La

Cruz et al., 1994; GonzAlez-Rodrfguez et a1.,1995; Stefanakis et a1.,1995; Dario et

dl., 1996; Romeo et al., 1998; Ziluaga et al., 1998; Las Heras et al., 1999a;

Pengov, 2001; Bio ef al.,2OO5). Os valores da prevalOncia de MSC, recolhidos da

bibliografia, sdo apresentados em resumo na Tabela 4. O m6todo de diagn6stico

de MSC utilizado nos diferentes estudos, tal como a fase da lactagdo dos animais

no momento do estudo, n6o foi semelhante. N6o foram encontradas referEncias i
situagdo de Portugal relativamente a esta afec96o.

V6rios factores podem condicionar a preval6ncia de mastites nos ovinos,

nomeadamente, um maior nfmero de borregos nascidos, que, ao mamarem,

produzem maior sfress da glAndula mam6ria (Jones, 1991), a duragio do periodo

de aleitamento dos borregos (Dario et al., 1996), as condig6es de alojamento dos

animais (Aparicio et a1.,2005), o maneio higi6nico da ordenha (Zeljko et a1.,2005)

e o estado de manutengSo/utilizagSo da m6quina de ordenha (Peris et a1.,2001).

A influ6ncia da raga sobre a prevalOncia de mastites, nomeadamente MSC, 5

frequentemente referida (Tabela 5). Aparentemente a prevalOncia de MSC est6

directamente relacionada com a produgSo de leite, sendo superior em ovelhas de

raga com maior capacidade produtiva e, dentro da mesma raga, em animais mais

produtivos (De La Cruz et al., 1994). Esta diferenga poderd ser atribulda ao facto

de as maiores produtoras estarem sujeitas a um maior stress produtivo e/ou

traum6tico, por serem ordenhadas durante mais tempo.
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Pais
Metodo de

diagn6stico
(MSC)

Fase da
!actagao

Prevalencta,
ovelhas (o/o)

AfecA6o
(%l

Preval6ncia /
o16ndulas (o/") Refer6ncias

Min Mdx u unt bit Min M6x u

Espanha
CCS+An.
hantorinl 18,4 67,8 46,9 9,8 48 30,4 Marco et al.,

1993

Espanha An. bacteriol 2" metade 36,7 25,2 De La Cruz el
a|..1994

Espanha An. bacteriol. meto 43,8 Gonzalez-R. et
., IOOE

Espanha TCM 18
Romeo etal.,
1998

An. bacteriol. 11.1

Espanha An. bacteriol. pp 23,3 14 Tiluaga et al.,
1 998

final 46.3 33.8

Espanha
TCM+An,
bacteriol.

VANAS I 83 34 82 18 4,5 67 21
Las Heras etal.,
1 999a

It6lia 2 3UO a.
desm.

8,5 29,4 16 6,3 7,2 Dano et al.,
1996

Italia An. bacteriol. 37 Bio et al.,2OOs

Gr6cia
I UM+AN.
bacteriol.

90d pp 14 43 33,3 7 29 18
Stefanakis et
a/., 1995

HU-HAIS
de Gales

An. bacteriol. 14. 1,6 4 13 9
Watson etal.,
1990

RU-
lnnlaterra

WS+An.
bacteriol.

6,4 18,9 11,5 3,1 11,3 6,2
Watkins etar.,
1991

RU 10 31 Jones,1991

lsrael An. bacteriol. 55 Bor etal.. 1989

? An. bacteriol. pp 25 17
Ahmad el a/.,
1 992b

desm. 22 14
? An. bacteriol. 8-12s oo 26.2 Penoov. 2001

Tabela 4: Preval6ncia de MSC em ovelhas

* Valor de preval6ncia para MC + MSC
CCS - contagem de c6lulas someticas; An. bacteriol. - andlises bacteriol6gicas; TCM - teste
californianodemastites;WS-testedeWhiteside;d-dias;s-semanas;a.-antes;pp-pos-
parto; desm. - desmame.

Existem v6rios m5todos para diagnosticar MSC, uns realizados em laborat6rio,

outros executados junto do pr6prio animal. Destes, o teste californiano de

mastites 6 o mais utilizado, permitindo o diagnostico rapido de MSC em

explorag6es de vacas leiteiras (van Weruen ef a1.,2005). A sua utilizagdo regular

nos efectivos leiteiros de ovinos 6 muito ftil para proporcionar uma informagao

permanente sobre o estado saniterio dos fberes dos animais e para o controlo de

MSC (Scruton, 2002). Por6m, a sua utilizagdo nos efectivos de ovinos leiteiros em

Poftugal ndo est6 vulgarizada.
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Raga das ovelhas Preval6ncia de MSC (o/d Refer6ncias

PollDorset
Border Leicester X Merino
Border Leicester X Merino Boorola
Merino

11,5
10
4
4

Watson etal., 1990

Karagouniko
Chios

+ frequente
- freouente Stefanakis et a1.,1995

Romanov X Altamurana
Sarda
Comisana
Sarda X Altamurana
Leccese
Sarda X Leccese
Altamurana Population
Altamurana

29,4
22,7
19,6
'15,1

13,1
11,1
8,6
8.5

Dario ef a/., 1996

Assaf
Churra
Castellana

50,1
39,8
34.3

Gonzdlez-Rodriguez et al.,
1 995

Assaf
Mancheqa

35,8
16.0 Las Heras et a1.,1999a

Tabela 5: Preval6ncia de MSC em diferentes ragas de ovelhas

O TCM 6 um indicador indirecto da quantidade de c6lulas someticas no leite. O

reagente TCM cont6m teepol, um detergente ani6nico que, depois de misturado

com o leite em partes iguais, lisa as c6lulas libertando o seu DNA, originando uma

mistura de consist6ncia gelatinosa. Os resultados do teste sao apresentados em

cinco graus semi-quantitativos que correspondem a um intervalo de valores

num6ricos de c6lulas someticas: Negativo (N), suspeito ou vestigial (V), 1+ (+),2+

(++) e 3+ (+++). Na Tabela 6 est6 representada a relagdo entre os resultados do

TCM e correspondentes CCS no leite de vaca, de acordo com Radostitis ef a/.

(2000).

Tabela 6: Correspond6ncia entre resultados do TCM e CCS

(Radostitis et al., 2OOO)

TCM GCS (c6lulas/mL de leite)

N 0 - 200 000
V 150 000 - 500 000
+ 400 000 - 1 s00 000

++ 800 000 - 5 000 000
+++ > 5 000 000

97



Rastreio - lntrodugdo

O TCM tem tamb6m sido referido como um indicador fidvel para as CCS em

ovinos (Gonzalez-Rodrfgueze C1rmenes, 1996; Radostitis ef al.,2OO0; Simonsen

e Solversd, 2005). No entanto, a correspond6ncia entre os resultados do TCM e a

CCS em leite de ovelha apenas se encontra documentada por um estudo, em que

foram observados valores semelhantes aos dos bovinos (Bain et al., 2003).

Por6m, estes dados baseiam-se num estudo em 536 amostras de leite, das quais

460 apresentaram resultado negativo.

No presente trabalho , foi realizado um rastreio de mastites em 18 efectivos ovinos

explorados para a produgdo de leite, para conhecer a prevalEncia de mastites e

identificar os microrganismos mais frequentemente envolvidos neste processo.

Tendo sido incluidos no estudo, rebanhos ordenhados manualmente e rebanhos

sujeitos a ordenha mecdnica, foi avaliada a influ6ncia do sistema de ordenha

sobre a preval6ncia de mastites.

Foram comparadas ovelhas de cinco ragas puras, mantidas em condig6es de

exploragdo e maneio semelhantes, incluindo o maneio de ordenha, para averiguar

a influ6ncia da raga sobre a prevalGncia de MSC.

Os resultados do TCM foram comparados com os resultados das respectivas

an6lises bacteriol6gicas, para avaliar a utilizagSo do TCM como indicador de

infecgio intramamdria em ovelhas e para detectar a existOncia de alguma relagdo

entre a etiologia da mastite e a intensidade da reacgdo inflamat6ria na glAndula

mamdria ovina.
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2.2_ MATERIAIS E METODOS

2.2.1 - Populagio em estudo e amostragem

O presente estudo decorreu entre 1996 e 2000 e incidiu sobre 18 efectivos de

ovinos utilizados para a produgSo de leite, mantidos em explorag6es de regime

extensivo, no distrito de Evora, Alentejo. Os rebanhos integram ovelhas das ragas

puras Awasii, Lacaunne, Merino Alem6o, Merino Espanhol, Merino Regional

Branco, Merino Regional Preto, Serra da Estrela Branco e Serra da Estrela Preto,

e ovelhas resultantes de cruzamentos da raga Awasii com Saloio, Merino

Regional e outras ragas. Em 5 das explorag6es a ordenha 6 processada

manualmente, sendo mecAnica nas restantes 13 explorag6es (Tabela 7).

Amostragem para detecA6o da preval€ncia de mastites

Foram identificadas todas as metades mamdrias com mastite clinica com base na

sintomatologia evidenciada, sintomas inflamat6rios ao nlvel do rlbere e/ou

alteragdo do aspecto do leite.

A detecgdo de mastite subclinica foi realizada, atrav6s do teste californiano de

mastites, a uma amostra representativa de animais escolhidos aleatoriamente

dentro de cada efectivo. Com base no nUmero de ovelhas em Iactagdo em cada

efectivo, foi calculado o tamanho da amostra necessdria para o estudo da

prevalOncia de MSC com recurso ao programa 'Win Episcope 2.0". Como a

prevalOncia era desconhecida, assumiu-se um valor de 5O"/o, com um nivel de

confianga de 95% e um erro igual ou inferior a 10"/". Num total de 4 O82 ovelhas

em lactagSo, foram submetidas ao TCM 1 868 animais.

Em 4 dos 18 efectivos, ndo foi possivel recolher uma amostra representativa

segundo os parAmetros referidos. No entanto, as amostras recolhidas destes

efectivos foram analisadas. Com base na prevalOncia encontrada para cada

rebanho, foi determinado a posteriori o erro absoluto relativamente ao nUmero de

amostras colhidas, para um nlvel de confianga de 95%. Assim, 3 rebanhos foram

excluidos para o c6lculo da prevalOncia de MSC.
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Na Tabela 7 est6 discriminado, para cada efectivo, o sistema de ordenha

utilizado, a(s) raga(s) de animais existente(s), o nUmero de animais em lactagdo, o

tamanho necess6rio para a amostra representativa, o n0mero de animais sujeitos

a TCM e o nfmero de amostras de ]eite colhidas para andlises bacterio!6gicas.

Tabela 7: Caracterizaqdo dos efectivos estudados

Tipo de ordenha, raga, no de animais em lactagdo, amostra necess6ria, no de animais sujeitos a
TCM e no de amostras de leite para anSlises bacteriol6gicas

2.2.2 - Teste Californiano de Mastites

Para detectar a presenga de MSC, foi realizado o teste californiano de mastites ds

duas metades mamdrias de cada uma de 1 868 ovelhas. O primeiro jacto de leite

de cada glAndula foi recolhido para cada um de 2 receptdculos de um dispositivo

Efectivo Ordenha Raga
Animais

em
lactagSo

Amostra
necessiria*

Animais
sujeitos
a TCM

Amostras
para

bacteriol.

1 MecAnica Awasii cruzada 246 70 40 26

2 MecAnica Awasii 230 68 73 30
3 Mecdnica MerinoXSaloiaXAwasii 154 60 106 28

4 Mecdnica

Merino branco
Merino preto
Serra da Estrela branco
Serra da Estrela preto
Lacaunne
Merino alemSo
Merino espanhol
TOTAL 215 67

50
34
43
23
57

1

1

2o-9-

I
17
I
3

30

68

5 Manual Merino branco 390 78 88 6

6 MecAnica Assaf 95 48 93 10

7 Manual Merino branco 460 80 185 3

I Manual Merino oreto 560 82 204 2

I MecAnica Assaf X Mancheoa 500 81 192 17

10 Manual Merino branco 297 73 113 4
11 MecAnica Merino X Saloia X Lacaunne 220 67 161 19

12 Manual Serra da Estrela X Awasii 50 33 26 0

13 MecAnica Lacaunne 37 27 37 31

't4 MecAnica Saloia 146 58 146 35

15 MecAnica Lacaunne 40 29 40 36

16 Mecdnica Lacaunne cruzada 200 65 48 40

17 MecAnica Lacaunne 62 38 62 36
18 MecAnica Lacaunne X lsraelita (Assaf?) 180 63 45 23

TOTAL 4 082 1 087 1 868 414
* Para uma preval6ncia de 50o/o, erro de 10olo e intervalo de confianga de 95o/o
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apropriado para o teste, vulgarmente designado por "raquete" (Fig, 1). Foi

acertada a quantidade de leite a cerca de 2 mL, aos quais foram adicionados

aproximadamente 2mL de reagente TCM (Eimermarcher, Alemanha). Depois de

homogeneizada a mistura, foi lida a reacgSo e interpretada de acordo com a

Tabela 8 adaptada de Giesecke ef a/. (1994).

Figura 1: Teste Californiano de mastites
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Tabela 8: lnterpretagio do TCM

(adaptada de Giesecke et a1.,1994)

TCM para estudo da prevalGncia de MSC

Para o estudo da prevalOncia de MSC, amostras de leite de 1 749 ovelhas,

pertencentes a 15 rebanhos, foram submetidas ao TCM. Todas as amostras que

revelaram resultado igual ou superior a V foram consideradas como provenientes

de glAndulas afectadas por MSC.

Para verificar se o tipo de ordenha afecta a prevaldncia de mastites, foram

recolhidos dados de 15 explorag6es, com um total de 1749 animais, sendo a

ordenha mecdnica em 11 explorag6es e manual em 4. Para cada animal foi

utilizada a codificagdo de 0 (aus6ncia de mastite) ou 1 (mastite), de modo a que

os valores m6dios para cada tipo de ordenha representassem a preval6ncia de

mastite nas explorag6es com ordenha mecAnica ou com ordenha manual.

Resultado ReacA6o Descri96o

N Negativo
Ao exercer o movimento circular d raquete, a mistura continua liquida,
sem formagSo de gel. Quando se inclina a raquete, a mistura escorre,
evidenciando uma camada fina e homoq6nea no fundo da cavidade.

V Vestigial
Semelhante d reacgdo N, mas quando se inclina a raquete a mistura
apresenta-se liqeiramente mais esoessa.

+
Positivo
(fraco)

Durante o movimento circular, a reacgSo pode parecer N ou V. Quando
se inclina a raquete, a mistura apresenta-se com consist6ncia viscosa,
deixando uma cauda que escorre mais lentamente. Por vezes, esta
reacqdo desaparece com o movimento continuado da raquete.

++ Positivo

Ap5s os primeiros dois ou tr6s movimentos, 6 not6ria a formagdo de gel.
Geralmente, uma porqSo da mistura tende a acumular-se no centro da
cavidade, continuando a restante a circular na periferia. Quando se p6ra
o movimento, a mistura gelatinosa volta a nivelar-se cobrindo
regularmente o fundo. Quando se inclina a raquete, 6 possfvel verificar
que a mistura est6 bastante gelatinosa, por vezes parece desenhar riscas
e deixa uma cauda bem desenhada.

+++
Positivo
(forte)

Com os dois primeiros movimentos, a mistura torna-se gelatinosa e tende
a acumular-se no centro da cavidade, formando uma elevagdo. Quando
se pdra, a mistura pode nivelar, mas a superffcie continua irregular e,
qeralmente, mant6m o centro mais elevado.
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Os dados foram estudados por anelise de variAncia, utilizando o Proc GLM do

programa SAS (SAS, 1991) e o seguinte modelo:

Yii= l-l + O;+ €1

Sendo:

Y - a ocorr6ncia de mastite na ovelha 1 submetida d ordenha Oi

pt - a m6dia

Oi- o efeito do tipo de ordenha Oi

eil- O 0IIO

TCM para estudo da influ6ncia da raga sobre a prevalencia de MSC

Para verificar se a incid6ncia de mastites difere entre as ovelhas das vdrias raqas

presentes no mesmo rebanho, utilizaram-se dados relativos a 207 ovelhas de

cinco ragas puras, pertencentes ao efectivo 4. Foram analisadas pelo TCM

amostras de leite pertencentes a 50 ovelhas da raga Merino Branco, 34 Merino

Preto, 43 Serra da Estrela Branco, 23 Serra da Estrela Preto e 57 Lacaunne.

Para avaliagao da incid6ncia de mastites, a sua ocorrencia foi codificada como 0

(sem mastite) ou 1 (com mastite), de modo a que os valores m6dios para cada

raga considerada representassem a incid6ncia de mastite nessa raqa.

Os dados foram estudados utilizando a anSlise de varidncia do Proc GLM do

programa SAS (SAS, 1991) e o seguinte modelo:

Yit= l.l * R;+ e1;

Sendo:

Y - a ocorrOncia de mastite na ovelha 1da raga R;

p - a m6dia

Ri- o efeito da raga R;

€;i- O €Il'O

TCM como indicador de infecgdo intramam6ria

Para estudar a utilizagSo do TCM como indicador de infecgSo intramamdria

bacteriana e avaliar qual o ponto ideal para considerar como limite entre resultado

positivo e resultado negativo (cut-off pointl, toi determinada a sensibilidade (S) e a

especificidade (E) do teste relativamente aos valores V, 1+, 2+ e 3+, de acordo

com a Tabela 9, adaptada de Thrusfield (1999), O cdlculo do valor predictivo de
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um teste com resultado positivo (vPp), isto 6, a percentagem de testes com

resultado positivo que realmente se devem ao facto de o animal estar doente, e

do valor predictivo de um teste com resultado negativo (VPn), tamb6m 6 referido

na mesma Tabela.

Tabela 9: DeterminagSo da sensibilidade e especificidade do TCM

(adaptada de Thrusfield, 1999)

Resultado TCM Resultado da an6lise bacteriologica Tota!

Positivo Negativo
Positivo a b a+b
Neqativo c d c+d
Total a+c b+d

Sensibilidade = a / (a+c)
Especificidade = d / (b+d)

VPp=a/(a+b)
VPn=d/(c+d)

O indice de Youden para cada valor de resultado do teste 6 determinado da

seguinte forma (Redetzky et a1.,2005):

lndice de Youder = sersibilidade + especificidade - 1

O valor para o qual o fndice de Youden for superior 6 o valor mais adequado para

servir de ponto cut-off.

2.2.3 - Andlises bacteriol6gicas

Das 36 ovelhas com MC, foram feitas colheitas de amostras aos animaas que nao

estavam sujeitos a tratamento com agentes antimicrobianos, Foram colhidas

assepticamenle 27 amostras de leite para andlise bacteriol6gica.

Dos animais com MSC, procedeu-se d colheita ass6ptica de leite de 414 metades

mamdrias, escolhidas aleatoriamente de entre as que revelaram resultado positivo

no TCM (Tabela 7),
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Colheita de amostras

previamente a colheita da amostra de leite, cada teto foi cuidadosamente

desinfectado com um algoddo embebido em dlcool a70-80"/". O mesmo algod6o,

depois de espremido para libertar o excesso de dlcool, serviu para secar o teto.

Foi utilizado um algodAo diferente para cada teto.

Depois de rejeitado o primeiro jacto de leite, a amostra destinada d andlise

bacterio169ica foi colhida para um frasco esterilizado. As amostras foram

conservadas refrigeradas, numa caixa isot6rmica com acumuladores de gelo, at6

ao Seu processamento, o qual decorreu no mesmo dia da colheita.

ldentificag6o dos agentes patog6nicos

As an6lises bacteriol6gicas foram processadas de acordo com uma adaptagSo do

m6todo preconizado pelo National Mastitis Council (NMC, 1999). De cada

amostra de leite, um volume de 0,01 mL foi inoculado por esgotamento em: uma

placa de agar sangue (AS) (Blood Agar Base no 2, oxoid, cM271, suplementado

com 5% de sangue de ovelha desfibrinado), uma placa de agar MacOonkey

(AMC) (MacConkey Agar no 3, Oxoid, CM115) e uma placa de agar Wilkins (AW)

(Wilkins-Chalgren Anaerobe Agar, Oxoid, CM619). Para a pesquisa de bact6rias

aer6bias estritas e facultativas, as placas de AS e AMC foram incubadas em

atmosfera de aerobiose, a 37oC durante 24horas, seguido de um novo periodo de

24 horas, a 37oC, em caso de ndo haver crescimento no final do primeiro. As

placas de AW, utilizadas para a pesquisa de bact6rias anaer6bias estritas, foram

incubadas em jarra de anaerobiose (Anaerocult A, Merck, 1.13829.0001), a 37oC,

durante 48h. No presente trabalho n6o foi efectuada a pesquisa de Mycoplasma

spp..

Foram isoladas todas as colonias presentes em n0mero igual ou superior a 5,

tendo sido registadas as caracterfsticas morfol6gicas macro e microsc6picas e os

resultados de provas rdpidas para deteca6o dos enzimas catalase ou oxidase. A

identificagdo, com base nas caracterfsticas bioquimicas, foi realizada com recurso

aos sistemas de identificagdo API staph, API 20 strep, API 20 E, API 20 NE e API

Coryne (BioM6rieux).
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Estudo da relagSo entre a etiologia e a intensidade da inflamagio

Para estudar a relagdo entre a etiologia e a intensidade da inflamagdo na glAndula

mamdria infectada, foram seleccionadas 259 glAndulas mamdrias das quais foram
isoladas bact6rias em cultura pura (Tabela 10).

Para cada glindula, foi registado o tipo de mastite, clinica ou subclinica e

respectivo grau de TCM, indicador da intensidade da reacgdo inflamat6ria.

Foi avaliada a intensidade da reacgdo inflamat6ria correspondente a cada
microrganismo isolado em cultura pura.

Tabela 10: Bact6rias isoladas em cultura pura

Bact6rias Gl6ndulas (N)

Staphylococcus epidermidis 96
Staph. xylosus 39
Staph. hyicus 18
9taph.simulans 21
Staph. chromogenes 8
Staph. warneri 5
Staph. aureus 18
Streptococcus agalactiae 16
Enterococcus spp. 14
Aerococcus viridans 3
Arcanobacterium pyogenes 5
Corynebacterium spp. 7
Pseudomonas aerug i nosa 9
Total 259
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2.3 - RESULTADOS

2.3.1 - Preval6ncia de mastites

Mastite clinica

Em 4 082 ovelhas em lactagdo, pertencentes aos 18 efectivos estudados, foram

detectados 36 casos de mastite cl[nica, o que corresponde a uma prevalOncia de

O,9o/o.

A prevalOncia de MC a nivel de exploragdo variou entre O"/" e 8,1o/o, com um valor

m6dio de 1,7o/o (Tabela 11). Nao foi possfvel determinar a taxa de glAndulas

afectadas, pois esta informagdo nem sempre nos foi transmitida de forma

discriminada.

Tabela 11: Preval6ncia de mastite clinica nos efectivos estudados

ND@emastiten6oobservados,apenascomunicadoS,doSquaisse

-. AnimaisElectlvo r €ffi lactagio

Ovelhas com MC
Unilateral Bilateral Tota!
N o/o N o/o N o/o

1 246 4 1.6 6 2.4 10 4.0

2 230 6 2.6 2 0.9 8 3.5

3 154 1 ND* ND* ND* 3- 1.9

4 215 0 0 0 0 0 0

5 390 ND* ND* ND' ND* 2* 0,5

6 95 0 0 1 1.0 1 1.0

7 460 0 0 0 0 0 0

8 560 0 0 0 0 0 0

I 500 1 o,2 0 0 1 o.2

10 297 0 0 0 0 0 0

11 220 2 0,9 0 0 2 0.9

12 50 ND* ND* ND* ND* 1 2.O

13 37 3 8.1 0 0 3 8,1

14 146 0 0 0 0 0 0

15 40 ND" ND- ND" ND* 2* 5,0

16 200 1 0,5 0 0 1 0,5

17 62 ND* ND* ND* ND- 1* 1.6

18 180 ND* ND- ND" ND* 1* 0,6

Total 4 082 >18 >o.44 >9 >o.22 36 0.88

M6dia 1.2 o.4 1.7

desconhece o nfmero de metades mamdrias afectadas.
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A prevalOncia m6dia de MC nos 13 efectivos observados durante este estudo,
sujeitos a ordenha mecdnica, foi de 1,4o/o, tendo variado entre O"/" e g,17o. No

caso dos rebanhos cuja ordenha e efectuada manualmente, a m6dia da

prevalOncia de MC foi de 0,2"/o, podendo variar entre oo/" e 2,0"/o.

Mastite subclinica

Os resultados da pesquisa de MSC encontram-se discriminados, para as 1g

explorag6es, na Tabela 12. Os efectivos estSo ordenados de acordo com o tipo de

ordenha praticado, mecAnica ou manual.

Tabela 12: Preval6ncia de mastite subcrfnica a nivel de exploragdo

-N0meroamostradoinferioraonecessiirio,peloquendofoicons

(entrepar6ntesis)nrimerolo/"deovelhascomMSCemUmametadeM

Efectivo/o
rdenha

Animais
sujeitos a

TCM

Ovelhas com MSC (TCM positivo) G16ndulas
afectadasUnilateral Bift teral Total

N o//o N* o/*/o N lx N o//o
1/mec. 40 I 22,5 28 70,o 37 92,5 65 81,3
2lmec. 73 12 16.4 35 (+5) 47.9 (54.8\ 52 71,2 87 59.6
3/mec. 106 27 25,5 21 (+1) 19,8 (20,8) 49 46,2 70 33,0
4lmec. 209 45 21.s 44 21,1 89 42,6 133 31,8
6/mec. 93 10 10,8 1 1.1 11 11,8 12 6,5
9/mec. 192 I 4.7 6 3,1 15 7,8 21 5,5
11/mec. 161 16 9,9 2 (+1\ 1,2 (1,9) '19

1 1,8 21 6.5
13/mec. 37 9 24,3 10 (+2) 27,0 132.4\ 21 56,8 31 41,9
14/mec. 146 27 18,5 21 14.4 48 32.9 69 23,6
15/mec. 40 10 25.0 13 32,5 23 57.5 36 45,0
16/mec.* 48 7 14,6 16 (+1) 33,3 (35,4) 24 50,0 40 41.7
17lmec. 62 10 16.1 13 21,0 23 37,1 36 29,0
18/mec." 45 11 24,4 6 13.3 17 37.8 23 25.6

Total
oarcial 1 159 184 15,9 1e4 (203) 16,7 (17,5) 387 33,4 581 25,1

M6dia
oarcial 17,7 23,6 (24,8) 42,6 33,1

5/man. 88 4 4.5 3 3,4 7 8.0 10 5,7
7lman. 185 3 1,6 0 0 3 1,6 3 0,8
8/man. 204 2 1,0 0 0 2 1,0 2 0,5
10/man. 113 4 3,5 0 0 4 3,5 4 1,8
12lman.* 26 0 0 0 0 0 0 0 0

Total
parcial 590 13 2,2 3 0,5 16 2,7 19 1,6

M6dia
parcial 2,7 0,9 3,5 2,2

Total 1749 197 11.3 197 (206\ 11,3 (1 1,8) 403 23,0 600 17,2
M6dia 13,7 17,5 (18,4\ 32,2 24,8
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Nos efectivos 1 , 16, 18 e 1 2 ndo foi possivel recolher o numero de amostras

necessdrias para um nivel de confianga de 95o/" e um erro igual ou inferior a 10"h,

assumindo uma preval6ncia 50%. No entanto, a andlise posterior revelou que no

efectivo 1 a amostra recolhida foi representativa, em fungSo da prevalOncia

encontrada (Tabela 13). Assim, para o cdlculo da prevalOncia de MSC, foram

consideradas apenas 1 5 explorag6es.

Tabela 13: Preval6ncia de MSC nos 18 efectivos

para cdlculo do erro absoluto, para um nfvel de confianEa de 95%

Efectivo Animais em
lactagio

Animais sujeitos a
TCM

Preval6ncia de MSC
encontrada

Erro absoluto

1 246 40 92,5 7,47
2 230 73 71.2 8.58
3 154 106 46,2 5,3
4 215 209 42,6 1,12
5 390 88 8 4,99
6 95 93 11,8 0,95
7 460 185 1.6 1,4
8 560 204 1 1,09
I 500 192 7.8 2.89
10 297 113 3,5 2,67
11 220 161 1 1,8 6.44
12 50 26 0 NA
13 37 37 56,8 0
14 146 146 32,9 0
15 40 40 57.5 0
16 200 48 50 12,33
17 62 62 37.1 0
18 180 45 37"8 12.27

De uma amostra de 1 749 ovelhas, 403 reagiram positivamente ao TCM em uma

ou as duas metades mamdrias, o que corresponde a uma prevalOncia global de

MSC de 23,00/". Destas, 197 (11,3"/") apresentaram apenas uma das metades

mam6rias afectada, o mesmo numero exibiu MSC bilateral e 9 animais (0,4%)

revelaram uma metade com MSC e a outra com MC (Tabela 12).

Os valores da prevalOncia nos diferentes efectivos situaram-se entre 1"h e 92,5"/",

com uma m6dia de 32,2"/" para as ovelhas, tendo a m6dia de glAndulas afectadas

sido de 24,8o/o, com valores entre 0,5o/" e 81,3oh (Tabela 12).
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Tabela 14: Efeito do tipo de ordenha na incid6ncia de mastites

M6dias ajustadas, erro padr6o, coeficiente. de determinagdo, desvio padr6o residual e nivel de
signif icAncia

Nas 11 explorag6es em que a ordenha era feita mecanicamente, a prevalOncia

m6dia de MSC foi de 42,6o/o, com valores entre 7,8o/o e 92,5o/o, tendo

correspondido a uma m6dia de 33,1"/o de glAndulas afectadas. Nos 4 efectivos

ordenhados manualmente, a prevalGncia m6dia de MSC, foi de 3,5"/o, com valores

situados entre 1,0"/" a 8,0"/o e a prevalOncia m6dia de glAndulas afectadas foi de

2,2o/o (Tabela 12, Gr6fico 1).

1 2 3 4 5 6 7 B I 10 11 12 13 14 15

Explorag6o

I Mecdnica mw Manual

Grdfico 1: Preval6ncia de MSC em efectivos ordenhados mecAnica e
manualmente

100

8eo
980
E70
E60
E50
840
830
620
510

0

0.332 + 0.012
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De acordo com a an6lise de varidncia efectuada, as diferengas de prevalOncia

encontradas entre as explorag6es ordenhadas mecAnica e manualmente s6o

significativas (Tabela 14). No entanto, n6o foram detalhadas as causas desta

diferenga.

lnflu€ncia da raga sobre a preval6ncia de MSC

A prevalOncia de MSC no efectivo 4 foi analisada em fungSo das cinco ragas

puras de ovelhas que o integram. Os valores obtidos para as diferentes ragas s6o

distintos (Tabela 15). As ovelhas da raga Lacaunne, cujos valores foram mais

elevados, revelaram uma prevalOncia de 52,6"/" e uma taxa de gldndulas

afectadas de 41,67o. As taxas mais baixas foram exibidas pelos animais da raga

Merino Branco, 28Yo de ovelhas com MSC e 21,2o/o de glAndulas positivas.

Tabela 15: Preval6ncia de MSC no efectivo 4

No entanto, as diferengas encontradas ndo s5o significativas, de acordo com a

andlise de variAncia efectuada (Tabela 16).

Raga
No

ovelhas

MSC / ovelhas No
gldndulas

TCM / glindulas

Unil Bilat Total V + ++ +++ Total

Lacaunne (N)
(T")

57 13
22,8

17
29,8

30
52,6

113
2

1,8
18

15,9
14

12,4
13

11,5
47

41,6

Merino Br (N)
(%)

50 7
14,0

7
14,0

14
28,0

99
1

1,0
8

8,1
10

10,1
2

2,0
21

21,2

Merino Pr (N)
(/")

34 8
23,5

7
20,6

15
44,1

67
0
0

9
13,4

6
9,0

7
10,4

22
32,8

S Estrela Br (N)
(%)

43 11

25,6
I

20,9
20

46,5
86

10
11,6

10
11,6

6
7,0

3
3,5

29
33,7

S Estrela Pr (N)
(%)

23 6
26,1

4
17,4

10
43,5

46
1

2,2
2

4,3
10

21,7
1

2,2
14

30,4

Total (N)
(Y"\ 207

45
21,7

44
21,3

89
43,0

411
14

3,4
47

11,4
46

11,2
26
6,3

133
32,4

Br - branco; Pr - preto
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Tabela 16: Efeito da raga na incidOncia de mastites

M6dias ajustadas, erro padrSo, coeficiente. de determinagSo, desvio padrSo residual e nfvelde
significAncia

2.3.2 Utilizagio do TCM como indicador de infecgso intramamSria

bacteriana

Nas 413 an6lises bacteriol6gicas realizadas as amostras de leite recolhidas de

animais com reacgSo positiva ao TCM, foram isolados agentes microbianos a

partir de 53,1% dos leites cuja reacgdo foi suspeita ou vestigial V, de 82,5"/o de

reacgdo 1+, de 72,0o/o de reacgdo 2+ e de 85,8% de leites que revelaram uma

reacgdo 3+. Foram feitas andlises bacteriol6gicas a 10 amostras de leite que

reagiu negativamente ao TCM, tendo os resultados sido negativos para todas as

amostras (Tabela 17). A informagdo detalhada sobre cada efectivo 6 apresentada

na Tabela I (Anexo l).

Tabela 17: Relagdo entre os resultados do TCM e respectivas an6lises
bacteriologicas

Resultado do
TCM

An6lises
realizadas

An6lises Positivas An6lises neqativas

n o/o n o/o

N 10 0 0 10 100

V 64 34 53,1 30 46,9

+ 97 80 82,5 17 17,5

++ 118 85 72,O 33 28,0

+++ 134 115 85,8 19 14,2

0.526 + 0.065

0.441 r 0.084
Serra da Estrela Branco
Serra da Estrela Preto 0.435 + 0.103
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Os valores da sensibilidade e especificidade do TCM obtidos, considerando

diferentes resultados da reacgdo da prova como limite entre resultado positivo e

resultado negativo (cut-off point), s6o apresentados na Tabela 18, tal como os

respectivos valores predictivos para um teste positivo e um teste negativo.

Tabela 18: Sensibilidade e susceptibilidade do TCM para diferentes cut-off points

O fndice de Youden mais elevado 6 de 0,4 e corresponde ao valor 1+ do TCM.

2.3.3 - Microrganismos isolados

Mastite clinica

Das 27 amostras de leite recolhidas a partir de metades mamdrias afectadas com

MC, 5 foram negativas e das restantes 22 resultaram 28 isolados de bact6rias

identificadas como agentes etiol6gicos desta afecgSo. Doze isolados (42,9%)

foram identificados como esp6cies de Staphylococcicoagulase negativos (Tabela

19; Tabela ll, Anexo l), dos quais 4 se encontravam presentes em cultura mista

(Tabela 20). De entre os 12 isolados referidos, 7 (25%) peftenciam i esp6cie

Staph. epidermidis, 2 destas em cultura mista, com Staph. aureus e Strep.

equinus (bovis), respectivamente (Tabela 20). Cinco isolados correspondiam a

estirpes de Staph. aureus (17,9"/" do total),3 dos quais em cultura mista (Tabela

20). O terceiro agente de MC mais representativo neste estudo foi

Ponto limite
("cut-off")

Sensibilidade
(s)

Especificidade
(E) vPp VPn

V

+

++

+++

1

0,7

0,43

0,37

0,25

0,7

0,63

0.83

0,53

o,82

o,72

0,86

1

0,54

0,33

0.31
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Arcanobacterium pyogenes, isolado 4 vezes (14,3"/"), apenas uma destas em

cultura mista (Tabela 20),

Tabela 19: Bact6rias isoladas de amostras de leite de animais com MC

Bact6rias Total o/" (total)

Stap hy lococc us e p i d e rm i d i s 7 25,0

Staph. xylosus 1 3,6
Staph. hvicus 1 3,6
Staph. simulans 1 3,6
Staph. lentus 1 3,6
Staph. sp. 1 3,6

SCN 12 42,9

Staph. aureus 5 17,9

Streptococcus agalactiae 2 7,1

Strep. dysgalactiae 1 3,6
Streo. eouinus (bovis) 1 3,6
Strep. adiacens 1 3,6
Arcanobacte ri u m pvoqenes 4 14,3

Pseudomonas ae ruq i nosa 1 3,6
Proteus sp. 1 3,6

Total 28 100

Na Tabela 20 sdo apresentadas as associag6es microbianas encontradas em

amostras de leite de ovelhas com MC. Qualquer destas infec96es mistas foi

encontrada apenas uma vez. De um total de 6, 5 foram detectadas no mesmo

efectivo (Tabela lll, Anexo l).

Tabela 20: Bact6rias isoladas em cultura mista de amostras de leite de animais
com MC

Associag6es bacterianas Total

Staph. aureus + Staph. epidermidis 1

Staph. aureus + Staph. hvicus 1

Staph. aureus + Strep. dysgalactiae 1

Staph. epidermidis + Strep. equinus 1

Staph. xvlosus + A. pvoaenes 1

Strep. aqalactiae + Strep. adiacens 1

Total de infecc6es mistas 6
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Mastite subclinica

Foram obtidos 355 isolados de bact6rias a paftir das amostras de leite de

glAndulas mam6rias com MSC. Na Tabela 21 est6 discriminado, para cada

esp6cie bacteriana, o nfimero de amostras de que foi isolada e a respectiva

percentagem em relagdo ao n0mero total de microrganismos isolados. Esta

informagdo, discriminada por efectivo, 6 apresentada na Tabela !V (Anexo l).

Das bact6rias isoladas, 249 foram identificadas como esp6cies de SCN,

representando 70,1% dos agentes etiol6gicos de MSC nos animais estudados.

Destes, 108 isolados foram identificadas como Staph. epidermidis, representando

43,4o/o dos SCN e30,4"/" do total de bact6rias isoladas (Tabela 21). Os agentes

de mastite infecciosa Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae foram

isolados 22 vezes (6,20/") e 15 vezes (4,2o/"), respectivamente.

Das amostras de leite recolhidas a metades mamdrias afectadas com MSC, 42

revelaram a presenga de infecg6es mistas. As associag6es bacterianas

encontradas sdo apresentadas na Tabela 22. A associagSo Staph. epidermidis

com Staph. xylosus foi encontrada 5 vezes, enquanto nenhuma das restantes

associag6es foi detectada mais do que 2 vezes. A distribuigSo das diferentes

associag6es bacterianas por exploragdo 6 apresentada na Tabela V (Anexo l).
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Tabela 21: Bacl6rias isoladas de amostras de leite de animais com MSC

Bact6rias TOTAL % (total) o/. (scN)

Stap hvlococc u s e p i d e rm i d i s 108 30,4 43,4
Staph. xylosus 58 16,3 23,3
Staph. hvicus 23 6,5 9,2
Staph. simulans 23 6,5 9,2
Staph. chromogenes 10 2,8 4.0
Staph. warneri b 1,7 2,4
Staph. lentus 6 1,7 2,4
Staoh. caoitis 4 1,1 1,6
Staph. sciuri 3 0,8 1,2
Staph. cohnii 2 0,6 0,8
Staph. hominis 2 0,6 0,8
Staph. caprae 2 0,6 0,8
Staph. sp. 2 0,6 0,8

SCN 249 70,1 100

Staph. aureus 22 6,2
Staph. intermedius 1 0,3
Micrococcus luteus 1 0,3
Streptococcus agalactiae 15 4,2
Strep. equinus (bovis) 3 0,8
Strep. acidominimus 2 0,6
Strep. equi zooepidemicus 1 0,3
Streo. mitis 1 0,3
Strep. suis 1 0,3
Strep. sp. 1 0,3
Enterococcus faecalis 12 3,4
Enteroc. faecium 2 0,6
Enteroc. durans 2 0,6
Aerococcus viridans 5 1,4

Lactococcus lactis 2 0,6
Arcanobacte ri um pvoqe nes 2 0,6
C. ieikeium 5 1,4

C. olucoronolvticum 6 1,7
C. accolens 1 0,3

C. striatum-amvcolatum br. F2) 2 0,6
Corunebacterium sp. 4 1.1

Pse udomonas aeruqinosa I 2,3
M an n he i m ia hae molvtica 1 0,3
Pasteurella multocida 1 0,3
Escherichia coli 2 0,6
Serratia marcescens 2 0,6
Enterobacter sp. 1 0,3

Total 355 100
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Tabela 222 Baclfrias isoladas em cultura mista de amostras de leite de animais
com MSC

Associag6es bacterianas Total

Staph. aureus + Staph. xylosus 1

Staph. aureus + Staph. chromooenes 1

Staoh. aureus + Streo. eouinus hovis) 2

Staoh. aureus + C. olucoronolvticum 1

Staph. epidermidis + Staph. xvlosus 5

Staph. epidermidis + Staph. hvicus 1

Staph. epidermidis + Staph. simulans 1

Staph. epidermidis + Staph. warneri 1

Staph. epidermidis + Staph. lentus 2
Staph. epidermidis + Staph. capitis 1

Staph. epidermidis + Strep. acidominimus 1

Staph. epidermidis + Strep. mitis 1

Staph. epidermidis + Enterococcus faecalis 1

Staph. epidermidis + E. coli 1

Staph. epidermidis + C. jeikeium 1

Staph. xylosus + Staph. hyicus 2
Staph. xylosus + Staph. chromogenes 1

Staph. xvlosus + Staph. warneri 1

Staph. xvlosus + Staph. cohnii 1

Staph. xylosus + Staph. hominis + Corynebacterium sp. 1

Staph. xylosus + Staph. caprae 1

Staph. xylosus + Staph. sp. 1

Staph. xylosus + Strep. sp. 1

Staph. xylosus + C. glucoronolVticum 1

Staph. xvlosus + C. accolens 1

Staph. xvlosus + C. sp. 1

Staph. xvlosus + Serratia marcescens 1

Staph. hvicus + Staph. simulans 1

Staph. hyicus + Staph. sp. 1

Staph. simulans + Strep. acidominimus 1

Staph. lentus + Staoh. sciuri 1

Staph. lentus + C. ieikeium + C. oluc-seminale 1

Staph. sciuri+ Aeroc. viridans + C. oluc-seminale 1

Enterococcus faecalis + Aerococcus viridans 1

C. gluc-seminale + C. striatum/amvcolatum 1

Total de infecc6es mistas 42

Ndo foi possfvel isolar bact6rias anaer6bias estritas a partir das amostras

recolhidas.
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2.3.4 - Relagdo entre etiologia e intensidade da inflamag6o

A relagSo entre a intensidade da reacgSo inflamat6ria, avaliada de acordo com a

reacgSo ao TCM ou a presenga de MC, e o respectivo microrganismo isolado estd

indicada na Tabela 23. 56o referidas nesta Tabela apenas as esp6cies isoladas

em cultura pura. A mesma informagdo relativa aos restantes microrganismos

isolados neste trabalho 6 apresentada nas Tabelas Vl e Vll (Anexo l).

Tabela 23: Relagdo entre o microrganismo isolado e tipo de mastite

O padrSo de resultados obtidos para cada agente etiol6gico estd representado no

Grdfico 2, Verifica-se que as infec96es por Arcanobacterium pyogenes (N=5)

induziram a resposta inflamatoria mais exuberante, tendo provocado 40,0"/o de

reacg6es 3+ e 60% de mastites clfnicas. Seguiu-se-lhe Staphylococcus aureus

(N=18) que originou22,2"/o de reacg6es 2+, 66,7"/" de reac96es 3+ e 11,1"h de

MC. Os agentes etiol6gicos Streptococcus agalacfrae (N=16) e Pseudomonas

aeruginosa (N=9) revelaram um padrdo de induqdo de inflamagdo relativamente

semelhante.

Reacc5o inflamat6ria

Microrganismo N
v 1+ 2+ 3+ MC

N o/o N ot/o N o/o N o/o N o/o

Staoh. eoidermidis 96 6 6,3 22 22,9 27 28,1 36 37,5 5 5.2
Staph. xylosus 39 4 10,3 13 33,3 12 30,8 10 25,6

Staph. hvicus 18 2 11,1 6 33,3 3 16,7 7 38,9
Staph. simulans 21 5 23,8 7 33,3 I 38,1 1 4,8
Staph. chromogenes 8 3 37,5 5 62,5

Staph. warneri 5 1 20 1 20 2 40 1 20
Staph. aureus 18 4 22,2 12 66,7 2 11,1

Streptococcus aoalactiae 16 1 6,3 3 18,8 5 31 ,3 6 37,5 1 6,3
Enterococcus spp. 14 2 14,3 4 28,6 5 37,7 3 21,4

Aerococcus viridans 3 3 100
Arcanobacterium pyogenes 5 2 40 3 60

Corunebacterium spo. 7 1 14,3 4 57,1 1 14,3 1 14,3

Pseudom. aeruqinosa o 1 11,1 1 11,1 3 33,3 3 33,3 1 11.1
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Gr6fico 2: RelagSo entre a intensidade da reacgao inflamatoria e o microrganismo
responsevel

Das diferentes esp6cies de SCN representadas, Staph. chromogenes (N=8) n6o

foi respons6vel por casos de MC, mas induziu 37,5o/" de reacg6es 2+ e 62,50/o de

reacE6es 3+. A esp6cie Staph. simulans (N=2'1) produziu 4,8"h de MC, mas

tamb6m ocasionou reacQ6es inflamatorias mais ligeiras, TCM 1+, em 23,8% dos

casos. Um padrdo algo semelhante a este foi manifestado por Staph. epidermidis

(N=96) que provocou 5,2o/o de MC, mas tamb6m produziu reac96es V em 6,3"/"

dos casos. As esp6cies Sfaph. hyicus (N=18) e Staph. xylosus (N=39) exibiram

padr6es parecidos, nao tendo provocado casos de MC e com percentagens de

reacqao V ao TCM entre 10 e 11. A esp6cie Staph. warneri(N=5) apresentou um

padrao que se aproxima dos padr6es apresentados por Staph. hyicus e Staph.

xylosus, mas 6 mais pr6ximo do exibido pelas esp6cies de Enterococci (N=14),

que induziram 14,3"/" de reac96es V, 28,6"/" de reac96es 1+, 37,7"/" de reacg6es

2+ e 21,4"h de reacg6es 3+.

8Oo/" 1000/0
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Apesar de ter sido isolado apenas 3 vezes em cultura pura, Aerococcus viridans

produziu reac96es inflamat6rias marcadas, tendo apresentado o resultado 3+ para

todos os 3 isolados.

As esp6cies de Corynebacterium (N=7) revelaram menor poder para induzir

inflamagio do que os restantes agentes etol6gicos, tendo mais de 70% dos

isolados produzido reac96es V e 1+. Em todas as 1 1 situag6es em que estes

microrganismos estiveram implicados em infec96es mistas, produziram tamb6m

reac96es de fraca intensidade, V ou 1+, respectivamente 9 casos e 2 casos

(Tabela Vll, Anexo I).
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2.4 _ DISCUSSAO

A detecgso de mastite clinica baseou-se na observag6o do ribere e do leite para

detecgdo de sintomas e/ou alterag6es do aspecto do leite.

Para a detecgso de mastite subclinica, o teste californiano de mastites foi utilizado

como teste presuntivo, visto que 6 um indicador indirecto da quantidade de

c6lulas som6ticas no leite, as quais ao estarem aumentadas, indicam que h6

inflamagdo na glAndula mam6ria, portanto mastite. O TCM 6 considerado um

indicador fi6vel da quantidade de c6lulas somdticas e do nlvel de inflamagdo no

leite de ovelha (Radostits et al., 2000), tendo mostrado uma alta correlagdo,

quando os seus resultados foram comparados com os resultados de contagens

de c6lulas som6ticas efectuadas num contador electr6nico Fossomatic, para

bovinos (Simonsen e Sa)verad, 2005) e para diferentes ragas de ovelhas

(Gonz6lez-Rodrfguez e Cilrmenes, 1996). Al6m disso, este teste tem a vantagem

de poder ser executado junto do animal, sem necessidade de recorrer ao

laborat6rio.

No presente trabalho foram consideradas positivas todas as reacg6es iguais ou

de grau mais elevado que o grau V do TCM. A decisSo sobre a utilizagdo deste

valor como valor cut-off baseou-se no facto de o valor V indicar uma CCS entre

150 e 5OOX103c6lulas/ml (Radostits et a1.,2000) e de, apesar de n6o haver

consenso sobre este valor, Paape e colaboradores (2001) declararem que em

ovelhas livres de infecgdo intramam6ria a CCS varia entre 10 e 20OX1O3

c6lulas/mL de leite.

O estudo da prevalOncia de MC e de MSC, aqui apresentado, refere-se a uma

prevalOncia pontua! (Stone et a1.,1999), isto 6, os valores apresentados para cada

efectivo, referem-se d prevalOncia no momento da colheita de amostras.

Os resultados revelaram uma preval6ncia m6dia de mastites clinicas de 1,7o/o,

com valores compreendidos entre 0o/o e 8,1"/". Estes valores sdo inferiores aos

referidos na bibliografia consultada. Por6m, as referOncias relativas a prevalOncia

pontual de MC citam casos de surtos de MC com taxas de prevalGncia elevadas,
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atingindo valores da ordem de 10o/o, no caso de mastite causada por

Actinobacillus lignieresi (Laws e Elder, lgog), 19% para Mc produzida por

Pseudomonas aeruginosa (Las Heras et al., 1999b), 2Oo/o eudndo provocada por

Staphylococcus aureus (Radostits et al., 2000), 22% sendo devida a
streptococcus equi subesp6cie zooepidemicus (Las Hera s et al., 2oo2).

A prevalOncia anual de MC em ovelhas 6 vari6veis, apresentando valores m6dios

entre 2o/o a 6,8yo, sendo a prevalOncia em ovelhas em pastoreio geralmente

inferior a prevalOncia em ovelhas estabuladas (Jones, 1991 ; Larsgard e

Vaabenoe, 1993; Radostits et d|.,2000). Recentemente, um rastreio

epidemiol6gico que estudou resultados referentes a 14 anos, refere uma

incid6ncia m6dia de 3,1o/o de ovelhas por lactagdo (Bergonier ef at.,2oosa).

Nos 15 efectivos considerados, a preval6ncia m6dia de MSC foi de 32,2/" para as

ovelhas com valores, muito vari6veis entre os diversos rebanhos, situados entre

1"/" e 92,5o/o. Visto que 1 1,3/" dos animais apresentaram afecgdo unilateral,

outros 11,3"/o exibiam MSC bilateral e, ainda, g animais revelaram uma metade

atingida de MSC e a outra de MC, a taxa de glAndulas mamdrias afectadas com

MSC revela uma m6dia de 24,8/", variando entre 0,5"/" a 81,3h, conforme o

rebanho.

Na bibliografia consultada sdo referidos valores entre 6,4"/" e 83% de animais com

MSC e, relativamente a glAndulas, as taxas mencionadas situam-se entre 3,1o/o a

67%. Esta enorme variedade de resultados deve-se, em parte, ao facto de nos

diversos estudos serem utilizados m6todos de diagn6stico de MSC diferentes e

de a fase da lactagdo dos animais, no momento do estudo, tamb6m ndo ser

coincidente (Bor et al., 1989; watson et al., 1990; Jones, 1gg1; watkins et al.,

1991; Ahmad et a1.,1992b; Marco et a1.,1993; De La Cruz et al., 1gg4; Gonzdlez-

Rodriguez et a1.,1995; Stefanakis et al., 1995; Dario et al., 1gg6; Romeo et al.,

1998; Ziluaga et al., 1998; Las Heras et al., lggga; Pengov, 2001; Bio et al.,

2005).

Os resultados obtidos neste estudo revelaram uma prevalOncia de mastites muito

superior em rebanhos ordenhados mecanicamente, relativamente a rebanhos

ordenhados manualrnente. Esta diferenga verificou-se para MC, tendo sido mais
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acentuada para os valores da prevalOncia de MSC. No entanto, a diferenqa

estatisticamente significativa encontrada entre os dois tipos de explorag6es

dever6 ser cuidadosamente analisada, devido i grande variabilidade de valores

de prevalGncia encontrados nos diversos efectivos suieitos a ordenha mecAnica.

A falta de informagdo disponfvel relativamente ao gen6tipo das ovelhas, d fase de

lactagSo dos animais e ao maneio de ordenha, designadamente pr6tica de

repasse manual, ndo permitiu atribuir as referidas diferengas ao tipo de ordenha.

Torna-se, assim, necessdrio aprofundar este aspecto, acompanhando futuros

estudos de um inqu6rito epidemiol6gico cuja an6lise das respostas possa

contribuir para clarificar o papel dos diversos factores na prevalOncia de MSC.

Os registos referentes d importAncia do tipo de ordenha s6o muito vari6veis.

Alguns autores, d semelhanga dos presentes resultados, referem contagens de

c6lulas somdticas em ovelhas ordenhadas mecanicamente superiores ds

contagens obtidas em animais ordenhados manualmente (Marguet et a1.,2000).

Outros n6o verificaram diferengas entre as prevalOncias de MSC referentes a

efectivos ovinos ordenhados A mdo e em rebanhos sujeitos a ordenha mecAnica

(Gonzdiez-Rodriguez et al., 1995). Outros, ainda, mencionam maior frequ6ncia da

afecgdo em ovelhas da raga Manchega ordenhadas A m6o do que nas da mesma

raga ordenhadas d mdquina (Las Heras et al., 1999a).

Nas ovelhas, a ordenha manual n6o aumenta significativamente o risco de

infecgdo intramamdria (Mavrogianni et al., 2006) Por6m, a ordenha efectuada

mecanicamente pode afectar negativamente os tecidos do teto, reduzindo os

mecanismos de defesa locais, causando maior risco de infecgdo do que a

ordenha manual (Hamann e Stanitzke, 1990; Zecconi e Hamann, 2005) e, a longo

termo, pode mesmo afectar o funcionamento do esfincter do teto (Rainard e

Riollet, 2006). O equipamento de ordenha pode ser respons6vel pela transmissio

de microrganismos de um animal a outro, podendo esta transmissSo ser passiva,

quando os agentes sdo depositados perto do canal do teto, ou activa, quando as

bact6rias sdo forgados para o interior da gldndula pela pr6pria m6quina. Al6m

disto, o mau funcionamento ou utilizagdo descuidada da m6quina de ordenha

pode provocar les6es que facilitam o inicio de uma infecgdo (Peris et a1.,2001).

Possivelmente a utilizagSo de ordenha mecAnica em ovinos n6o estd ainda
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suficientemente ajustada. Tamb6m no infcio da utilizagdo da ordenha mecanica

para vacas leiteiras, a incidOncia e preval6ncia de MSC era elevadlssima

(Henriques, 1969) e s6 com o decorrer do tempo, o aperfeigoamento dos

aparelhos e a correcgdo de erros de maneio foi possivel diminuir esses valores

(Sampimon et al., 2005a).

Relativamente ao estudo sobre a influ6ncia da raga ovina na prevalOncia de MSC,

os resultados obtidos no efectivo 4, constituido por vdrios n0cleos puros todos

submetidos ds mesmas condig6es de exploragdo, revelaram diferentes taxas de

prevalGncia de MSC para as diversas ragas. No entanto, as diferengas por n6s

encontradas ndo foram estatisticamente significativas,

V6rios autores referem a influ6ncia da raga sobre a taxa de preval6ncia de MSC

nas ovelhas (watson et al., 1990; Stefanakis et al., 1gg5; Dario et al., 19g6;

Gonzalez-Rodriguez et al., 1995; Las Heras et al., 1999a; 19ggc). Num estudo

efectuado em 12 efectivos de ovelhas da raga Manchega, o autor salienta o facto

de a taxa de preval6ncia ser mais elevada em ovelhas de maior produgdo leiteira

(De La Cruz et al., 1994). Este aspecto 6 mencionado noutros trabalhos

relativamente a animais de ragas diferentes. A raga de alta produgdo Assaf exibiu

taxas de preval6ncia de MSC superiores a outras ragas de produgdo inferior

(Gonzillez-Rodrfguez el al., 1995; Las Heras et al., 1999a). Outro estudo refere

uma taxa de prevalGncia de MSC para esta raga muito elevada, 55% de animais

afectados (Bor et al., 1989). Os resultados aqui apresentados revelaram altas

taxas de preval6ncia de MSC em efectivos compostos de ovelhas da raga de alta

produgdo Lacaunne. Por6m, as taxas de prevaldncia obseruadas relativamente d

raga Assaf, tamb6m de alta produgdo, ndo s6o muito elevadas, 11,8"/o em ovelhas

puras (efectivo 6) e7,8o/" em animais resultantes do cruzamento desta raga com a

raga Manchega (efectivo 9). Tal poderd dever-se, eventualmente, a boas prdticas

de maneio sanitdrio e de higiene que poderdo ter contribuido para que uma

eventual tendGncia para desenvolvimento de MSC n5o se manifestasse.

No que respeita ao estudo sobre a utilizagdo do teste californiano de mastites

como indicador de infecgSo intramamilria bacteriana, verificou-se que a reacgdo

deste teste para a qual se obt6m o fndice de Youden mais elevado foi a reacgso

1+. Se considerarmos o valor 1+ como ponto cut-off, os valores para a
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sensibilidade (S) e para a especificidade (E) do teste serao identicamente de 0,7,

valores estes que s6o baixos. Ao determinar como ponto Iimite para discriminar

entre um resultado negativo e um resultado positivo, uma reacgdo para a qual a S

6 baixa corre-se o risco de obter muito falsos negativos, isto 6, animais que na

realidade est6o infectados, originam resultado negativo. Por outro lado, se a E for

baixa, muitos resultados positivos ser6o falsos positivos, referindo-se a animais

que n6o estSo infectados

No presente caso, ao considerar como negativas todas as glAndulas mam6rias

cujo leite revela uma reacqSo abaixo de 1+, nomeadamente aquelas com reacaSo

V, obter-se-6 uma alta taxa de falsos negativos. Com efeito, 53,1o/o dos leites com

reacgdo V revelaram que existia infecgso intramam6ria, pois a an6lise

bacterio169ica foi positiva.

Las Heras e cotaboradores (1999a) aconselham a utilizagio da reacado 1+ como

valor indicador de MSC nas ovelhas, ap6s ter obtido valores de 0,84 para a S e de

0,g1 para a E. Outros autores, para o mesmo ponto limite, apresentam valores

para a S e para a E de 0,46 e 0,97, respectivamente, (De La Cruz et a/', 1994) ou

0,73 e 0,83 (McDougall et a1.,2001). Num outro estudo, em que determinaram os

valores da S e E do TCM, para o mesmo ponto limite, em colheitas mensais ao

longo da lactagdo, os autores obtiveram valores para a S que variaram entre 0,29

e 0,60 e para a E entre 0,72 e 0,93 (Romeo et a/., 1998). A disparidade de valores

referidos na bibliografia deve-se, provavelmente em pafte, a variag6es na

interpretagdo dos resultados do teste por diferentes operadores, verificando-se

uma elevada subjectividade neste m6todo de diagn6stico.

Quanto mais elevados forem os valores da S e da E de um teste de diagn6stico,

maior a sua capacidade de predizer se os animais positivos e negativos s5o

verdadeiramente doentes e verdadeiramente n6o doentes, respectivamente

(Thrusfield, 1999). Apesar de o seu valor predictivo ndo ser muito elevado, o TCM

6 um teste de baixo prego e de fdcil execugdo, que permite o diagn6stico imediato

no pr6prio est6bulo e, portanto, muito 0til para controlar o estado sanitdrio dos

riberes das ovelhas pelo produtor.
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A escolha do ponto cut-off depende do objectivo a alcanqar. Quanto mais exigente

for o crit6rio de classificagdo do efectivo e mais ambicioso, em termos sanitdrios,

for o produtor, mais baixo deve considerar o ponto limite entre animais positivos e

animais negativos. Os resultados deste trabalho mostraram que a utilizagao da

reac96o V como ponto limite pode eliminar os casos de falsos negativos, visto que

o valor predictivo para os testes negativos foi 1. Contudo, a percentagem de

falsos positivos foi de 46,9o/o, tendo o valor predictivo para os testes positivos sido

de 0,53. No entanto, embora as an6lises microbiologicas tenham resultado

negativas nestas amostras, ,6 possfvel que alguns destes animais tivessem

infec9do intramam6ria, uma vez que alguns agentes etiol6gicos de mastite podem

ter localizagdo intracelular, n6o tendo tamb6m sido contemplada a pesquisa de

Mycoplasma spp., fungos e vfrus.

Quanto a etiologia, os resultados do presente estudo indicaram um papel

preponderante de Staphylococci coagulase negativos como causadores de

mastites ovinas. Como causa de MC, representaram 42,9o/o dos microrganismos

isolados e corresponderam a 70,1% das bact6rias identificadas como agentes

etiologicos de MSC.

A maioria dos autores refere, igualmente, esp6cies de SCN como mais frequentes

causadores de MSC nas ovelhas (Ahmad et al., 1992a; Marco et al., 1993; De La

Cruz et al., 1994; Gonzillez-Rodrfguez et a1.,1g95; Hofer et al.,1g9s; Stefanakis

et al., 1995; Dario et al., 1996; Burriel, 1997; ziluaga et ar., l ggg; Las Heras et al.,

1999a; 1999c; Leitner et al., 2001; Pengov, 2001 ; Bergonier et a1.,2005a). Estes

resultados sdo muito superiores aos encontrados em bovinos. Por6m, nos fltimos
10 anos, esp6cies de SCN t6m vindo a aumentar de importAncia tanto como

agentes de MC como de MSC em bovinos (Sampimon ef al.,2OO5a: Taponem ef
al., 2OO5). Diversos autores referem prevalGncias de MSC em vacas devidas a

SCN, de 18,1% (Bexiga et a1.,2005b) e 34,1"/" (Barberio et al.,2OO5).

Leitner e colaboradores (2001) sugerem que o 0bere de ovelha tem menor

resistOncia a este grupo de microrganismos. No entanto, a discrepdncia de

resultados tamb6m poder6 dever-se ao facto de existirem factores de virutOncia

nas estirpes ovinas que n6o existem, ou s6o menos frequentes, nas estirpes

bovinas. Estudos realizados sobre a produgdo de enterotoxinas por Staph.
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aureus, revelaram que as estirpes isoladas de mastites ovinas eram mais

toxinog6nicas do que as isoladas de mastites bovinas (Orden et al., 1992b).

As esp6cies identificadas neste trabalho foram Staphylococcus epidermidis,

Staph. xylosus, Staph. hyicus, Staph. simulans, Staph. chromogenes, Staph.

warneri, Staph. lentus, Staph. capitis, Staph. sciuri, Staph. cohnii, Staph. hominis

e Staph. caprae. Com excepg6o de Staph. cohnii e Staph. hominis, todas as

outras esp6cies s5o referidas na bibliografia consultada como agentes etiol6gicos

de mastites em ovelhas.

De entre as esp6cies de SCN isoladas, destacou-se pela sua frequ6ncia Staph.

epidermidis. Este microrganismo representou 25% dos agentes patog6nicos

isolados a partir de leite de animais com MC, tendo sido isolado 7 vezes, 5 das

quais em cultura pura. Foi identificado como agente etio!6gico de MSC em 108

amostras, correspondendo a 43,4o/o de SCN e 30,4"/o do total de bact6rias

isoladas durante este estudo, Esta esp6cie revelou ser o mais frequente agente

etiol6gico de MSC nas ovelhas em diversos rastreios (De La Cruz et al., 1994;

Hofer et al., 1995; Ziluaga et al., 1998; Las Heras et al., 1999a; 1999c; Pengov,

2001 , Ariznabarreta ef at., 2OO2; Bergonier et a1.,2005a) e foi referida por Hofer e

colaboradores (1995) como principal causador de MC em ovelhas. Staph.

epidermidis 6 tamb6m o principal respons6vel por infeca6es dur6veis (Bergonier

et a|.,2005b).

Staphylococcus aureus 5 considerado o principal agente etiol6gico de MC nas

ovelhas (Falade et al., 1988; Gutierrez et al., 1990; lndrebo, 1990; Jones, 1991;

Mavrogenis, 1995; Bergonier et al., 1999; Radostits et a1.,2000). No entanto,

estas citag6es referem-se a surtos de MC com elevadas incid6ncias que, pela sua

gravidade e exuberdncia, chamam a atengdo de produtores e investigadores. O

objectivo deste trabalho foi identificar os microrganismos implicados na patologia

da glAndula mamdria e o rastreio incidiu sobre efectivos sem problemas

aparentes. Durante esta investigagdo, apenas foi possivel recolher 27 amostras

de leite de 21 ovelhas que foram encontradas com mastite cllnica, das quais

foram obtidos 27 isolados. Destes, apenas 5, 17,9"/o do total, foram identificados

como Staph. aureus,3 dos quais se encontravam em cultura mista.
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Esta diferenga na frequ6ncia de agentes etiol6gicos de MC no presente estudo

relativamente aos resultados referidos na bibliografia pode, pois, dever-se a

diferentes condig6es de rastreio. Se por um lado, as MC causadas por SCN t6m

incid6ncias baixas, n5o provocando surtos aprecidveis, por outro lado, o nrimero

de casos de MC observados durante rastreios de MSC n5o serd digno de relagdo,

justificando a escassa bibliografia que lhes faga refer6ncia. A divergencia de

resultados pode, ainda, resultar da reduzida amostragem analisada neste

trabalho, da disparidade de factores higiosanitdrios que caracterizam as diferentes

explorag6es ou, ainda, de diferengas geoclim6ticas que podem influenciar o

microbismo dos efectivos animais. Um outro aspecto a tomar em consideragdo 6

o n0mero de casos de MC em que ndo foi possfvel isolar qualquer agente

microbiano (5 em 27). A eventual localizag6o intracelular do agente etiol6gico

pode ter influenciado os resultados.

No que respeita a MSc, staph. aureus foi isolada de 22 amostras,

correspondendo a 6,2"/" do total de agentes etiol6gicos de MSC. A frequ6ncia

mdxima desta esp6cie, como causador de MSC, verificou-se no efectivo 15 e foi

de 12,6"/o (Tabela lV, Anexo l). Na bibliografia consultada sdo descritas baixas

prevalOncias de Staph. aureus como agente causa! de MSC (Watkins et al., 1gg1 ;

Marco et a1.,1993; De La cruz et al., 1994; ziluaga et a1.,1998; Las Heras et ar.,

1999a; Leitner et al., 2001; Pengov, 2001). Esta baixa frequ6ncia contrasta com o

que acontece em bovinos leiteiros, para os quais esta esp6cie constitui um dos

principais agentes etiol6gicos de MSC (Bexiga et a1.,2005; Bolzoni et al.,2oo5).

Leitner e colaboradores (2001) justificam a baixa prevalGncia de MSC nas ovelhas

devidas a Staph. aureus como resultado de um bom maneio, caso que n6o se

verifica nos efectivos por nos estudados. O facto, tamb6m sugerido, de as

estirpes mais virulentas desta esp6cie serem eliminadas das explorag6es ao

serem refugadas as ovelhas, visto frequentemente desenvolverem gangrena,

parece-nos mais plausfvel. Ainda, a elevada preval6ncia de infec96es

intramam6rias por SCN poderd constituir um obst6culo d colonizagdo por Staph.

aureLts, quer por acgSo das c6lulas inflamat6rias, quer por competigdo entre os

referidos microrganismos. Jd foi demonstrada a acgSo inibit6ria sobre agentes
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patog6nicos de mastite por parte de bact6rias constituintes da flora normal da

pele dos tetos, nomeadamente SCN (Woodward et a1.,1987; 1988).

Arcanobacterium pyogenes foi isolado a partir de 4 amostras de leite de animais

com MC, tendo sido associado a MSC apenas 2 vezes, ambas em animais

peftencentes ao efectivo 3 (Tabela lV, Anexo l), efectivo em que foi tamb6m

detectado um caso de MC causada por este agente patog6nico (Tabela II, Anexo

l). Apesar de n6o ser frequente a ocorr6ncia deste microrganismo como causador

de mastites em ovinos, existem refer6ncias ao seu envolvimento como agente de

MC (Falade et al., 1988) e de MSC em ovelhas (Jones, 1991; Rapoport et al.,

1 eee).

Streptococcus agalactiae apenas provocou 2 dos casos de MC, tendo sido isolado

de 1 em cultura pura e outro em associagdo com Sfrep. adiacens. Foi isolado a

partir de 15 amostras de leite de animais com MSC, sempre em cultura pura, 12

das quais foram recolhidas a ovelhas pertencentes ao efectivo 13 (Tabela Vl,

Anexo l), representando 40% dos agentes de MSC nesta exploragdo. Al6m deste

efectivo, onde tamb6m foi respons6vel por 1 caso de MC, s6 ocorreu em duas

outras explorag6es, uma com 1 caso de MC e outra com 2 casos de MSC (Tabela

V!, Anexo I). Na bibliografia consultada n6o 6 frequente a refer6ncia a esta

esp6cie. Por6m pode provocar MC nas ovelhas (Falade et al., 1988) e' como

causador de MSC, pode atingir 13,5"/o dos agentes patog6nicos isolados (Las

Heras et al., 1999a; 1999c). Bio e colaboradores (2005) descrevem um estudo

efectuado no matadouro, em que 31% das ovelhas com MSC estavam infectadas

com Sfrep. agatactiae. Os resultados do presente estudo sugerem, da mesma

forma que os trabalhos referidos, que embora ndo se trate de um agente

etiol6gico frequente, poder6 provocar surtos de MSC. A falta de higiene durante a

ordenha 6 responsdvel pela disseminagdo deste agente de mastite infecciosa.

Strep. equinus (bovis) foi isolado de 1 caso de MC em associagio com Staph.

epidermidis, tendo sido tamb6m identificado em 3 casos de MSC, apenas uma

das vezes em cultura pura e 2 em associaqdo com Staph. aureus. Este

microrganismo 6 referido por Watkins e colaboradores (1991) como agente

etiol6gico de MSC ovina, a qual evoluiu para a forma clfnica.
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Das restantes esp6cies de Streptococci isoladas neste trabalho, Strep.
dysgalactiae foi isolado em associagSo com Staph. aureusa partir do leite de uma

ovelha com MC, tendo sido ja referido na bibliografia como agente etiol6gico de

mastite ovina (Bor et al., 1989; Scott, 2000); Strep. adjacens toi tamb6m

identificado numa amostra de leite de um animal com MC em associagao com

Strep. agalactiae, ndo tendo sido encontrada, na bibliografia consuttada, quatquer

referOncia que relacione esta bact6ria com mastite ovina.

Relativamente a MSC, as esp6cies de Streptococci isoladas durante este estudo

foram Strep. acidominimus, a qual 6 referida por Ziluaga e colaboradores (1gg8);

strep. zooepidemicus, mencionado como causador de um sufto de MC em

ovelhas (Las Heras et a1.,2002); Strep. mitis e Strep. surb, as quais foram ambas

isoladas em cultura pura, e ndo foi encontrada qualquer refer6ncia bibliogr6fica ir
sua implicagdo na patologia da glAndula mam6ria ovina.

As esp6cies de Enterococcicorresponderam a 4,5o/o dos agentes etiol6gicos de

MSC, nos animais estudados. Destas, Enteroc. faecalis foi a mais representativa,

correspondendo a 3,4o/" do total de bact6rias e 1 8,2yo dos isolados no efectivo 15

(Tabela lV, Anexo l). Esta esp6cie e Enteroc. faecium, tamb6m isolada neste

trabalho, foram referidas como agentes de MSC (Watkins et al., 1gg1). Outra

esp6cie identificada toi Enteroc. durans, a qua! ndo 6 referida na bibliografia

consultada.

Aerococcus viridans foi isolado em 3 efectivos diferentes, a partir de um total de 5

amostras de leite de animais com MSC, representando 1,4o/o dos agentes

etiol6gicos desta afecgdo. A refer6ncia a este microrganismo como causador de

mastite em ovelhas, nomeadamente MSC, 6 pouco frequente, no entanto foi

mencionada por Ziluaga e colaboradores (1998).

Esp6cies de Corynebacteria estiveram associadas a 18 casos de MSC, o que

representa 5% dos microrganismos identificados. Destes 18 isolados, 13 prov6m

de amostras de animais pertencentes ao mesmo efectivo (Tabela tV, Anexo t)

que, de acordo com o m6todo de identificagSo utilizado, corresponderam a 4
esp6cies diferentes: C. jeikeium, C glucoronolyticum, C. accolens e C. striatum ou

C. amycolafum, visto que o m6todo ndo permite descriminar estas duas esp6cies.
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Dos restantes 4 isolados, pertencentes a 3 outros efectivos, um foi identificado

como C. jeikeium. ndo tendo sido possivel determinar a esp6cie dos restantes 3

isolados. O m6todo de identificagdo utilizado neste trabalho, provavelmente, ndo

permite identificar at6 ir esp6cie, bact6rias do g6nero Corynebacterium isoladas

de teite mastitico de ovino. Com efeito, as esp6cies associadas a MSC em

ovelhas, C. mastitidis (Ferndndez-Garayzfubal ef al., 1997) e C. camporealensis

(Ferndndez-Garayzilbal etal., 1998a), ndo est6o incluidas na base de dados do

sistema "API Coryne". Al6m disso, diversos autores referem-se as esp6cies de

Corynebacteria causadoras de MSC em ovelhas apenas como Corynebacterium

spp. (Watson ef al., 1990; De La Cruz et al., 1994; Mavrogenis ef a/., 1995;

Stefanakis eta1.,1995; Ziluagaetal., t998;Apolo eta1.,1999), possivelmente por

n6o ser f6cil a identificagSo at6 d esp6cie. Considerando estes factos e a relativa

variedade de esp6cies identificadas durante o presente estudo, dever-se-6 p6r a

hip6tese de a identificagSo destes microrganismos ndo estar correcta.

Foram tamb6m identificadas como agentes etiol6gicos de mastite em ovinos,

embora esporadicamente, algumas bact6rias Gram-positivas, as quais sdo

tamb6m raramente referidas na bibliografia, designadamente Staphylococcus

intermedius (Las Heras et al., 1999a), Micrococcus luteus (De La Cruz et al.,

1994) e Lactococcus lactis (Pengov, 2001).

Apenas dois casos de MC foram provocados por bact6rias Gram-negativas.

Proteus sp. foi um dos agentes patog6nicos respons6veis por esta forma de

mastite. Microrganismos pertencentes a este g6nero s6o referidos na bibliografia

consultada como agentes de mastite ovina, apenas referentes a casos de MSC

(Burriel et a1.,1997; Ziluaga et a1.,1998; Las Heras et al., 1999a; 1999c).

Pseudomonas aeruginosa foi respons6vel pelo outro caso de MC referido. Foi,

tamb6m, isolada de 8 amostras de leite recolhido a metades mam6rias afectadas

com MSC, o que corresponde a 2,3"/" dos agentes etiol6gicos implicados nesta

afec96o. Este microrganismo distribuiu-se por 5 dos efectivos (Tabelas !l e lV,

Anexo !). Existem refer6ncias ao seu papel na patologia da glAndula mam6ria

ovina, tanto como agente de MC (Falade et al., 1988; Watson et al., 1990; Las

Heras et al., 1999b; Rapoport et al., 1999), como causador de MSC (Bor et al.,

1989; Gonzillez-Rodriguez , et al., 1 995; Rapoport et al., 1999).
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Outros microrganismos Gram-negativos associados a MSC isolados, embora com

baixa frequ6ncia, foram Mannheimia haemotytica, Pasteurella multocida,

Escherichia coli, Serratia marcescens e Enterobacter sp.. Todos estes agentes

foram anteriormente referidos como causadores de MSC ovina (Bor etal., 1g8g;

watkins et al., 1991; Gonzillez-Rodriguez et al., 19g5; ziluaga et al., 19gg;

watson et al., 1990; Mavrogenis et al., 1gg5; Dario et al., 1gg6; Apolo et a1.,1999;

Rapopoft et al., 1999).

A ocorr6ncia de infec96es mistas foi relativamente frequente, 42 casos de MSC e

6 de MC. Apenas 3 combinag6es se repetiram 2 vezes, al6m da associag6o

Staph. epidermidis e Staph. xylosus, encontrada 5 vezes. Estas duas esp6cies de

Staphylococci toram os microrganismos mais frequentemente isolados ao longo

de todo o trabalho.

Neste estudo foi avaliada a relagSo entre a etiologia e a intensidade da

inflamagSo. A reacgdo inflamat6ria que se estabelece na glAndula mam6ria face d

infecgSo 6 responsdvel pelo aumento da descarga de c6lulas somdticas, as quais

sdo, principalmente, polimorfonucleares neutr6filos. O grau de positividade obtido

no TCM 6 tanto maior quanto maior for o numero de c6lulas presentes no leite. O

estudo da resposta inflamat6ria face aos diferentes agentes etiol6gicos, atrav6s

da andlise da respectiva intensidade da reacgio ao TCM, pode fornecer um

padrSo de resultados para cada agente etiol6gico que traduz, de algum modo, a

sua capacidade de provocar mastite.

Al6m de factores inerentes ao microrganismo que provocam uma chamada de

c6lulas ao local da infecgdo, outros factores podem influenciar a intensidade da

resposta, nomeadamente o nfmero de bact6rias que atinge o tecido mamdrio, o

estado fisiol6gico e imunitdrio da pr6pria glAndula e tamb6m a extensdo da

glAndula que 6 afectada. Mesmo entre bact6rias peftencentes d mesma esp6cie,

os factores de virulOncia presentes podem variar de estirpe para estirpe.

Os resultados deste trabalho poderiam sugerir diferentes perfis de resposta

inflamat6ria para diversas esp6cies de microrganismos. Teria sido interessante

averiguar se existem diferengas significativas. Por6m, o nilmero reduzido de

132



Rastreio - DiscussSo

dados respeitantes a alguns dos microrganismos estudados nao nos permite

submet6-los a um estudo estatfstico.

De entre os agentes etio!6gicos abrangidos neste estudo, Arcanobacteium

pyogenes induziu respostas mais exuberantes. Contrariamente, o padrdo

revelado face d infecgdo por Corynebacterium spp. traduziu uma indugio de

inflamagSo muito mais moderada, confirmando os resultados de outros estudos,

os quais referem que as esp6cies de Corynebacterium estSo associadas a

elevag6es discretas da contagem de c6lulas som6ticas (Ziluaga et a1.,1998).

Staphylococcus aureus, reconhecidamente patog6nico para a glAndula mam6ria

de ovelha, originou inflamag6es not6rias, que se traduziram por MC e MSC com

elevados nfveis de c6lulas somdticas no leite, produzindo reac96es de grau 2+ e

3+ no TCM. As infecg6es intramam6rias devidas a este agente patog6nico

induzem elevag6es da contagem de c6lulas som6ticas acentuadas (Gonz6lez-

Rodrlguez et al., 1995; Ziluaga et al., 1998).

O padrdo de reac96es ao TCM obtido em amostras de leite provenientes de

glAndulas infectadas por Streptococcus agalactiae e por Pseudomonas

aeruginosasdo relativamente semelhantes e, tal como 6 referido na bibliografia, a

resposta celular devido a infec96es intramamdrias por estes microrganismos 6

pronunciada (Gonzdlez-Rodriguez et a/., 1 995).

As v6rias esp6cies de SCN sdo, por vezes, estudadas em conjunto quanto d sua

influ6ncia sobre a resposta inflamat6ria da glAndula mamdria, atrav6s da an5lise

da CCS, e os valores m6dios s6o comparados com outros grupos de

microrganismos (Gonziilez-Rodrlguez et al., 1995). Quando diferentes esp6cies

de SCN sdo estudadas separadamente e comparadas entre si, s6o apresentados

resultados vari6veis. Alguns trabalhos referem uma influ6ncia semelhante

relativamente ds diferentes esp6cies (Leitner et al., 2000) por6m, outros

descrevem efeitos que variam consoante a esp6cie. No entanto, as diversas

refer6ncias n6o coincidem quanto ir amplitude da resposta produzida pelas

diferentes esp6cies (Fthenakis e Jones, 1990b; Burriel, 1997; Ziluaga et al., 1998;

Pengov,2001).
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De acordo com os pedis de intensidade de inflamageo induzida, as distintas

esp6cies de SCN aqui analisadas poderiam ser ordenadas, comegando na

esp6cie que maior grau de inflamagAo induziu, da seguinte forma: Staph.

chromogenes + Staph. simulans + Staph. epidermidis -+ Staph. hyicus + Staph.

xylosus -+ Staph. warneri, sendo esta a esp6cie menos indutora de inflamagdo,

ou agrupd-los deste modo:

1o grupo - Staph. chromogenes

2o grupo - Staph. simulans e Staph. epidermidis

3o grupo - Staph. hyicus, Staph. xylosus e Staph. warneri

em que a esp6cie peftencente ao 1o grupo induz uma reacgdo mais exuberante e

as pertencentes ao 3o grupo s6o as que induzem uma resposta mais moderada.

Na Tabela 24 estdo representados os resultados obtidos no presente estudo e a

sua relagdo com os resultados referidos na bibliografia consultada.

Tabela 24= Grau de reac96es inflamat6rias causadas por SCN

Comparagdo dos resultados obtidos com dados de outros autores e ordenagdo dos SCN quanto d
intensidade da inflamag6o que provocam na glAndula mam6ria

Num ensaio em que foram inoculados experimentalmente, na glAndula mam6ria

de ovelhas de aptidSo leiteira, Staph. chromogenes produziu MC, Staph. simulans

causou MSC e Staph. xylosus foi apenas responsdvel por um aumento transitorio

da CCS (Fthenakis e Jones, 1990b). Os autores deste estudo indicaram uma

ordenagSo destas esp6cies, quanto ao seu poder patog6nico. Os nossos

resultados sugerem uma ordenagdo semelhante, relativamente ao grau de

reacgdo inflamat6ria induzida na glAndula mamdria.

Esp6cie de SCN
Resultados

obtidos
Fthenakis e

Jones, 1990b
Burriel,

1997
Ziluaga et
aL, 1998

Pengov,
2001

Staph. chromooenes 1o 1o 20
Staph. simulans 2" 20 20 1o 3o
Staoh. eoidermidis 30 3" 40 1o
Staph. hvicus 4" 20
Staph. xylosus 5o 3o 50
StaDh. warneri 60 1o 3"
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Num ensaio, em que foram inoculadas experimentalmente tr6s esp6cies

diferentes de SCN em gldndulas mam6rias de ovelhas de carne, Staph. warnerie

Staph. simulans produziram mais alterag6es na composigdo do leite do que

Staph. epidermidis, tendo Staph. warneritamb6m provocado sintomas moderados

de MC (Burriel, 1997). Contrariamente, nos resultados obtidos no presente

estudo, Staph. warneri influenciou menos a resposta inflamat6ria da glAndula

mam{ria do que todas as outras esp6cies estudadas. Esta discrepAncia de

resultados pode dever-se ir reduzida amostragem aqui avaliada. No entanto,

poderd tamb6m considerar-se a hip6tese de o poder patog6nico de cada estirpe

n6o estar tanto na depend6ncia da esp6cie, mas sim da posse de factores de

virul6ncia, cuja presenga varia dentro de cada esp6cie. Burriel (1997) refere

diferentes alterag6es na qualidade do leite produzido por ovelhas infectadas com

diferentes estirpes de Staph. warneri. Esta hip6tese tamb6m poder6 explicar a j6

referida discrepAncia de resultados apresentados pelos v6rios autores.

As esp6cies de Enterococci, ds quais tem sido apontado um poder patog6nico

semelhanle a Streptococcus spp., produzindo elevag6es da CCS superiores ds

verificadas para SCN (Ziluaga ef a/., 1998), revelaram um padrSo de indugdo de

inflamagdo menos exuberante do que os isolados de Sfrep. agalactiae, tendo-se

assemelhado ao perfil exibido por Staph. warneri.

N6o foi encontrada na bibliografia qualquer referOncia d influGncia de Aerococcus

viridans sobre a reacgdo inflamat6ria da glAndula mam6ria, apesar de,

relativamente a MSC em bovinos, ser referida a ocorr6ncia de Aerococcus spp.

em cultura pura num nfmero apreci6vel de quartos mam6rios (Devriese ef a/.,

1999). Esta bact6ria foi isolada em cultura pura em apenas 3 situag6es, tendo

sempre provocado reacgso 3+. O reduzido n0mero de amostras apenas permite

sugerir que este microrganismo, embora pouco frequente, poderd ser um agente

etiol6gico de MSC nas ovelhas com uma elevada capacidade para induzir

inflamagSo na glAndula mamdria.

Os resultados do presente estudo, na Sua globalidade, Sugerem que, apesar de a

prevalGncia de mastite clinica nas ovelhas ser baixa, a prevalOncia de mastite

subclfnica 6 bastante elevada. Este facto 6 indicativo de uma produtividade leiteira

inferior ao potencial dos animais e de baixa qualidade do leite produzido.
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De particular importAncia 6 a ocorrencia de mastites causadas por

microrganismos de natureza contagiosa, nomeadamente Staphytococcus aure.ts,
que constitui um risco para a saride priblica, e Streptococcus agalactiae, que pode

causar suftos de MSC com alta prevalOncia a nlvel de rebanho.

No entanto, a maioria dos casos de mastites detectados foram devidos a
microrganismos que integram a microbiota da pele, principalmente Sfaphylococci

coagulase negativos. Assim, apenas com rigorosas medidas de maneio serd

posslvel um efectivo controlo destes agentes patog6nicos. A prossecugdo de

regras de higiene na ordenha, tal como uma rigorosa fiscalizagdo do

funcionamento e manutengdo do equipamento de ordenha sdo fundamentais. O

teste californiano de mastites dever6 ser utilizado com um ponto cut off "V", para

uma avaliagdo exigente do estado sanitdrio dos riberes dos animais e da

qualidade do leite.
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3 - ESTUDO DE SENSIBILIDADE DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS A

AGENTES ANTIMICROBIANOS

3.1 - TNTRODUQAO

O controlo de mastites deve ter como base um rigoroso maneio higi6nico da

ordenha e das instalag6es. Por6m, actualmente, depende em grande escala do

recurso ir utilizagdo de agentes antimicrobianos. Com efeito, o problema da

emerg6ncia de estirpes resistentes e multirresistentes aos antibi6ticos e as falhas

terap6uticas frequentemente observadas aquando do tratamento de mastites

durante a lactagSo n6o foram suficientes para abandonar o uso destes

medicamentos. Este facto justifica-se por, at6 d data, ndo se ter conseguido

m6todo alternativo que proporcione melhores resultados para o tratamento e por

ser dificil implementar nas explorag6es um maneio higi6nico elicaz.

De entre os m6todos de controlo de mastites alternativos ao uso de antibi6ticos, a

estimulagdo das defesas naturais da glAndula mam6ria tem sido objecto de

estudo de muitos investigadores. A estimulagSo inespecifica 6 especialmente

atractiva, dada a grande variedade de microrganismos que podem ser agentes

etiol6gicos de infec96es intramamSrias. Por6m, a utilizagdo de dispositivos intra-

mam6rios n6o confere protecgdo razodve! (Nickerson ef a/., 1990; Penad6s et al.,

1993) e a administragSo de citoquinas ou outros factores estimulantes da resposta

n6o especifica, presentemente, ndo constitui alternativa satisfat6ria nem est6

vulgarizada. Por outro !ado, a vacinagdo, atrav6s de imunizagSo local ou

sist6mica, tem sido amplamente estudada e experimentada, mas apesar de se

terem conseguido progressos na indugdo de mecanismos protectores, ainda n6o

foi possfvel desenvolver uma vacinagSo considerada eficaz (Kehrli e Harp, 2001).

Pelas raz6es apontadas, o tratamento das mastites com agentes antimicrobianos

continua a ser largamente utilizado, n6o s6 com fins terapOuticos como tamb6m

como medida profil6tica, atrav6s do chamado tratamento de secagem que

consiste na aplicagdo intramam6ria, ou parenteral, de medicamentos

antibacterianos de longa acg6o, ap6s a riltima ordenha do perfodo de lactag6o.
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Desta forma, consegue diminuir-se a incid6ncia de infecgdes no perfodo seco e

de mastites clfnicas no perfodo pos-parto e, ainda, controlar infec96es que ndo foi

possfvel resolver durante a lactagdo (Radostits et a|.,2000).

Para tratar as mastites clfnicas com sucesso e para prevenir eficazmente o

desenvolvimento de novas infec96es intramam6rias, atrav6s do tratamento de

secagem, 6 fundamental conhecer o padrdo de susceptibilidade dos

microrganismos mais prevalentes no efectivo animal. Antes da utilizagdo de

agentes antimicrobianos, deveria ser feito um teste de sensibilidade aos

antibi6ticos, mas este 6 relativamente dispendioso e demorado, encarecendo os

custos da terapia. Assim, a escolha do antibi6tico 6 frequentemente empfrica,

correndo o risco de recair sobre um princfpio activo inadequado. A disponibilidade

de informagdo obtida em estudos de sensibilidade a antibi6ticos anteriormente

realizados 6 muito 0til para auxiliar na escolha do agente antimicrobiano a utilizar.

Tanto para a terap6utica como para a profilaxia de mastites, a utilizagdo de

preparag6es medicamentosas de aplicagSo intramam6ria ,6 preferivel a

administragSo parenteral, devido d fraca difusdo do medicamento do sangue para

o leite. Exceptuam-se determinadas situag6es de mastite hiper-aguda, para

controlar a sintomatologia sist6mica, e ocasi6es em que haja obstrugdo dos

canais galact6foros, casos em que a administragdo parenteral estd recomendada.

Existe uma variedade relativamente extensa de produtos antimicrobianos para

aplicagdo intramam6ria no mercado portuguOs, os quais s6o indicados para

utilizagdo em bovinos. A utilizagSo destes produtos na glAndula mam6ria de

ovinos tem sido estudada ndo s6 para fins terap6uticos como tamb6m para

tratamento de secagem em ovelhas (Buswel e Barber, 1989). No entanto, o uso

indiscriminado de agentes antimicrobianos, sem pr6vio conhecimento sobre a sua

efic6cia terapOutica sobre os isolados locais, 6 um dos factores respons6veis pela

pressdo de selecgSo de estirpes resistentes.

O objectivo deste trabalho foi avaliar a susceptibilidade dos agentes etiol6gicos de

mastites, nos efectivos ovinos estudados, aos agentes antimicrobianos em

preparag6es de aplicagSo intramamdria, disponfveis no mercado nacional, para

verificar a sua adequaqdo ao controlo de mastites ovinas.
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3.2- MATERIAIS E METODOS

3.2.1 - Teste de sensibilidade aos antibioticos - m6todo de difus6o

Um total de 404 isolados de bact6rias provenientes de leite de ovelhas afectadas

com mastite cllnica ou subclfnica foram submetidos ao teste de sensibilidade aos

antibi6ticos (TSA), utilizando o m6todo de difusdo de Kirby Bauer (NCCLS, 2OO2),

para estudar a susceptibilidade dos microrganismos causadores de mastites em

ovinos a agentes antibacterianos.

Os agentes etio!6gicos de mastite ovina submetidos a este estudo est6o

discriminados na Tabela 25.

Para cada isolado de bact6rias de crescimento r6pido, foi inicialmente efectuada

uma suspensdo em soro fisiol6gico est6ril, com uma turvagdo correspondente ao

grau 0,5 da escala de McFarland. Esta suspensSo foi entSo inoculada d superficie

de placas de meio de Mueller-Hinton Agar (Oxoid, CM337), nas quais, ap6s

incubagSo d temperatura ambiente durante 5 minutos, foram colocados os discos

impregnados de antibi6tico (Oxoid) com o auxilio de um aplicador de discos

(Oxoid, ST 6090). As placas foram incubadas em aerobiose a 37"C, durante 24

horas. As estirpes de microrganismos fastidiosos (Streptococcus spp.,

Actinomyces pyogenes e Corynebacterium spp.) foram preparadas em suspensSo

com turvagSo equivalente ao grau 2 da escala de McFarland e inoculadas em

meio de Mueller-Hinton suplementado com 57o de sangue de ovino desfibrinado

(NCCLS, 2002).

Ap6s o periodo de incubagSo, as placas foram observadas, os diAmetros dos

halos de inibigdo foram medidos e os resultados interpretados de acordo com as

tabelas apropriadas (Difco, 1978; Cafier e Cole, '1990; NCCLS, 1994; 2002).
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Tabela 25: Bact6rias submetidas ao teste de susceptibilidade a antibioticos

Microrganismo N

Stap hvlococc u s e pide rm i di s 127
Staphvlococcus xvlosus 62
Staphylococcus hyicus 26
Staphvlococcus sim ulans 25
Staphvlococcus ch romogenes 10

Outros SCN

Staphy I ococc us warn e ri (n=8)
Staphy lococcus /entus ( n=8)
Staphylococcus capitis (n=4)
Staphylococc u s coh n i i (n=2)
Stap h y I ococc u s c ap ra e (n=2)
Stap hylococc u s hom i n is (n=2)
Staphylococcus sci u ri (n=3)
Staphvlococcus sp. (n=3)

32

Staphylococcus
coaoulase +

Staphylococcus aureus (n=27)
Stap hv lococcu s i nte rm ed i us (n=1 )

28

Streptococcus agalactiae 17

Outros cocos Gram+
Catalase-

Streptococcus equ inus (bovis) (n=4)
Streptococcus dysgalactiae (n=1 )
Stre ptoc occ u s adj ace n s (n=1 )
Streptococcus equ i zooepidemicus (n=11
Streptococc us acido m i n i m us (n=2)
Streptococcus mffis (n=1 )
Streptococcus surb (n=1 )
Streptococcus sangu is (n=1)
Streptococcus sp. (n=2)
Lactococcu s /actls ( n=3)
Ae rococcus viridans h=5\

22

Enterococcus spp.

E nte rococcu s faecal is ( n=1 2)
E nte rococc u s f ae c i u m (n=3)
Enterococcus du rans (n=2)
Enterococcus sp. (n=1)

18

Bacilos Gram+

Arcanob acte ri u m pyog e nes (n=4)
Co ryn ebacte ri u m j e i ke i u m (n=6)
C. gl ucoronolyticu m (n=6)
C. accolens (n=1)
C. striatu m-amycolatu m (g r. F2) (n=2)
Corvnebacteriu m so. h=5\

24

Bacilos Gram-

Pse udo mo nas ae ru g i nosa (n=8)
P asteu re I la m u ltocid a (n=1 )
Escherichia coli(n=2)
Se r rati a m arcesce ns h=21

13

Os princfpios activos estudados estao agrupados, na Tabela 26, segundo a

estrutura qulmica e respectivo modo de ac96o.
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Tabela 26: Agentes antibacterianos utilizados neste estudo
agrupados segundo a sua estrutura quimica e respectivo modo de acgSo

Agentes antibacterianos Modo de ac96o

Antibi6ticos p-lactAmicos
1 - Penicilina (P)
Penicilinas semi-sint6ticas
2 - Ampicilina (AMP)
3 - Cloxacilina (OB)
Cefalosporinas
Grupo ll
4 - Cefalexina (CL)
5 - Cefuroxima CXM)

lnibidores da parede celular

Antibi6ticos Polipeptideos
7 - Bacitracina (B)
8 - Colistina-Sulfato (CT) lnibidores da membrana citoplasmdtica
9 - Polimixina B
Antibi6ticos Aminoglicosideos
10 - Estreptomicina (S)
11 - Gentamicina (CN)
12 - Neomicina
Antibi5ticos Mac16lidos e Lincosamidas lnibidores da s[ntese de proteinas
13 - Lincomicina (MY) .
14 - Oleandomicina
Tetraciclinas (Antibi6ticos)
15 - Oxitetraciclina (OT
Outros Antibi6ticos
16 - Novobiocina (NV)

lnibidores da replicagdo do DNA

Agentes quimioterdpicos
18 - Sulfamidas (S3) lnibidores competitivos
19 - Tri

Diferengas observadas entre o efeito de agentes antimicrobianos com modo de

acAao semelhante, sobre cada grupo de microrganismos analisado, foram

estudadas utilizando o teste de Friedman. A an6lise dos dados foi elaborada

recorrendo ao programa SPSS versao 12.0.

Foram definidos 8 grupos de microrganismos:

1 - Staphylococcus epidermidis (N = 127);

2 - outros SCN (N = 155);

3 - Staphylococcus aureus (N = 28);

4 - Streptococcus agalactiae (N = 17);

5 - outros cocos Gram-positivos catalase negativos (N = 22);

6- Enterococcus spp. (N = 18);

7 - bacilos Gram-positivos (N = 24);

8 - bacilos Gram-negativos (N = 1t).
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3.2.2 Determinaeeo da concentragao inibit6ria minima - m6todo de

diluig6es

O sistema Vitek 2 Compact (bioM6rieux), e respectiva carta para Staphylococcus

spp. (AST-P536, Ret. 22 068), foram utilizados para determinar a concentragdo

inibit6ria mfnima (ClM) de um conjunto de antibi6ticos capaz de inibir o

crescimento de 108 isolados de Staph. epidermidis e 22 de Staph. aureus. No

presente estudo, foram considerados os resultados obtidos face a penicilina,

gentamicina, clindamicina, rifampicina, tetraciclina, oxacilina e a associag6o

su lfam idas/trimetoprim.

O sistema Vitek 2 6 um m6todo automatizado que se baseia na metodologia das

microdiluig6es. Em vez de microplacas, s6o utilizadas caftas de sensibilidade aos

antibi6ticos que sdo uma versdo miniaturizada e abreviada da t6cnica de dupla

diluigdo para determinar a CIM pelo m6todo das microdiluig6es (Vitek 2,2005\.

Para o controlo de qualidade foi utilizada a estirpe de Staphylococcus aureus

ATCC 29213, conforme as indicag6es do Subcommittee on Veterinary

Antimicrobial Susceptibility Testing (NCCLS, 2002).

3.2.3 - ComparagSo do m6todo de difusio com o m6todo de diluig6es

Para cada isolado, foram comparados os resultados das ClMs da penicilina, da

gentamicina e da rifampicina com os respectivos resultados do m6todo de

difusSo. Os resultados das CIMs da oxacilina, clindamicina e tetraciclina, para

cada isolado estudado, foram comparados com os resultados obtidos pelo m6todo

de difusdo para a cloxacilina, lincomicina e oxitetraciclina, respectivamente.

Foram considerados tr6s tipos de discrepAncias (Klement ef al.,2OO5; Nunes ef

al., 2OOGb): minor error, quando o resultado de um dos testes indica uma estirpe

com susceptibilidade interm6dia e o outro indica susceptibilidade ou resist6ncia;

major error, quando o resultado do teste de difusdo 6 resistente, mas o resultado

do teste de diluig6es 6 sensfvel, portanto, um falso resistente no teste de difusdo

e very major error, quando o resultado do teste de difusdo 6 sensfvel, mas o

resultado do teste de diluig6es 6 resistente, um falso sensfvel no teste de difusSo.
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3.3 - RESULTADOS

3.3.1 - Teste de sensibilidade aos antibi6ticos - m6todo de difusio

Todas as esp6cies de SCN avaliadas revelaram elevada susceptibilidade aos

antibi6ticos B-lactAmicos e d bacitracina, que tamb6m actua por inibigdo da

parede celular. Estes microrganismos, evidenciaram tamb6m boa susceptibilidade

aos agentes aminoglicosideos estudados, particularmente a gentamicina e a

neomicina, e d rifampicina.

O perfil de susceptibilidade exibido por cada grupo de SCN estudado aos 19

agentes antimicrobianos avaliados neste trabalho est6 representado nos Gr6ficos

3a8.

Nenhum dos agentes antimicrobianos analisados inibiu in vitro a totalidade dos

isolados de Staphylococcus epidermidis em estudo (Gr6fico 3).
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TrOs dos agentes antimicrobianos revelaram capacidade para inibir rn vitro a
totalidade dos isolados de Staphylococcus xylosus estudados, designadamente

polimixina B, gentamicina e neomicina. (Grdfico 4).

De todas as esp6cies de SCN inclu[das neste trabalho, Staph. xylosus apresentou

menor susceptibilidade a novobiocina, S2"h dos isolados revelaram ser resistentes

e 24"/" exibiram resistOncia interm6dia.
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Grdfico 4: Susceptibilidade de Staphylococcus xylosus (n = Oe)

Relativamente a Staphylococcus hyicus, todos os isolados em estudo exibiram

susceptibilidade a cloxacilina, a cefalexina, a cefuroxima, a bacitracina, a

estreptomicina, a gentamicina e a neomicina (Grafico S).
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Os resultados dos testes de sensibilidade aos antibi6ticos referentes a

Staphylococcus simulans indicaram susceptibilidade de todos os isolados em

andlise a cloxacilina, a cefuroxima, a bacitracina, a polimixina B, a estreptomicina,

a gentamicina, a neomicina e a rifampicina (Grdfico 6).
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Gr6fico 6: Susceptibilidade de Staphylococcus simulans (n = 25)

Apenas 10 isolados de Stap hylococcus chromogenes foram objecto do presente

estudo, por6m, foram 12 os agentes antimicrobianos que revelaram total

eficiancia no seu combate in vitro. Estes foram, al6m das 3 cefalosporinas

testadas, cefalexina, cefuroxima e cefoperazona, cloxacilina, bacitracina,

polimixina B, estreptomicina, gentamicina, neomicina, novobiocina, rifampicina e

trimetoprim (Grdfico 7).
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O grupo designado por "outros SCN" integra sete esp6cies de Staphylococci,

descritas na Tabela 25 e tr6s isolados n6o identificados de Staphylococcus spp..

A totalidade dos isolados foi susceptivel a cloxacitina, a cefalexina, a cefuroxima,

a gentamicina, a neomicina e a rifampicina (Gr6fico g).
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Grdfico 8: Susceptibilidade de outros SCN (n = g2)

O pedil de susceptibilidade aos antibi6ticos de Staphytococcus a.tret)s,

apresentado no Grdfico 9, evidencia sensibilidade de todos os isolados em estudo

a cefoperazona e a gentamicina. Por6m, exceptuando a colistina, a polimixina B e

a lincomicina, os restantes agentes antimicrobianos avaliados neste estudo

revelaram capacidade para inibir mais de B2/o dos isolados.
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Grdfico 9: Susceptibilidade de Staphylococcus aureus (n = Zg)
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Dos 17 antibi6ticos testados face a Streptococcus agalactiae, apenas cefuroxima

e bacitracina foram capazes de inibir a totalidade dos isolados em estudo.

Contudo, nfio se verificou a ocorrOncia de estirpes resistentes a cefoperazona

nemarifampicinaeacloxacilina,acefalexinaeaoleandomicinaforameficazes

face a mais de 88% dos isolados em an6lise (Gr6fico 10).

Grdfico 10: Susceptibilidade de Streptococcus agalactiae (n = 17)

Quanto aos restantes grupos de microrganismos integrados no presente estudo,

nenhum dos agentes antimicrobianos avaliados revelou, in vitro, uma capacidade

para inibir a totalidade dos isolados.

O grupo de microrganismos designado por "outros cocos Gram positivos, catalase

negativos" integra vdrias esp6cies de StreptococcLts, Lactococcus lactis e

Aerococcus viridans (Tabela 25). Face a estas bact6rias, o antibi6tico que

apresentou melhor actividade antibacteriana foi a bacitracina, ao qual 86% dos

isolados em estudo foram sensfveis (Grafico 1 1).
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Gr6fico 11: susceptibilidade de outros cocos Gram + catalase - (n = 22)

De entre os agentes etiol6gicos de mastite estudados, os microrganismos

penencentes ao g6nero Enterococcus revelaram ser, entre as bact6rias Gram-

positivas, as menos susceptfveis, rn vitro, aos antibi6ticos em estudo. Por6m, a

penicilina e a ampicilina revelaram eficecia face a 94o/o dos isolados testados, nao

tendo havido estirpes resistentes a estes antibioticos, nem d oleandomicina. A

gentamicina revelou capacidade para inibir 83% dos isolados que integraram este

ensaio (Gr6fico 12).
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Grdfico 12: Susceptibilidade de Enterococcus spp. (n = 18)
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Relativamente ao conjunto dos bacilos Gram positivos, 88% dos isolados exibiram

sensibilidade a bacitracina e 83"ha cefuroxima, a gentamicina, a neomicina e a

oleandomicina. O n0mero de isolados resistentes a cloxacilina foi menor do que

para aqueles antibi6ticos, embora apenas 79% dos isolados se tenham revelado

senslveis (Gr6fico 1 3).

Grdfico 13: Susceptibilidade de bacilos Gram + (n = 24)

As sulfamidas evidenciaram uma ac96o antibacteriana contra bacilos Gram

negativos capaz de actuar sobre 92% dos isolados em estudo. A gentamicina

apresentou efeito inibidor face a 85% dos isolados, mas apenas um isolado

revelou resist6ncia a este antibi6tico, tal como aconteceu para as sulfamidas

(Gr6fico 14).
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O Teste de Friedman permitiu verificar que as diferengas encontradas entre a
actividade in vitro da penicilina e a da ampicilina ndo foram significativas (P>0,05)

relativamente a todos os oito grupos de microrganismos analisados.

A actividade das tr6s cefalosporinas estudadas e da ctoxacilina tamb6m n6o

apresentou diferengas significativas (P>0,05) quando testadas in vitro face a sete

dos grupos de bact6rias considerados. Por6m, relativamente ao grupo dos bacilos

Gram-negativos, quando comparadas a cloxacilina com a cefoperazona, verificou-

se que as respectivas actividades antimicrobianas apresentam diferenqas

significativas (P<0,01). N5o houve diferengas significativas entre as tr6s

cefalosporinas (P>0,05) e entre a cloxacilina, a cefalexina e a cefuroxima

(P>0,05), para o mesmo grupo de microrganismos.

Os dois antibi6ticos polipeptfdeos inibidores da membrana citopl6smica que

integraram este estudo, colistina e polimixina B, apresentaram diferengas muito

significativas (P<0,001) quanto a sua actividade face a Staphylococcus

epidermidis e outros SCN, tendo tamb6m apresentado diferengas significativas

(P<0,05) relativamente a Staphylococcus aureus. Por6m, quando comparadas as

suas actividades antimicrobianas face aos outros cinco grupos definidos, as

diferengas n6o foram significativas (P>0,05) e, para a totalidade de isolados de

bacilos Gram-negativos, ndo existiram diferengas.

As actividades antimicrobianas apresentadas pelos tr6s antibi6ticos

aminoglicosfdeos, estreptomicina, gentamicina e neomicina, n6o apresentaram

diferengas significativas (P>0,05) relativamente a seis dos oito grupos de

microrganismos considerados. Contudo, face a Enterococcus e a bacilos Gram-

negativos, a actividade da estreptomicina apresenta diferengas significativas

(P<0,05) relativamente d actividade da gentamicina.

Quando comparadas as actividades antibacterianas dos dois antibioticos com

modo de acgSo semelhante, lincomicina e oleandomicina, estas ndo

apresentaram diferengas significativas (P>0,05) contra Staph. epidermidis, Staph.

aureus, Strep. agalactiae, outros cocos Gram-positivos catalase negativos e

bacilos Gram-negativos. No entanto, face a todos os outros SCN e a bacilos
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Gram-positivos, a diferenga foi significativa (P<0,001) e, relativamente a

Ente rococcu s, a d iferenga foi extremamente sign if icativa (P<0, 0005).

Os dois agentes quimioter6picos inibidores competitivos avaliados neste trabalho

sulfamidas e trimetoprim, revelaram diferengas significativas quando comparadas

as suas capacidades antimicrobianas face a Staph. epidermidis (P<0,001) e a

bacilos Gram-negativos (P<0,05). Mas quando comparadas estas actividades

relativamente a outros SCN e a Staphylococcus aureLts, estas diferengas ndo

foram significativas (P>0,05).

3.3.2 DeterminagSo da concentragio inibit5ria minima m6todo de

diluig6es

Os valores da CIM para todos os princfpios activos testados face d estirpe de

refer6ncia Staphylococcus aureus ATCC 29213 encontraram-se dentro dos

valores esperados.

A concentragdo minima de penicilina necessdria para inibir 50% dos isolados de

Staph. epidermidis (ClMso) foi 0,25 pg/ml e a CIM para 90% dos isolados (ClMgo)

foi maior ou igual a 0,5 pg/ml. Na Tabela 27 s6o apresentados as ClMs de

penicilina, de oxacilina, de gentamicina, de clindamicina, de tetraciclina, de

rifampicina, e da associagdo de sulfamidas com trimetoprim para os isolados de

Staph. epidermidis e para os de Staph. aureus inclufdos neste ensaio.

Os valores encontrados para a ClM56 e para a ClMgo de oxacilina situaram-se

dentro dos limites da sensibilidade tanto para os isolados de Staph. epidermidis,

como para os de Staph. aureus. Por6m, foram detectados tr6s isolados de Staph.

epidermidis e um de Staph. aureus resistentes a este antibiotico.

Todos os isolados inclufdos neste ensaio revelaram, atrav6s deste m6todo, ser

sensiveisdgentamicina,irifampicinaedassociagdosulfamidas/trimetoprim.
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Tabela 27=valores de clM para staph. epidermidis e staph. aureus
ConcentragSo inibit6ria mfnima de penicilina, oxacilina, gentamicina, clindamicina, tetraciclina,

rifampicina, e sulfamidas + trimetoprim

Agentes Limites de clM (ug/mL) staphvloclf:1;;f idermidis staphvtococcus aureus
(N=22)

antimicrobianos 

-S I R

Penicilina G
Oxacilina *

Gentamicina *

Clindamicina
Tetraciclina
Rifampicina
Sulfamidas +
Trimetoprim

< 0,12
< 2 (S. aur.)
< 0,25(SCN)

<A

< 0,5 112

<4 I
s1 2

<438

> 0,25
> 4 (S. aur.)
> 0,5 (scN)

>8
>4
>16
>t

> 4n6

0,25 >0,5 s0,03a>0,5 0,06 0,12 <0,03a>0,'t2
s 0,25 0,5 s o,25 a> 4

< 0,25 < O,25 s 0,25 a> 4
< 0,5 < 0,5 < 0,5 (100%) s 0,5

< 0,25 s 0,25 s 0,2s (100%) < 0,25

2 >16 <1a>16 s1
< 0,s < 0,5 s 0,5 (100%) < 0,5

s 0,5/9,5 s 0,5/9,5 (100%) 0,s/9.5

s 0,5 < 0,5 (100%)

< 0,25 < 0,25 a 1

<1 <1a>16
s 0,5 s 0,5 (100%)

s 0,5/9,5
< 0.5/9.5 (100%)

S - sens[vel; l- interm6dio; R - resistente
. cLSl, 2006

3.3.3 - Comparagao do m6todo de difusSo com o m6todo de diluigSes

Os resultados obtidos para cada isolado, utilizando o m6todo de difusSo, foram

comparados com os respectivos resultados obtidos atrav6s do m6todo de

diluig6es e foi determinado o nfvel de concordAncia entre os dois m6todos, para

cada antibi6tico relativamente ds duas esp6cies, Staph. epidermidis e Staph.

aureus.

Para o estudo da penicilina, foram consideradas 98 isolados de Staph.

epidermidis e a correlagdo entre a CIM e o diAmetro do halo de inibiqSo estd

representada no gr6fico de dispersdo (Gr6fico 15). Destes isolados,5 (5,1%)

apresentaram discrepAncia do tipo major error e 10 (1 0,2'/") de very major error. A

concordAncia entre os dois m6todos foi de 84,70/" (Tabela 28).
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s<0,12 R>0,25
70
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40

0 0,1 0,2 0,3 o,4 0,5 0,6

CIM (micrograma/ml)

Gr6fico 15: Correlaqao entre a CIM e TSA de penicilina para Staph. epidermidis

Os resultados das ClMs de oxacilina para os isolados que integraram este ensaio

foram comparados com os resultados obtidos pelo teste de difusSo relativos i
cloxacilina. No Grdfico 16 apresenta-se a correlagao encontrada para 101

isolados de Staph. epidermidis. Os niveis de concordAncia entre os m6todos para

os antibi6ticos estudados, relativos a esta esp6cie, estSo discriminados na

Tabela 28.

s>16
R<10

012345
CIM - oxacilina (micrograma/mL)

Gr6fico 16: Correlagdo entre a CIM de oxacilina e TSA de cloxacilina para Staph.
epidermidis
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As an6lises de susceptibilidade de 103 isolados de Staph. epidermidis a

gentamicina apresentaram um nfvel de concordAncia entre os dois m6todos de

99%. Apenas um isolado revelou discrepAncia do lipo major error (Gr6fico 17 e

Tabela 28)

s<4 R>8
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25
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0

0,2 0,3 0,4
CIM (micrograma/mL)

Grdfico 17: Correlagdo entre a CIM e TSA de gentamicina para Staph.
epidermidis

Foram comparados os resultados das ClMs de clindamicina com os diAmetros

dos halos de inibigdo de crescimento bacteriano obtidos para a lincomicina em

103 isolados de Staph. epidermidis (Grdfico 18). A concordAncia entre os dois

m6todos 6 de 65% (Tabela 28).
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Gr6fico 18: Correlagao entre a CIM de clindamicina e TSA de lincomicina para
Staph. epidermidis

A comparagao dos resultados das ClMs de tetraciclina para 104 isolados de

Staph. epidermidis, com os resultados da susceptibilidade dos mesmos isolados d

oxitetraciclina pelo m6todo de difusdo, revelou 93,3"/" de concordAncia entre os

dois m6todos (Tabela 28). Esta correlagdo estd representada no Gr6fico 19.

s<4 R>16

05101520
CIM - tetraciclina (micrograma/mL)

Gr6fico 19: CorrelagSo entre a CIM de tetraciclina e TSA de oxitetraciclina para
Staph. epidermidis
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Relativamente a rifampicina, a concordAncia entre os dois m6todos de estudo de

sensibilidade aos antibi6ticos, em 86 isolados de Sfaph. epidermidis, foi de 97,7"/"

(Tabela 28). Na representagdo gr6fica da correlagSo entre os resultados obtidos,

6 posslvel verificar as discrepAncias observadas (Grdfico 20).

s<1R>4

S>
R<

Major error (N)
Very major error(N)
ConcordAncia (%)

521451
10 3 - - 1

E
E

o
(o

!

o
E
o
o
E

((U

i5

l0
t6

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

CIM (micrograma/mL)

Grdfico 20: Correlagdo entre a CIM e TSA de rifampicina para Staph. epidermidis

Tabela 28: Comparagdo entre os dois m6todos de antibiograma para Staph.
epidermidis

(DiscrepAncias e nivel de concordAncia)

Antibi6tico
P OB/OX CN MY/CM OT/TE RD

84,7 95 99 65 93,3 97,7

Quanto aos isolados de Staph. aureus, a concordAncia entre os dois m6todos foi

de 100% para a gentamicina, para a rifampicina e para as tetraciclinas. Para a
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penicilina o nfvel de concordAncia foi de 81,8o/o, visto que 4 isolados (18,2"/o)

apresentaram uma discrepdncia do lipo major error. A comparagdo entre os

resultados das GlMs de oxacilina com os resultados da inibigdo em gel provocada

por cloxacilina revelou uma concordAncia de 95,5"/" (Tabela 29).

Tabela 29: Comparagdo entre os dois m6todos de antibiograma para Staph.
aureus

(DiscrepAncias e nivel de concordAncia)

Antibi6tico

Minor eror (N) _ 15
Majorerror(N) 4 - - 1

Very major error(N) - 1

ConcordAncia (%) 81 ,8 95,5 100 27,3 100 100

O teste de sensibilidade is sulfamidas foi feito separadamente do teste para o

trimetoprim, quando utilizado m6todo de difus6o. Para a pesquisa das ClMs pelo

m6todo de diluig6es, estes dois agentes quimioterdpicos foram testados em

associagdo. A totalidade das 88 isolados de Sfaph. epidermidis foram sensiveis d

associagdo de princfpios activos. Quando testados isoladamente, apenas dois

isolados revelaram ser resistentes a ambos, tendo os restantes exibido

sensibilidade a um ou os dois agentes quimioter6picos (Grafico 21).
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Grdfico 21: Comparagao entre a CIM de sulfamidas+trimetoprim e TSA de
sulfamidas e de trimetoprim para Staph. epidermidis
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3.4 . DISCUSSAO

Os agentes antimicrobianos sao largamente utilizados para o controlo de

mastites. Para minimizar a pressao de selecaSo sobre estirpes resistentes a estes

medicamentos e proteger a saride priblica e a sarlde animal, 6 imperioso que se

cumpram as normas para uso prudente de antibi6ticos. Entre os principios

b6sicos para uma escolha e utilizagSo prudente dos antibi6ticos, preconizados por

muitos organismos, entre os quais a Federagdo de Veterindrios da Europa (FVE,

2OOS), destaca-se a importAncia de conhecer a sensibilidade dos microrganismos

aos agentes antimicrobianos. De acordo com este documento, os antibi6ticos s6

dever6o ser utilizados quando se sabe ou se suspeita que o agente infeccioso a

combater 6 susceptlvel ir terapia. Assim, sempre que possivel, a susceptibilidade

do agente etiol6gico deve ser verificada previamente ao inicio da terap6utica.

Visto que, frequentemente, isso n6o 6 possivel, 6 importante monitorizar a

susceptibilidade dos agentes patog6nicos ao longo do tempo, com a finalidade de

fornecer informagSo para a escolha do agente antimicrobiano em situag6es de

necessidade de r6pida interuengdo que ndo possibilitem a elaborag6o pr6via de

antibiograma. Estes estudos permitem indicar o antibiotico de primeira escolha,

nessas situag6es e, tamb6m, qual o antibi6tico que deverd ser escolhido em

situag6es em que o agente antimicrobiano de primeira escolha n6o resolve o

problema, "antibi6tico de segunda escolha" (Bexiga et a\.,2003).

No presente trabalho, avali6mos a susceptibilidade de 404 agentes etiol6gicos de

mastite ovina a um conjunto de principios activos que integram a constituigdo de

medicamentos de aplicagdo intramam6ria comercializados em Portugal. Foram

testados os principios activos presentes nos medicamentos e n5o apenas

representantes das v6rias classes de antibi6ticos. Segundo Constable e Morin

(2OOg), a utilizagdo de antibi6ticos especlficos que s6o representativos da sua

classe nos testes de sensibilidade, em vez dos que efectivamente constam das

preparaq6es medicamentosas, pode conduzir a resultados err6neos.

O m6todo de difusdo em agar ou m6todo de Kirby-Bauer foi utilizado neste

estudo. Este m6todo foi escolhido por permitir um estudo mais abrangente,
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relativamente ao m6todo das diluig6es, tanto em termos de isolados em andlise
como em termos de agentes antimicrobianos avaliados. O m6todo de difusdo 6
considerado pelo Subcommittee on Veterinary Antimicrobial Susceptibility Testing
do NCCLS (NCCLS, 2002) como fornecendo resuttados de confianga,
correlacionados com as concentrag6es inibitorias mfnimas e com o
comportamento das estirpes entre esp6cies clinicamente susceptiveis e

resistentes.

Para complementar este estudo, uma colecado de 10g isolados de
Staphylococcus epidermidis e 22 de Staphylococcus aureus foi anatisada peto

m6todo de diluig6es e os resultados obtidos para alguns antibi6ticos foram
comparados com os resultados do m6todo de difusdo.

Sempre que possivel, a interpretagSo dos resultados dos antibiogramas foi

realizada com recurso ds tabelas recomendadas para bact6rias isoladas a partir
de amostras clfnicas de animais (NCCLS, 2002). Por6m, alguns dos antibi6ticos

avaliados neste trabalho n6o constam da referida tabela, tendo, nesse caso sido
utilizadas tabelas indicadas para estirpes de origem humana (Difco, lglg;
NCCLS, 1994). Este procedimento segue o principio utilizado para a elaborag6o
do documento NCCLS (2002), o qual, relativamente a alguns antibi6ticos, tamb6m
utiliza os padr6es de sensibilidade de bact6rias isoladas de humanos para

interpretagSo de resultados de bact6rias de origem veterin6ria.

Relativamente d ac96o antimicrobiana dos principios activos estudados, v6rios

antibi6ticos revelaram uma ac96o antibacteriana in vitro bastante eficaz paru

Staphylococci, tendo-se verificado que mais de 90% dos isolados de todas as

esp6cies avaliadas (n=3t 0) foram sensfveis a cloxacilina, a cefalexina, a
cefuroxima, a bacitracina, a gentamicina, a neomicina e a rifampicina.

Estes resultados poderdo contribuir para uma selecgso mais fundamentada do

agente antimicrobiano a utilizar para o controlo profil6ctico de mastites em

ovelhas, tal como os antibi6ticos de primeira e segunda escolha para a terapia de

mastite. Bexiga e colaboradores (2003) referem a necessidade de conhecer o
antibi6tico que deverd ser escolhido em situag6es em que o agente

antimicrobiano de primeira escolha n6o resolve o problema.
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Para profilaxia e para utilizag6o terap6utica de primeira escolha serd importante a

utilizagSo de um agente antimicrobiano ou uma combinagdo de dois principios

activos que inibam a maioria, ndo sendo possfvel a totalidade, de agentes

patog6nicos identificados como causadores de mastite em ovinos. Por6m, a

utilizagdo de determinadas mol6culas mais recentemente desenvolvidas como

agentes antimicrobianos n6o deve ser vulgarizada nem abusiva, devendo apenas

servir como recurso para situag6es complicadas, evitando-se assim a pressdo de

selecgSo sobre estirpes resistentes a estes princlpios activos. Assim, as

cefalosporinas e a rifampicina n5o dever6o ser utilizadas como antibi6tico de

primeira escolha, podendo ent6o ser reservadas como antibi6ticos de segunda

escolha.

Alguns autores, numa perspectiva concordante com o uso prudente de

antibi6ticos, recomendam a penicilina como primeira escolha para mastites

provocadas por Streptococci e Staphylococcl susceptfveis ir penicilina (Pyordld,

2OO2). No entanto, os resultados obtidos neste trabalho revelaram uma

percentagem elevada de isolados resistentes a penicilina. Estes resultados

sugerem a bacitracina ou a cloxacilina como tratamento antimicrobiano de

primeira escolha para a terapia de mastite ovina e para utilizagSo profildctica.

A bacitracina 6 muito t6xica. Apesar de n6o ser absorvida pela mucosa da

glAndula mam6ria intacta, poder6 atingir os tecidos internos, quando o epit6lio

est6 danificado.

A cloxacilina 6 uma penicilina semi-sint6tica que, apesar de ser largamente

utilizada para o tratamento e profilaxia de mastites em bovinos, revelou uma

acgSo antibacteriana bastante eficaz face ds esp6cies de estafilococos isoladas a

partir do Ieite mastitico de ovelhas. Este agente antibacteriano inibiu 93% dos

isolados de Staphylococcus aureus em estudo e 99o/o dos de SCN. A sua efic6cia

relativamente aos outros grupos de microrganismos estudados foi de 88o/o,77o/o a

7g"/o tace, respectivamente, a Streptococcus agalactiae, a "outros cocos Gram-

positivos catalase-negativos" e a "bacilos Gram-positivos", n6o tendo exibido

resultados satisfat6rios face a Enterococcus e "bacilos Gram-negativos".
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O antibi6tico que se mostrou mais adequado para o controlo dos dois grupos de

bact6rias, Enterococci e "bacilos Gram-negativos", foi a gentamicina, cuja acgdo

antibacteriana foi eticaz para 83/" dos isolados de Enterococcie 85% dos de

bacilos Gram-negativos. Este antibiotico revelou, anteriormente, a sua eficdcia

face a bacilos Gram-negativos isolados a partir do leite de ovelhas com mastite
(Winter e Baumgartner, 1998) e a v6rias esp6cies de Corynebacteria tamb6m de

origem mam6ria de ovelhas (Fern6ndez et al.,2OO1).

A gentamicina 6 um antibi6tico do grupo dos aminoglicosideos. Estes agentes

antibacterianos sdo principalmente utilizados para bact6rias Gram-negativas,

contra as quais t6m um efeito bactericida muito riipido. O seu efeito contra

organismos Gram-positivos 6 bacteriost6tico (Stratton, 1996). Por6m, a

gentamicina tem um efeito negativo sobre a capacidade fagocit6ria dos

polimodonucleares neutr6filos mamdrios in vitro (Nickerson et a1.,1985; Pappe ef
al., 1991). Al6m disso, a gentamicina, tal como outros aminoglicosideos, tem um

tempo de acumulagSo de resfduos prolongado no leite e na carne (Oliveira et al.,

2000; NCCLS, 2002) e so deverd ser utilizada para o controlo de mastites se

depois forem rigorosamente cumpridos os intervalos de seguranga indicados.

A utilizagdo da cloxacilina em associagdo com um antibi6tico aminoglicosfdeo

poderd beneficiar a eficiOncia antibacteriana e reduzir a pressAo de selecgdo

sobre estirpes resistentes. A associagdo de antibioticos pertencentes a estes dois

grupos resulta numa maior eficiOncia uma vez que o antibi6tico B-lactdmico, ao

actuar sobre a parede celular, beneficia a absorgdo do aminoglicosideo

(Eliopoulos e Moellering, 1996). Os mesmos autores referem associag6es de

fdrmacos B-lactAmicos com aminoglicosideos que revelaram um efeito sin6rgico rn

vitro tace a diversos g6neros de bact6rias, entre as quais se destacam bons

resultados obtidos para Enterococci.

Estes resultados in vitro sugerem que a associagdo cloxacilina e gentamicina

induzirA uma acgdo antimicrobiana capaz de cobrir uma grande variedade de

agentes etiologicos de mastite ovina, Por6m, como a gentamicina interfere

negativamente sobre as defesas celulares mamdrias, poderd ser considerada a

associagdo da cloxacilina com a neomicina. Apesar de a farmacodinAmica da

neomicina sobre Enterococcus spp. e sobre bacilos Gram-negativos n6o ser t6o
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elicaz como a da gentamicina, a neomicina nao prejudica a fagocitose (Pappe ef

a/., 1991).

A cefuroxima, uma cefalosporina do grupo ll (Livermore e Williams, 1996), pode

ser escolhida como antibi6tico de segunda escolha. Os antibi6ticos pertencentes

a este grupo s6o activos contra enterobact6rias, mas menos eficientes para

bact6rias Gram-positivas do que as cefalosporinas do grupo l. No entanto, os

isolados de estafilococos e de Sfreptococcus agalactiae avaliados no presente

trabalho manifestaram pafticular susceptibilidade a este antibi6tico. Outros

autores referem percentagens superiores a 95% de isolados de Staphylococcus

aureus sensiveis (Bouchot et a1.,1985; Wiedemann e Grimm, 1996). A efic6cia da

cefuroxima face aos grupos de "outros cocos Gram-positivos catalase-negativos"

e "bacilos Gram-positivos" foi, respectivamente, de 73"/" e 83o/o, no entanto,

apenas 50% dos isolados de enterococos e 23"/" de "bacilos Gram-negativos"

manifestaram susceptibilidade a este antibi6tico. No que respeita d possivel

press6o de selecgso que estes antibi6ticos podem exercer sobre estirpes

produtoras de B-lactamases, um estudo recente indica que ap6s 15 anos de

utilizagdo de cefalosporinas em medicina veterin6ria, ndo h6 evid6ncias de

redugdo de susceptibilidade bacteriana em agentes etiol6gicos de mastites

bovinas (Wallmann, 2006).

As preparag6es medicamentosas de aplicagdo intramam6ria que existem no

mercado nacional s6o concebidas para bovinos. Segundo Buswel! (1989), a

utilizagdo de um destes produtos, em ovelhas lactantes, apesar de ser bem

tolerado pela glAndula mam6ria, obriga a um interualo de seguranga

aproximadamente tr6s vezes superior ao preconizado para as vacas. Este

aspecto n6o deve ser negligenciado, no caso da sua utilizagSo terap6utica,

quando o leite est6 a ser utilizado para o fabrico de queijos, para ndo prejudicar o

processo queijeiro nem a saride do consumidor.

Vdrios autores citam resultados bastante positivos no controlo de mastites em

ovinos, com o tratamento de secagem (Hueston et a1.,1989; Ahmad et a1.,1992b

e Tietze et al., 1993). Ahmad e colaboradores (1992b) referem que o efeito se faz

sentir principalmente nos casos de mastites causadas por Staphylococci

coagulase negativos. Esta prdtica parece n6o comprometer, no que respeita i
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presenQa de reslduos antibi6ticos, a qualidade do leite produzido na lactag6o

seguinte (Lohuis et al., 1gg5).

Considerando as repercuss6es negativas que a utilizagdo de leite mastftico de

ovino pode ter em Saride Priblica e nos processos tecnologicos, al6m dos

prejuizos econ6micos que dar adv6m, o tratamento de secagem poder6 constituir

uma pr6tica bastante ben6fica no maneio de ovinos leiteiros, desde que sejam

utilizados medicamentos com principios activos eficientes para os microrganismos

responsdveis.

Neste trabalho, foram estudados 404 isolados de agentes etiologicos de mastite

ovina. No que respeita d susceptibilidade das bact6rias analisadas, dos 27

isofados de Staphylococcus aureus, apenas 4 (14%) se revelaram resistentes d
penicilina. Este valor 6 inferior a todos os grupos de Staphytococci coagulase

negativos incluidos neste estudo, os quais exibiram perfis de resist6ncia d

penicilina com percentagens entre 16"h e 57,5o/o. Estudos de resist6ncia d

penicilina em estirpes provenientes de amostras de leite de ovelhas com mastite

revelaram valores entre 0,8/" (Mork et a1.,2005) e 127o dos isolados (Gutierrez et
al., 1990). Por6m, 6 mais frequente encontrar refer6ncias a valores bem mais

elevados, quando se fala de resist6ncia de Staph. aureus d penicilina de origem

mamdria em bovinos, 35% a 66,7o/o (Bexiga et a1.,2005a; Bolzoni et a1.,2005;

Haveri et al., 2005b; Sol ef al., 2o0s; Srinivasan et al.,2oo5), apesar de terem

sido je referidos valores de 6,70/o de isolados resistentes com a mesma

proveniGncia (Bengtsson et al., 2005). A percentagem de estirpes, de origem

humana, resistentes a este antibi6tico 6 da ordem dos 80% (Todar, 2ooz).

Al6m da baixa resist6ncia d penicilina apresentada, podemos verificar que todos

os isolados de Staph. aureus em estudo foram bastante sensiveis d maioria dos

antibi6ticos avaliados. Os resultados deste trabalho sugerem que as estirpes de

Staph. aureus associadas a mastite ovina s6o mais susceptlveis a agentes

terap6uticos do que outras estirpes associadas a patologias humanas ou animais,

incluindo mastites bovinas (Todar, 2OO2; Bexiga et a1.,2005a; Bolzoni et a1.,2005;

Srinivasan et al., 2005; Sol ef al., 2005). Estes resultados estSo de acordo com os

resultados de Gutierrez e colaboradores (1990), Uma explicagdo possfvel para

esta circunstAncia 6 o facto de muito frequentemente a mastite provocada por

164



Antimicrobianos - DiscussSo

Staph. aureus em ovelhas conduzir d morte do animal ou ao seu refugo. Desta

forma, s6o eventualmente eliminadas dos efectivos animais as estirpes mais

resistentes d teraPGutica.

De uma maneira geral, as estirpes de SCN revelaram um perfil de resist6ncia

mais elevado do que as estirpes de Staph. aureus. Este aspecto tem-se verificado

tamb6m em estirpes de SCN isoladas a paftir de infecAdo intramamdria em

bovinos (Sampimon et a1.,2005b; Kaspar, 2006).

De entre as esp6cies de Staphylococci estudadas, os isolados de Staph.

epidermidis apresentaram menor susceptibilidade aos agentes antimicrobianos

avaliados, o que poderd contribuir para facilitar a perman6ncia deste

microrganismo como agente etiol6gico de mastite nos efectivos ovinos.

Os isolados de Staph. xylosus revelaram um padrSo de resist6ncia apreci6vel

face d novobiocina, contrariamente ds restantes esp6cies de SCN, comprovando

outros resultados apresentados na bibliografia (Devriese, 1979; Gutierrez et al.,

lgg9). A resist6ncia das bact6rias a agentes antimicrobianos 6 considerado um

factor de virulQncia. Alguns autores distinguem dois grupos de SCN com base na

sua susceptibilidade d novobiocina: estirpes senslveis, Staph. epidermidis, Staph.

haemotyticus, staph. simulans, staph. hyicus, staph. chromogenes e estirpes

resistente s, Staph. xylosus, Staph. sciuri, Staph. cohnii, Staph. lentus (Devriese,

197g; Gutierrez et a1.,1990), a que atribuem diferentes efeitos sobre a resposta

inflamat6ria da glAndula mam6ria. As estirpes senslveis d novobiocina (NSCNS)

sdo imputados aumentos da CCS mais elevados nas MSC em ovelhas do que ds

estirpes resistentes d novobiocina (NRCNS) (Gonzalo et a1.,2002).

Os microrganismos pertencentes ao g6nero Streptococcus manifestaram uma

elevada taxa de resistQncia aos antibi6ticos aminoglicosldeos. Este aspecto teria

j6 sido referido relativamente a Streptococci de origem mam6ria em ovinos

(Winter e Baumgartner, 1998).

De salientar, tamb6ffi, 6 o facto de os isolados de Streptococcus agalactiae

revelarem menor susceptibilidade ir penicilina, do que o descrito em isolados de

outros palses (Erskine et al., 2OO2). No presente estudo, 47o/o dos isolados ndo

manifestaram susceptibilidade ir penicilina. Contrariamente, as estirpes incluidas

165



Antimicrobianos - DiscussSo

neste estudo revelaram 247o de isolados resistentes ds tetraciclinas, valor
bastante inferior aos 50% de estirpes resistentes referidas noutro estudo (Kaspar,

2006).

De todos os grupos de microrganismos avaliados, as esp6cies de Enterococci
exibiram menor susceptibilidade ao conjunto de agentes antimicrobianos

estudados. Microrganismos pertencentes a este g6nero, isolados a partir do leite

de vacas com mastite sdo, frequentemente, mais resistentes aos agentes
antibacterianos do que Streptococci (Rossitto ef at.,2OO2). Este aspecto torna-se
mais relevante devido ao facto de ser frequente a transfer6ncia de genes de
resist6ncia de esp6cies de enterococos para outros microrganismos (Noble et al.,

1996). A transferOncia de genes de resist6ncia para antibi6ticos pode ocorrer no

organismo do consumidor (Lester et al., 2OO5), levando ao aparecimento de

estirpes de bact6rias resistentes com importdncia em sa0de pfblica.

O grupo dos bacilos Gram-negativos integra os agentes etiologicos de mastite
ovina mais resistentes aos agentes antibacterianos abrangidos por este estudo.
lsto deve-se, naturalmente, ao facto de mais de metade dos isolados incluidos
neste grupo peftencerem d esp6cie Pseudomonas aeruginosa, bact6ria esta que

6 muito resistente d maioria dos antibi6ticos.

O teste de Friedman permitiu verificar que os dois antibi6ticos polipeptideos

inibidores da membrana citopl6smica, colistina e polimixina B, ndo t6m

actividades antimicrobianas in vitro semelhantes entre si, quando aplicados a
Staphylococcus epidermidis, a Staphytococcus aureus e aos agentes patog6nicos

incluidos no grupo "outros SCN'. Nos laborat6rios de andlises clfnicas, 6 prdtica

corrente utilizar um antibi6tico representante de uma classe de antibi6ticos e
extrapolar os resultados de susceptibilidade obtidos para os outros f6rmacos da

mesma classe. Os resultados do presente trabalho indicaram, para os isolados

em estudo, que a extrapolagdo de resultados da colistina para deduzir a

actividade antimicrobiana da polimixina B, ou vice versa, ndo 6 correcta. O facto

de os resultados extrapolados poderem, muitas vezes, ndo corresponder d real

susceptibilidade dos agentes patog6nicos em estudo foi jd referido (Constable e

Morin,2003).
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Dentro do grupo dos antibi6ticos aminoglicosideos, a actividade da estreptomicina

apresenta diferengas significativas (P<0,05) relativamente a actividade da

gentamicina face a Enterococcus e a bacilos Gram-negativos. Estas diferengas

s6o possivelmente devidas a diferentes susceptibilidades a enzimas capazes de

inactivar aminoglicos[deos, facto que caracleriza os diferentes membros deste

grupo (NCCLS, 2002).

Determinados enzimas responsdveis pela resist6ncia aos antibi6ticos macr6lidos,

podem tamb6m provocar resist6ncia a antibi6ticos do grupo das lincosamidas

(Roberts et al., 1999; Luthje e Schwartz, 2006). No presente trabalho, quando

comparadas as actividades antibacterianas do macr6lido oleandomicina com a

lincomicina, verific6mos que ndo apresentam diferengas significativas (P>0,05)

contra Staph. epidermidis, Staph. aureus, Strep. agalactiae, outros cocos Gram-

positivos catalase negativos e bacilos Gram-negativos, tendo apenas apresentado

diferengas face a outros SCN, a bacilos Gram-positivos e a Enterococcus.

Quando comparadas as capacidades antimicrobianas in vitro das sulfamidas e do

trimetoprim, revelaram diferengas significativas face a Staphylococcus epidermidis

(P<O,OO1) e a bacilos Gram-negativos (P<0,05). Com efeito, estes dois agentes

quimioter6picos ndo t6m o mesmo mecanismo de acado, visto que interferem em

dois passos sequenciais no metabolismo do folato. Por6m, n6o apresentaram

diferengas significativas (P>0,05) para os restantes SCN e para as estirpes de

Staphylococcus au re u s.

Este trabalho incluiu a an6lise de susceptibilidade aos antibi6ticos, com o m6todo

de diluig6es, de 108 isolados de Staph. epidermidis e 22 de Staph. aureus. Esle

m6todo 6 mais rigoroso do que o m6todo de difusdo e permite determinar a

concentragSo inibit6ria minima para cada estirpe. A t6cnica das microdiluig6es 6

extremamente morosa e a utilizag6o do sistema Vitek 2 tem proporcionado

resultados fi6veis com muito menor consumo de tempo (Ling et a1.,2001; Ltgozzi

et al., 2OO2). A disponibilizagdo de informagSo relativa a susceptibilidade

antibi6tica de agentes patog6nicos 6 de todo o interesse para monitorizar a

dinflmica dos padr6es de susceptibilidade, prevenir a press6o de selecaSo para

estirpes resistentes, protegendo a saride animal e a sa0de pfiblica. No que
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respeita a agentes etiol6gicos de mastite em ovelhas, este conhecimento sera,

tamb6m, muito titil para proporcionar uma profilaxia e tratamento eficazes.

Foram detectados tr6s isolados de Staph. epidermidis e um de Staph. aureus

resistentes d oxacilina. A resist6ncia a este antibi6tico indica a possibilidade de a
bact6ria produzir a protefna PBP 2a (peniciltin-binding protein 2a), expressa pelo

gene mecA, que confere resist6ncia aos antibi6ticos B-lactAmicos resistentes ds

B-lactamases. As estirpes de bact6rias resistentes s6o designadas por resistentes

d meticilina, por uma razSo hist6rica, apesar de a meticilina jd n6o ser utilizada
para o teste de sensibilidade. Assim, a designagdo methiciltin resistant

Staphylococcus aureus (MRSA) refere-se a Staph. aureus resistentes aos B-

lactAmicos resistentes ds penicilinases.

Com o conhecimento da possibilidade de transfer6ncia de genes de resist6ncia a
antibi6ticos entre microrganismos e a evid6ncia de que a presenga desses genes

em estirpes de agentes patog6nicos com importAncia veterindria pode constituir

um risco para a saride priblica, nos riltimos anos, tem-se pesquisado a presenga

de MRSA associados a animais de companhia e a animais de interesse pecu6rio

(Weese, 2004; Pfeiffer et a1.,2005). A pesquisa de resist6ncia d meticilina em

esp6cies de SCN adquiriu maior interesse depois de provada a possibilidade de

transfer6ncia horizontal do gene mecA entre diferentes esp6cies de Staphytococci

(Archer et al., 1994). Num estudo que incidiu sobre Staphytococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis isolados a partir do leite de vacas com mastite

subcfinica, ndo foram detectadas estirpes de MRSA, no entanto,2g"/o (9 em 31)

dos isolados de Staph. epidermidis apresentaram resistOncia d oxacilina e a
presenga do gene mecA foi evidenciada (Nunes et al.,20O6a).

O m6todo utilizado para a detecgdo da resist6ncia d oxacilina foi o sistema Vitek
2. Este sistema mostrou ser muito fidvel para a detecgso fenotipica da resist6ncia

d meticilina em SCN, com valores de sensibilidade entre g1o/o a gl,S"/o, tendo

apresentado 98,7"/" de especificidade, quando comparado com a pesquisa do

gene mecA (Horstkotte et al., 2002; ATsa ef al., 2004). A concordAncia entre os

resultados obtidos para Staphylococcus epidermidis toi particularmente elevada

(Horstkotte et al., 2002).
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euanto d correlagSo dos resultados obtidos nos dois m6todos de testes de

sensibilidade aos antibi6ticos, verificou-se que a concordAncia foi elevada para a

gentamicina (100% para Staph. aureus e 99% para Staph. epidermtdts) e para a

rifampicina (100% para staph. aureus e 97,7o/o para staph. epidermidtq. Em

ambos os casos foi utilizado o mesmo antibi6tico nos dois testes. Al6m disso, n6o

se verificou a existQncia de estirpes de Staph. epidermidis resistentes, quando

aplicado o m6todo de diluig6es, tendo sido detectadas, pelo m6todo de difus6o,

apenas um isolado resistente ir gentamicina e dois n6o susceptiveis d rifampicina.

A concordAncia encontrada para a susceptibilidade d gentamicina de estirpes de

Staph. aureus e Staph. epidermidis causadores de mastite subclfnica em bovinos

foi de, respectivamente, 84,6o/o e 79,3"/" (Nunes et a1.,2006b). Por6m, o mesmo

estudo revelou uma concordAncia de apenas 46,4o/o para isolados de Streptococci

com a mesma origem.

euando comparados os resultados dos dois testes respeitantes d penicilina, a

concordAncia foi de 84,7o/o para Sfaph. epidermidis e 81,8"/" para Staph. aureus.

Nunes e colaboradores (2OOOb), para estirpes de origem bovina, referem

percentagens de concordAncia de 93,1o/o para os isolados de Staph. epidermidis e

de 1OO% para Staph. aureus. No entanto, relativamente irs estirpes de

Streptococcique integraram o estudo referido, a concordAncia foi de 33,9"/"

As discrepAncias do tipo very major error indicam resultados falsos senslveis pelo

m6todo de difusao. Relativamente d penicilina, estas foram encontradas apenas

para os isolados de Staph. epidermidis e poderdo dever-se a erros na t6cnica

utilizada, designadamente ao uso de suspensSo bacteriana com densidade

inferior d indicada. As discrepAncias do lipo maior error referem-se a falsos

resistentes pelo m6todo de difus6o, tendo sido encontradas em ambas as

esp6cies estudadas. A eventual utilizagdo de discos de antibi6tico alterados e

com actividade diminuida poder6 ser a causa destas discrepAncias'

Efectivamente, os discos de penicilina degradam-se rapidamente ap6s a abedura

da embalagem.

Neste trabalho, foram comparados os resultados do teste de sensibilidade it

cloxacilina, pelo m6todo de difusSo, com os resultados da susceptibilidade d

oxacilina pelo m6todo de diluig6es. A concordAncia foi de 95% para Staph.
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epidermidis e de 95,5o/o pdto, Staph. aureus. As discrepAncias do tipo very major
error ocorreram para tr6s isolados de Staph. epidermidis e um de Staph. auregs,
poftanto estirpes que revelaram sensibilidade d cloxacilina, foram resistentes d

oxacilina. Estes resultados confirmam a indicagdo para utilizagao de discos de

oxacilina e n6o de cloxacilina para testes de difusdo (cLSl, 2006).

A comparagdo de susceptibilidade dos microrganismos estudados a
oxitetraciclina, obtida pelo m6todo de difus6o, com a determinagao das ClMs de
tetraciclina para os mesmos microrganismos indicou 1OO% de concord6ncia para

Staph. aureus e 93,3% para Staph. epidermidis. O nlvel de concordAncia 6

elevado, considerando a grande variabilidade na susceptibilidade apresentada
pelos isolados em estudo. A ocorr6ncia de major error relativamente a cinco
isolados de Staph. epidermidis poderd dever-se a utilizagdo de discos de
antibiotico alterados.

Verificou-se elevada discrepAncia, quando comparados os resultados obtidos
para a lincomicina, pelo m6todo de difus6o, com os resultados da susceptibilidade

d clindamicina. Os resultados por n6s obtidos sugerem que a utilizagdo de

clindamicina como indicador para a susceptibilidade bacteriana d lincomicina ndo

6 aconselh6vel, apesar de ser preconizada por CLSI (2006). A utilizag6o de

antibi6ticos representativos de classe pode, efectivamente, dar indicaq6es erradas

sobre a terapia a seguir (Constable e Morin, 2oog). Al6m disso, sabe-se que a
lincomicina 6 menos activa do que a clindamicina face a algumas estirpes de

Staphylococci (NCCLS, 2002).

Relativamente ds sulfamidas e trimetoprim, verificou-se que a totalidade dos

isolados de Staph. epidermidis toi sensfvel d associagdo destes dois agentes
quimioterdpicos, apesar de dois dos isolados terem revelado resist6ncia a ambos

os principios activos, quando testados separadamente. lsto possivelmente deve-

se d acgdo sin6rgica das sulfamidas e do trimetoprim.

os resultados do presente trabatho, interpretados a fuz do estado do

conhecimento, sugerem a associaqdo medicamentosa de cloxacilina com

neomicina como antibi6tico de primeira escotha, a utitizar para profilaxia ou

tratamento de mastite ovina. Para segunda escolha, serd indicada a cefuroxima.
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No entanto, n5o deverA ser negligenciada a necessidade de lazer an6lises

bacteriol6gicas, bem como os respectivos testes de sensibilidade aos antibi6ticos,

devendo uma amostra de leite para analisar, ser sempre colhida antes do inicio

do tratamento.

O m6todo de difus6o como teste de sensibilidade aos antibi6ticos 6 amplamente

utilizado, visto ser menos dispendioso e permitir obter resultados em menos

tempo do que o m6todo das diluig6es. Os resultados deste estudo sugerem que a

sua utilizagdo pode fornecer indicag6es sobre a terapOutica a utilizar, com uma

fiabilidade bastante aceit6ve! para Staph. aureus e Staph. epidermidis. E, por6m,

indispens6vel que seja efectuado rigorosamente de acordo com as indicag6es de

CLS! (2OOO), tendo especial ateng6o d densidade bacteriana do in6culo e ds

condig6es de manutengdo dos discos de antibi6tico. Os resultados indicam que a

utilizagSo da oxacilina para indicar sobre a susceptibilidade d cloxacilina e a

utilizagSo da tetraciclina como indicador da oxitetraciclina sdo fi6veis. Contudo, os

resultados da susceptibilidade d clindamicina n6o deverdo ser extrapolados para

a lincomicina.

E importante desenvolver estudos que contribuam para o conhecimento da real

susceptibilidade dos agentes etiol6gicos de mastite. Para uma monitorizagSo

adequada dos padr6es de susceptibilidade, 6 mais indicada a utilizagdo do

m6todo de diluig6es para detecgdo das ClMs dos antibi6ticos face aos diversos

microrganismos.
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4 PESOUISA DE FACTORES DE VIRULENCIA EM Staphylococcus

epidermidis

4.1 - TNTRODUQAO

Os resultados do rastreio de mastites em ovelhas, previamente efectuado,

indicam que Sfaphylococcus epidermidis 6 o agente etiol6gico mais prevalente

nos efectivos estudados, tanto nos casos de mastite subclinica, como nos casos

de mastite clinica. Este microrganismo 6 frequentemente citado como o principal

causador de MSC (De La Cruz et a1.,1994; Hofer et a1.,1995; Ziluaga et a1.,1998;

Bergonier et al., 1999; Las Heras et al., 1999a; 1999c; Pengov, 2001,

Ariznabarreta ef al., 2OO2), tendo sido tamb6m referido como principal causador

de MC em ovinos (Hofer et a\.,1995).

A expressdo de factores de virul6ncia 6 fundamental para que esta bact6ria tenha

capacidade para invadir e se estabelecer na glAndula mam6ria formando um foco

de infecgdo.

A capacidade de produzir zoogleia tem sido considerada o principal factor de

virul6ncia de Staph. epidermidis. A produgdo desta matriz exopolissacaridica, que

juntamente com as pr6prias bact6rias constitui um biofilme, aumenta

consideravelmente a aptid6o para colonizar materiais inertes utilizados na

constituig6o de pr6teses e outros implantes, justificando a alta incid6ncia de

infec96es secund6rias A sua implantagdo, causadas por este agente patog6nico

(Petrelli et al., 2006).

No que respeita d patologia da glAndula mam 6ria, a produgdo de biofilme pelos

agentes etiol6gicos tem sido referida como responsdvel por antibiorresist6ncia e

por provocar mastites persistentes (Fontaine e Smith, 2006). Relativamente d

capacidade para se estabelecer na glAndula mam6ria, qualquer microrganismo

ter6 melhores possibilidades de produzir uma infecqSo, se conseguir aderir para

colonizar o epit6lio mam6rio contrariando, assim, o efeito de arraste exercido pelo

fluxo de leite. Os resultados obtidos em alguns estudos indicam que a capacidade

de certas estirpes de Staph. aureus para produzir biofilme lhes confere vantagem
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para aderir ds c6lulas do hospedeiro. Aguilar e colaboradores (2001) verificaram

que a adesdo de Staph. aureus a c6lulas do epit6lio mamerio de ovino in vrtro

aumenta significativamente se for mediada por exopolissacarideo, ndo sendo

intervenientes neste processo proteinas da membrana celutar eucari6tica. A
inoculagdo intramam6ria, em ovelhas, de estirpes de Staph. aureus com

capacidade para produzir zoogleia, revelou que estes microrganismos possuem

uma capacidade para colonizar significativamente maior do que estirpes ndo

produtoras de exopolissacarldeo (Baselg a et al., l ggg).

Por outro lado, alguns estudos sugerem que a presenga de matriz

exopolissacaridica pode prejudicar a adesSo bacteriana a c6lulas eucari6ticas por

mascarar mol6culas de adesSo na superficie da bact6ria, impedindo a sua ligagdo

aos respectivos componentes da matriz extracelular. Estirpes de Staph.

epidermidis. provenientes de infecg6es secunddrias ao implante de cat6teres em

humanos, foram utilizadas num ensaio de adesSo a fibrinog6nio e a fibronectina,

tendo-se verificado que estirpes mutantes, n6o produtoras de biofilme,

apresentaram uma aptidSo para aderir aquelas protefnas significativamente

superior aos isolados, produtores de biofilme, dos quais as primeiras foram

obtidas (Baldassarri et al., 1997). ldenticamente, a estirpe capsulada de Staph.

aureus Newman (NCTC 8178) manifesta uma capacidade de adesSo a c6lulas

endoteliais em cultura significativamente menor do que uma estirpe mutante sem

compet6ncia para produzir polissacarideo capsular (Pohlmann-Dietze et al.,

2000).

A proteina associada ao biofilme (Bap) promove a acumulagSo de zoogleia.

Cucarella e colaboradores (2002) compararam o comportamento de outra estirpe

de refer6ncia de Staph. aureus com informagSo gen6tica para a produgSo da Bap

com uma estirpe delectada do gene bap, que tem maior capacidade de adesSo ao

fibrinog6nio e A fibronectina, Os autores verificaram que a estirpe que ndo tem

aptiddo para produzir esta proteina tem maior capacidade para aderir a c6lulas do

tecido conjuntivo da glAndula mam6ria e tem maior capacidade para invadir

c6lulas epiteliais em cultura. Por6m, a capacidade de adesSo a estas c6lulas n6o

apresenta diferengas apreci6veis entre a estirpe original e a mutante. Ap6s

inoculagdo experimental das mesmas estirpes na glAndula mam6ria de ovino,
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constatou-se que a estirpe ndo produtora de Bap tem maior capacidade para

colonizar na fase inicial. O mesmo grupo de trabalho, num ensaio realizado com

estirpes de Staph. aureus isoladas de casos de mastite bovina, observaram que

os microrganismos possuidores do gene bap, ndo obstante revelarem menor

capacidade para colonizar a glAndula mamdria ovina numa fase inicial, t6m

melhor aptiddo para persistir neste local (Cucarella et al., 2OO4). Neste estudo

confirma-se que a capacidade para produzir a protelna Bap n6o intedere com a

adesdo a culturas de c6lulas epiteliais.

Estirpes bovinas de Staph. epidermidis, causadoras de mastite, t6m sido referidas

como produtoras de zoogleia (Watts et a1.,1990; Saa e Kruze,1995)' No entanto,

ndo foram encontrados registos sobre a relagdo entre a produgSo de biofilme e a

compet6ncia para aderir e para invadir c6lulas do epit6lio mam6rio.

A produg6o de zoogleia, por bact6rias que causam infecgdo intramam6ria,

possivelmente influencia a magnitude da descarga de c6lulas som6ticas visto que,

em vacas com mastite causada por Staph. aureus, se verificou que estirpes que

ndo possuem os genes responsdveis pela formagdo de biofilme induziram

descargas celulares superiores a estirpes com informagdo gen6tica para produzir

zoogleia (Cucarella et a\.,2004\.

A frequente produgSo de superantig6nios por agentes etiol6gicos de mastite

(H6jek e Mar56lek, 1973; H6jek, 1978; Otero et al., 1987; Bautista et al., 1988;

Orden et al., 1992a; 1992b; 1992c; Fitzgerald et a1.,2000; Zschock el a1.,2000;

Akineden et al., 2OO1; Kuroishi et a1.,2003; Suk-kyung et al., 2OO4; De Santis ef

al., 2OO5a; Silva et a1.,2005; Zecconi et a1.,2006) tem suscitado a hip6tese de

estas exotoxinas terem um papel determinante na patologia da mastite (Ebling ef

al.,2OO1; Kuroishi et a1.,2003).

No presente trabalho, isolados de Sfaph. epidermrdtb, provenientes de leite de

ovelhas com mastite, foram analisados quanto i sua capacidade para produzir

biofilme in vitro, utilizando dois m6todos laboratoriais. Posteriormente, com o

objectivo de pesquisar a influOncia da produg6o de biofilme sobre a capacidade

das bact6rias para aderir e invadir c6lulas do epit6lio mamdrio de ruminante,
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foram incubadas, em co-cultura, estirpes produtoras e estirpes ndo produtoras de

biofilme com uma linha de c6lulas epiteliais de glandula mam6ria.

Para avaliar a influ6ncia da produgdo de zoogleia por Staph. epidermidis sobre a
inflamagdo da glAndula mamdria, investigdmos se em ovelhas com mastite

causada por este agente patog6nico, a descarga celular, estimada pelo teste
californiano de mastites, difere consoante a estirpe respons6vel expressa ou n6o

capacidade para produzir zoogleia.

Com a finalidade de investigar a ocorr6ncia de estirpes de Sfap h. epidermidis
produtoras de enterotoxinas e TSST envolvidas na mastite ovina e a sua eventual

relevAncia sobre o processo inflamat6rio na glAndula mam6ria, foram analisados
v6rios isolados provenientes de animais que apresentaram diferentes graus de

inflamagdo, conforme a respectiva reacgdo ao TCM.
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4.2- MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Avaliag6o da capacidade para produgeo de biofilme em

Sta p hy I oc occ u s e p i derm i d i s

A capacidade para produzir biofilme em Staphylococcus epidermidis foi avaliada

em 1Og isolados provenientes de glAndulas mam6rias de ovelhas, que

apresentavam diferentes graus de inflamag6o, conforme sintomatologia

apresentada e resultados do teste californiano de mastite (Tabela lX, Anexo I).

A totalidade dos isolados foi submetida a dois m6todos para deteca6o da

produgdo de biofilme. Um m6todo qualitativo, no qual a detecgSo se baseia na

expressSo fenotipica das caracteristicas das col6nias produzidas em agar

vermelho do Congo (CRA) (Freeman et al., 1989), e um mStodo quantitativo que

permite quantificar o biofilme produzido em fungdo da densidade 6ptica, ap6s

cultura em meio liquido contido em microplacas de 96 pogos (adaptado de

Cucarella et al., 2OO2).

M6todo qualitativo

Cada isolado foi inoculado em brain heart infusion broth (BHIB) (Oxoid, CM225) e

incubado a37oC, durante cerca de 18 horas, em atmosfera normal. A partir destas

culturas, foram inoculadas, por estria, placas de CRA (Anexo ll). A incubagdo

destas placas compreendeu um periodo de 24 horas, a 37oC, em atmosfera

normal, seguido de um perfodo de 24 horas, d temperatura ambiente, em

atmosfera normal. Apos a incubagdo, foi efectuado o registo do fen6tipo

obseruado: as col6nias pretas foram consideradas produtoras de biofilme e as

vermelhas como ndo produtoras. Como controlo positivo foi utilizada a estirpe

Staph. epidermidisATcO 35984 (RP 62A), produtora de biofilme e, como controlo

negativo a estirpe de Staph. epidermidis ATCC 12228, que ndo possui o operSo

para a produgdo de biofilme.
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M6todo quantitativo

Este ensaio foi realizado seguindo um delineamento em blocos casualisados,

utilizando como bloco o dia da determinagdo (Dia 1 , Dia 2, Dia 3).

Para a avaliagdo quantitativa da produgdo de biofilme foi seguido o m6todo

descrito por Christensen et al. (1985) modificado por Cucarella ef at. (2002\, com
ligeiras alterag6es. Cada isolado de Staph. epidermidis em estudo foi inocutado

em tryptone soya broth (TSB) (Oxoid, CM129) e incubado durante cerca de 18

horas, a 37"C, em atmosfera normal. Estas culturas foram entSo dilufdas a 1:40

em TSB. Volumes de 200 pl de cada amostra dilufda foram distribuidos, em

triplicado, em pogos de fundo plano de microplacas de 96 pogos. Como controtos,

foram utilizadas as estirpes Staph. epidermidis ATCC 35984 (RP 62A), controlo

positivo, e Staph. epidermidis ATCC 12228, controlo negativo, processados de

igual forma. Al6m destes, um outro controlo negativo foi constitufdo por TSB ndo

inoculado, igualmente em triplicado. Ap6s incubagdo a 37oC, em atmosfera

normal, durante 18 horas, os pogos foram esvaziados e lavados 3 vezes com

200 pl de tampdo fosfato salino pH 7 (PBS) (Anexo l!). As placas foram secas na

estufa a 60oC, em posigio inveftida, durante t hora. O biofilme produzido foi

corado com 200 pl de cristal violeta a 0,25"/o em 6gua destilada, durante 1 minuto,

findo o qual o corante foi retirado e as placas tavadas 3 vezes com Sgua corrente

e secas na estufa a37oC, durante cerca de 2 horas.

A densidade 6ptica foi lida a 565 nm num leitor de placas ELISA (Bio-Rad, modelo

680). Para cada isolado, o valor do resultado foi calculado subtraindo A m6dia das

leituras 6pticas dos tr6s pogos respectivos, o valor da m6dia das leituras 6pticas

obtidas nos tr6s pogos referentes A estirpe utilizada como controlo negativo na

mesma microplaca, conforme a seguinte f6rmula:

Resultado = I DO1, DO2, DO3 .- I CN1
3

cN2 cN3

Em que:

Do1 , Do2, Do3 - densidade 6ptica da amostra no pogo 1,2 e 3, respectivamente

CN1, CN2 e CN3 - densidade 6ptica do controlo negativo no pogo 1,2 e 3, respectivamente

Este ensaio foi feito em triplicado, em tr6s dias distintos.
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Tratamento estatistico

O efeito da expressdo fenotipica das col6nias em CRA, na produgdo de biofilme

em microplaca, foi estudada por andlise de variAncia, utilizando o Proc GLM

(SAS, 1991) e o seguinte modelo:

Yi,t= F * C[1* Fi+ tiir, em que

Y;;16 a produgdo de biofilme

p6am6diageral

oi6 o efeito do expressio fenotipica (vermelho ou preto) i

p;6 o efeito do bloco (dia da determinagdo) j

ei;r 6 o erro

As diferengas de produgSo de zoogleia entre as classes do TCM foram analisadas

por anelise de variAncia utilizando o Proc GLM (SAS, 1991) e o seguinte modelo:

YU = Ir f CX4* Q;, €ITl QU€l

Y;i 6 a produg6o de zoogleia

p6am6diageral

gi6 o efeito da classificag6o no teste californiano de mastites (A, B, C, MC, V) i

e;;6 o erro

4.2.2- Ensaios de adesdo e de invasio de c6lulas do epit6lio mam6rio

Os isolados de Staph. epidermidis utilizados nos ensaios foram escolhidos de

acordo com a sua capacidade para produzir biofilme. Assim, foram seleccionados

sete isolados que expressaram aptidSo para produzir biofilme (200 E, 232 D,

239 D3,256 E,280 D, 287De287 E) ecinco n6o produtores (192 D,256 D,280

E2, gO4 D e 320 E). Como controlos, foram utilizadas as estirpes de refer6ncia

Staph. epidermidis ATCC 35984 (RP 62A), produtora de biofilme e estirpe de

Staph. epidermidisATcc 12228, que ndo produz matriz exopolissacaridica.

Todos os isolados foram inoculados em placas de agar sangue e incubadas

durante cerca de 18 horas, a37"C, em atmosfera normal. A partir destas culturas,

para cada isolado a testar, foi preparada uma suspensSo de bact6rias em meio de

cultura de c6lulas (Anexo ll) sem antibi6tico com cerca de 1 X 106 c6lulas/mL.

Estas suspens6es foram preparadas ap6s leitura 6ptica e com o recurso a uma
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recta de regressSo previamente elaborada que correlaciona a densidade 6ptica

com a quantidade de unidades formadoras de col6nia (UFC), conforme o m6todo

padronizado (U.S. FDA, 2001) de contagem de col6nias em ptate count agar
(PCA) (Oxoid, CM325).

O n[mero de microrganismos vidveis por mililitro (lc), de cada suspensdo, foi

determinado com exactidSo utilizando o mesmo m6todo de contagem (Tabela Xl,

Anexo l).

Cultura de c6lulas

Neste trabalho, foi utilizada uma linha celular BME constitulda por c6lutas

epiteliais secretoras de gldndula mamdria de bovino, gentilmente cedida pelo

Professor C. Buvernich. As c6lulas foram cultivadas num meio de cultura indicado,

conforme se descreve em anexo (Anexo ll).

Para os ensaios, foram preparadas placas de cultura de c6lulas de 24 pogos

(Nunc, 122475) com 2X 10s c6lulas por placa. As culturas foram incubadas a

37"C em atmosfera com 5"/" de COz em ar, durante seis dias, at6 se obter uma

monocamada confluente de c6lulas.

Ensaio de adesSo

Depois de retirado o meio de cultura contendo antibi6ticos, de todos os pogos nas

placas com culturas celulares a utilizar no ensaio, as c6lulas foram lavadas tr6s

vezes com PBS, com per[odos de incubagSo de 10 minutos, a 37"C, em

atmosfera com 5% de COz, entre cada lavagem. As c6lulas foram inoculadas, em

triplicado, com 1 mL de cada suspensdo de bact6rias. Em cada duas placas foram

inoculadas c6lulas, tamb6m em triplicado, com o controlo positivo e com o

controlo negativo, ficando em cada placa tr6s pogos n6o inoculados apenas com

PBS. Duas placas sem c6lulas foram inoculadas segundo o mesmo esquema,

para verificar a adesSo das bact6rias ao polistireno da placa, constituindo o
ensaio de adesSo d placa.

As placas com co-culturas, c6lulas e bact6rias, e as placas apenas com cultura de

bact5rias foram incubadas a 37oC, em 5% de COz durante 35 minutos. Passado

este tempo, as suspens6es foram retiradas e as c6lulas, e poqos das placas sem
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c6lulas, foram lavados tr6s vezes com PBS. Foram inoculados, em cada pogo,

250 pl de Tripsina-EDTA O,1o/o I 0,04"/" (lnvitrogen, 25300-054), para destacar as

c6lulas e as bact6rias das paredes dos pogos e as placas foram novamente

incubadas durante 15 minutos. Com a finalidade de rupturar as membranas

citoplasm6ticas das c6lulas e para submeter as bact6rias das placas sem c6lulas

a um tratamento idGntico ao aplicado is aderentes a c6lulas, foram aplicados

250 pl de 0,1"/o de Triton-X (Sigma, T-8532), em cada Poqo, e as placas foram

mais uma vez incubadas durante 10 minutos.

Procedeu-se d contagem das bact6rias aderentes d placa e do total de bact6rias

aderentes e internalizadas pelas c6lulas BME. As misturas de lisado e suspensSo

foram cuidadosamente misturadas com a micropipeta e diluidas em PBS. Um mL

da diluigdo 10-2 foi inoculado por incorporagdo, em duplicado, em PCA. As placas

foram incubadas a 37oC, em atmosfera normal durante 48 horas. O n0mero de

UFC foi determinado de acordo com o m6todo padronizado para contagem de

microrganismos vidveis (U.S. FDA, 2001).

O nrimero de bact6rias aderentes a c6lulas BME (Tabela Xl, Anexo I) foi calculado

da seguinte forma:

Foi inicialmente determinada a percentagem das bact6rias inoculadas que

aderemdplaca-Pp

Pp=PX100/lp

Em que:

P - no de bact6rias aderentes d placa no ensaio de adesSo ao material da placa

lp - n" de bact6rias no in6culo utilizado no ensaio de adesSo d placa

Para determinar o n0mero de bact6rias aderentes a c6lulas, foi determinada a

6rea total do pogo ocupada pelo in6culo (Atot"r), sabendo que o diAmetro do pogo

6 igual a 1,5 cm e que o in6culo corresponde a 1 cmt. Apenas a 6rea da base do

pogo (As""") ser6 ocupada pelas c6lulas, de forma que as bact6rias podem aderir

ir placa na Srea ocupada pela suspensdo (Aanura), referente d altura do pogo.

Alotat = 8,395 cm2

Abase = 7,065 cm2

Aaltura = 1,33 cm2
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O numero de bact6rias na suspensao inoculada no poqo com cultura de c6lulas

(lc) que deveria aderir d placa se nao houvesse c6lulas - Bp ser6

Bp=PpXlc

O n0mero de bact6rias que adere d placa por cm2 - B ser6

B = BP / Atot"r = Bp 18,395

O nfmero de bact6rias inoculadas no pogo com cultura celular que adere A parte

do pogo que ndo tem c6lulas, a altura do pogo (Aartu,.a) - Ba ser6

Ba=BXAarura=BX1,33

O nrimero de bact6rias que realmente adere ds c6lulas (C), no fundo do pogo,

serd igual ao n(mero de bact6rias contadas no ensaio de adesdo a c6lulas (Bt)

menos o nfmero de bact6rias que aderiram ir parte do pogo que ndo tem c6lulas

(Ba) adicionado do nrimero de bact6rias que foram internalizadas pelas c6lulas (l),

conforme os resultados do ensaio de invasdo

C=Bt-(Ba+l)

A percentagem de bact6rias contidas na suspensdo inoculada que adere a c6lulas

- Cp ser6

cp=cX1oo/lc

Ensaio de invasSo

Foram preparadas co-culturas de c6lulas BME e bact6rias, conforme as utilizadas

no ensaio de adesSo. Ap6s 35 minutos de incubagdo, nas condig5es descritas, as

c6lulas foram lavadas tr6s vezes com PBS. Depois, foi adicionado a cada pogo

1 mL de solugdo de lisostafina (Sigma, L-7386) em meio de cultura de c6lulas

(5 pg/mL) e as placas foram incubadas 2 horas, a 37oC em atmosfera de 5"/" de

COz, colTl o objectivo de lisar as bact6rias aderentes ds c6lulas.
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Depois da incubagSo, as c6lulas foram lavadas tr6s vezes com PBS. Para

verificar a eficdcia da lisostafina na inactivagdo das bact6rias aderentes, o PBS

utilizado na riltima lavagem de cada pogo foi inoculado, por incorporaqao, em PCA

e incubado a 37oC, em atmosfera norma!, durante 48 horas para posterior

contagem de colonias.

As c6lulas foram, entdo, tratadas com 250 pl de Tripsina-EDTA (0,1"h I o,O4o/o) e

as placas foram incubadas durante 15 minutos. Por fim, foi adicionado a cada

pogo 250 pl de 0,1o/o de Triton-X e as placas foram mais uma vez incubadas

durante 10 minutos.

As misturas de lisado e suspensdo foram inoculadas em PCA e incubadas a 37"C,

em atmosfera normal durante 48 horas. A contagem de colonias resultantes,

correspondente ao numero de bact6rias (n0mero de UFC) que foram

internalizadas pelas c6lulas BME, foi determinado de acordo com o m6todo

padronizado para contagem de microrganismos vidveis (u.s. FDA, 2oo1).

RelagSo entre o grau de inflamag6o, produgSo de biofilme e capacidade de

adesSo

Para verificar se a capacidade para aderir a c6tulas do epit6lio mam6rio in vitro

difere entre as estirpes produtoras e n6o produtoras de biofilme e a sua relagao

com a intensidade da reacgdo inflamat6ria produzida na gldndula mam6ria,

medida atrav6s do TCM, os dados foram estudados por andlise de variAncia

utilizando o Proc GLM do programa SAS (SAS, 1gg1) e o seguinte modelo:

Yiir. = U + B;+ TCM;+ (B;. TCMI) + e11

Sendo:

Y - a proporgSo de adesSo a c6lulas do epit6lio mam6rio in vitro da estirpe

produtora de biofilme B; Que provocou uma intensidade de reacqSo inflamat6ria

TCMj

p - a m6dia

Bi- o efeito da produgdo de biofilme Bi

TCMj- o efeito da intensidade da reacgdo inflamat6ria TCM;

Bi . TCMj - o efeito da interacgso entre a produg6o de biofilme ; e a intensidade da

reacgSo inflamatoria;

e;;1 - O OIIO
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O efeitos da interacgSo entre a produqao de biofilme e a intensidade da reacaSo

inflamatoria ndo foi significativo tendo sido retirado do modelo de an6lise,

mantendo-se apenas os efeitos principais.

4.2.4 - Pesquisa de superantig6nios

Foram testados 27 isolados de Staphylococcus epidermidis origin6rios de

amostras de leite provenientes de ovelhas com mastite clinica ou mastite

subclinica com diferentes descargas de c6lulas som6ticas (reaca6es ao TCM, V,

1+, 2+ e 3+). Foram executados testes para detecgdo de enterotoxinas

estafiloc6cicas, enterotoxina estafiloc6cica A (SEA), enterotoxina estafiloc6cica B

(SEB), enterotoxina estafiloc6cica C (SEC) e enterotoxina estafiloc6cica D (SED)

e tamb6m para detecgdo de toxina respons6vel pelo s(ndrome do choque t6xico

(rssr).

Para detecgdo de enterotoxinas SEA, SEB, SEC e SED, foi utilizado o m6todo

.SET-RPLA" (Oxoid, TD900) e, para detec96o de toxina TSST, foi usado o

m6todo "Oxoid toxin detection, TST" (Oxoid, TD 940). O m6todo aplicado baseia-

se numa reacgso de aglutinagdo passiva reversa em latex (reversed passive latex

aggtutination test), na qual sdo utilizadas particulas de latex revestidas com lgG

de coelho especificas para cada toxina a detectar, que aglutinam na presenqa da

respectiva toxina.

Cada isolado de Staph. epidermidis toi inoculado em BHIB (Oxoid, CM225) e

incubado a 37"C, durante 18 a 24 horas, em atmosfera normal. Estas culturas

foram filtradas atrav6s de membrana com porosidade 0,2 pm, com baixa adesdo

de proteinas (Acrodisc 4192, Gelman), e os filtrados obtidos foram utilizados na

prova.

Foi utilizado um controlo negativo, fornecido com os testes, que corresponde a

uma suspensdo de partfculas de latex revestidas com imunoglobulinas de coelho

ndo especificas para as respectivas toxinas, uffi controlo positivo para cada

toxina, tamb6m fornecidos com os respectivos testes, que correspondem a

solug6es das toxinas purificadas. AI6m destes, foram tamb6m utilizados como
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controlos positivos, filtrados obtidos da mesma forma que as amostras em prova,

de culturas de Stap hylococcus aureus produtores de toxinas, designadamente a

estirpe COL, produtora de SEB, a estirpe Fri 472, produtora de SED e a estirpe

Fri 913, produtora de TSST, SEA e SEC, gentilmente cedidas pela Professora

Herm[nia de Lencastre.
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4,3 _ RESULTADOS

4.3.1 AvaliagSo da capacidade para produgao de biofilme em

Staphyl ococcu s epi derm i d i s

Os resultados do m6todo qualitativo foram interpretados com base na cor das

colonias obtidas apos incubagdo das culturas em agar vermelho do Congo

(Fig.2). As col6nias vermelhas correspondem a estirpes n6o produtoras de

biofilme e as colonias pretas sdo originadas por bact6rias que produzem este

exopolissacarfdeo.

Figura 2: Placas com cultura em agar vermelho do Congo
'1 - estirpe de Staph. epidermidis ATCC 12228, ndo produtora de biofilme; 2 - estirpe de Staph.
epidermidis ATCC 35984 (RP 624), produtora de biofilme; 3 - estirpe em estudo produtora de

biofilme
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As microplacas resultantes do teste quantitativo (Fig. 3) foram analisadas num

leitor de placas de ELISA, cujos resultados de densidade 6ptica sdo apresentados

na Tabela Vlll (Anexo l).

Figura 3: Microplaca com teste quantitativo

Linha H, colunas 4, 5 e 6 - estirpe de Staph. epidermidis ATCC 35984 (RP 62A), produtora de
biofilme; colunas 7, 8 e 9 - estirpe de Staph. epidermidis ATCC 12228, n5o produtora de biofilme;

colunas 10, 11 e 12 - meio TSB n5o inoculado

Dos 109 isolados de Sfaphylococcus epidermidis testados, apenas 8 revelaram

capacidade para produzir biofilme, de acordo com o teste qualitativo.

Os valores obtidos como resultados do teste quantitativo, correspondentes a

estirpes positivas no teste qualitativo que produzem col6nias pretas, foram

sempre superiores a zero. Os isolados que produzem co!6nias vermelhas s6

raramente (12 em 303 resultados) originaram valores superiores a zero, quando

analisados segundo o m6todo qualitativo (Tabela lX, Anexo I e Grillico 22).
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Gr6fico 22: Teste quantitativo e respectivo fen6tipo em CRA

Os resultados dos dois m6todos utilizados para avaliageo da produgSo de biofilme

em relagdo com os resultados do TCM/MC esteo representados na Tabela 30 e

Tabela !X (Anexo !).

Tabela 30: Relagdo entre resultados do TCM e produgSo de biofilme

!ntensidade da inflamagio
TCM/MC

ProdugSo de biofilme

No de isoladosTeste
Qualitativo

Teste
Quantitativo

MC V s0 6

P >0 0

3+ V <0 34

P >0 2

2+
V

<0 31

>0 2

P >0 4

1+ V <0 21

P >0 1

V
V <0 7

P >0 1

V-coloniavermelha; P-Col6niapreta; S0-resultadoinferiorouigual azercempelomenos2
dos 3 dias; > 0 - resultado maior que zero em pelo menos 2 dos 3 dias (Tabela Vlll, Anexo l)
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O efeito da expressdo fenotlpica das col6nias em CRA na produgdo de biofilme,

quando analisado pelo teste das microplacas, foi altamente significativo

(P<0,001). As variag6es ocorridas nos diferentes dias n6o foram significativas

(Tabela 31).

Tabela 31: M6dias de quadrados mfnimos para a produgSo de biofilme pelas
colonias de diferente expressSo fenotfpica

P= Probabilidade de significAncia do valor de F da an6lise de varidncia
VP = ExpressSo fenotipica
Dia = Bloco
*: P<0.05, **: P<0.01 ***: P<0.001 , NS: ndo significativo.
DPR: Desvio padrdo residual.

As diferengas de produgdo de zoogleia entre as classes do TCM/MC ndo

apresentaram diferengas significativas (P>0,05) (Tabela 32).

Tabela 32: M6dias de quadrados minimos para a produgdo de zoogleia pelas
diferentes classes de TCM

0.017
P= Probabilidade de significdncia do valor de F da an6lise de varidncia
*: P<0.05, **: P<0.01 ***: P<0.001 , NS: ndo significativo.
DPR: Desvio padrio residual.
ResultadosdoTCM-A-1+; B-2+;C-3+; MC-mastiteclinica;V-vestigialoususpeito

Vermelhas Pretas
P

(vP)

P

(Dia) DPR

N 295 24

Produq6o biofilme
(unidade) 1.648 -0.148 NS 0.373

= 0.620

A B c MC V P DPR

N 64 108 107 17 23

ProdugSo
zoogleia
(unidade)

-0.027 0.038 -0.067 -0.197 o.171 NS 0.601
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4.9.2- Ensaios de adesSo e de invasSo de c6lulas do epit6lio mam6rio

A capacidade de adesSo a c6lulas mamSrias, in vitro, dos isolados produtores de

biofilme (2OO E, 292 D, 239 D3, 256 E, 280 D, 287 D e 287 E) e dos ndo

produtores (192 D, 256 D, 280 E2, 3O4 D e 320 E) apresenta-se na Tabela 33.

Este resultado 6 dado pelo nfimero de c6lulas bacterianas que aderiu a

monocamada de c6lulas BME, sob a forma logarltmica, e correspondente

percentagem de bact6rias, contidas na suspensSo inoculada, que representa.

Para cada isolado, apresenta-se igualmente o grau de inflamagSo, revelado pelo

TCM, exibido pela glAndula mamdria de onde foi recolhido.

Tabela 33: AdesSo de sfaph. epidermidis a epit6lio mamdrio

lsolados de Staph. epidermidis produtores e nio produtores de biofilme, respectivos resultados de
produgdo de biofilme, adesSo e TCM

lsolado
Biofilme Ades6o

TCMTeste
oualitativo

Teste
ouantitativo

Logro
UFC/mL %

200 E + >0 4,0 1,10 2+

232D + >0 3,7 1,23 2+

239 D3 + >0 3,4 0,72 V

256 E + >0 3,6 0,22 3+

280 D + >0 3.9 1,13 2+

287 D + >0 3,0 0,18 3+

287 E + >0 3.6 0,48 2+

Cont + + >0 3.7 0,38

192D <0 3.7 0,38 3+

256 D <0 3,9 0,50 2+

280 E2 <0 4.2 1,08 2+

304 D <0 3,2 0,05 3+

320 E <0 3.2 0,57 1+

Cont - <0 3,5 o,23

Cont + - controlo positivo; Cont - - Controlo negativo

O nrlmero de bact6rias que aderiu a c6lulas do epit6lio mamArio em cultura variou

entre 3,0 e 4,2 Logto por 7,065 cm2 de monocamada celular (Grdfico 23 A). A

percentagem de bact6rias aderentes foi entre 0,05 e 1,23"/" das c6lulas

191



-JF
5 5,0

II
=o 4,o

5oJ 3,0
o

r(Eao 2.Oo
1,0

Factores de virul6ncia - Resultados

bacterianas contidas no in6culo (Grdfico 23 B). O numero de bact6rias aderentes

dos isolados produtores de biofilme variou entre 3,0 e 4,0 Logro, apresentando

percentagens de adesdo compreendidas entre 0,18 e 1,23o/o. Relativamente aos

isolados n6o produtores, o nfmero de bact6rias que aderiu d camada celular

variou entre 3,2 e 4,2Log1s, cujas percentagens se situam entre 0,05 e 1,og"/o.

A

Cont + - controlo positivo; Cont - - controlo negativo

Gr6fico 23: Ades6o de Sfaphylococcus epidermidis a c6lulas epiteliais mam6rias
(BME)
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Os isolados em estudo revelaram uma capacidade de invadir c6lulas mam6rias, rn

vitro, muilo reduzida. A percentagem de bact6rias que foi internalizada, pelas

c6lulas mamdrias em co-cultura, ndo excedeu os 0,06% do total inoculado. Para a

maioria dos isolados a percentagem de invasSo foi nula ou quase nula (Tabela Xl,

Anexo l).

4.3.3 Relagdo entre o grau de inflamagSo, produgSo de biofilme e
capacidade de adesio

A relagSo entre a intensidade da inflamagSo produzida na gldndula mam6ria

ovina, pelos diferentes isolados de Staph. epidermidis, e a respectiva capacidade

para aderir a c6lulas do epit6lio mam6rio in vitro estd representada no Grdfico 24.

{I
bS

2,50

2,OO

't,50

1,OO

0,50

o,oo

E3+F
2+

'l+

V

l92D 256D 2aO 3O4D 32OE Cont-

trToAdesao r TCM

Grdfico 24: Relagdo entre adesdo a c6lulas BME e reacgdo ao TCM

Relativamente aos efeitos da produgdo de biofilme e da intensidade da reacgio

inflamat6ria na capacidade de adesdo a c6lulas do epit6lio mam6rio in vitro,

2OO E 232 D 239 256 E 2aO D 287 O ZAZ E Cont
D3+

lsolados

Cont + - controlo positivo; Cont - - controlo negativo
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verificou-se que produgao de biofilme nao afecta a adesao nem o grau de

inflamaqdo est6 directamente relacionado com uma diferente capacidade de

adesio (Tabela 34).

Estirpes com diferente capacidade de produgSo de biofilme ndo mostraram ter

uma diferente capacidade para aderir a c6lulas do epit6lio mamdrio. Da mesma

forma, estirpes que deram origem a um grau de inflamagdo diferente ndo

mostraram ter uma diferente capacidade para aderir a c6lulas do epit6lio

mamdrio.

Tabela 34: Efeitos da produgdo de biofilme e da intensidade da reacgdo
inflamat6ria na capacidade de adesSo

M6dias ajustadas, erro padrSo, coeficiente. de determinaqdo, desvio padrSo residual e nfvel de
significAncia

Varidvel independente N LSM t EP

TCM

0 0
V 1 -0.0012 t 0.0404
+ 1 0.0141 r 0.0404
++ 6 0.0248 t 0.0162

+++ 4 0.0021 r 0.0192
Biofilme

Estirpes produtoras 7 0.0184 t 0.0'188

Estiroes ndo orodutoras 5 0.0015 +O.O2O2

R2 0.191
DPR 0.038

P. TCM 0.7972 NS
P.B 0.5233 NS

4.3.4 - Pesquisa de superantig6nios

A pesquisa de enterotoxinas estafiloc6cicas, SEA, SEB, SEC e SED, e toxina

responsdvel pelo slndrome do choque t6xico resultou negativa para todos os 27

isolados de Staphylococcus epidermidis testados (Tabela 35).
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lsolados Efectivo
ReacgAo Toxinas

TCM TSST SEA SEB SEC SED

3E 1 3+ N N N N N

17E 1 MC N N N N N

18D 1 MC N N N N N

20E 1 MC N N N N N

33E 2 3+ N N N N N

53E 3 3+ N N N N N

108D 4 3+ N N N N N

140D 6 MC N N N N N

140E 6 MC N N N N N

142E 6 3+ N N N N N

182E 11 3+ N N N N N

192D 13 3+ N N N N N

197D
il 3+ N N N N N

203D 2+ N N N N N

235D 11 (. 2+ N N N N N

242E tr 1+ N N N N N

243E tr 2+ N N N N N

253D 13 (") 2+ N N N N N

256E tr 3+ N N N N N

257D S N N N N N

278D 15 1+ N N N N N

287D tr 3+ N N N N N

295D 16 2+ N N N N N

298D 3+ N N N N N

304D 3+ N N N N N

315D 17 S N N N N N

320E 1+ N N N N N

Fri 472 Estirpe controlo N N N N +

Fri913 Estirpe controlo + + N + N

coL Estirpe controlo N N + N N

Tabela 35: Produgflo de superantig6nios por staph. epidermidis

(-) no efectivo anteriormente amostrado
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4.4 _ DISCUSSAO

Cento e nove isolados de Staphytococcus epidermidis, provenientes de leite de

ovelhas com mastite, foram submetidos a testes para avaliagSo da capacidade

para prod uzir zoogleia. Para isso, foram utilizados dois m6todos. O primeiro,

consiste num m6todo qualitativo, descrito por Freeman (1989), que se baseia no

facto de as col6nias obtidas a partir de bact6riaq que produzem zoogleia, quando

cultivadas em agar vermelho do Congo, apresentarem coloragdo negra,

contrariamente is resultantes de bact6rias n6o produtoras, as quais se

apresentam coradas de vermelho. O vermelho do Congo 6 um corante ani6nico

metacrom6tico, indicador de pH com um interualo de transigSo de pH 3,0

(azullnegro) a pH 5,0 (vermelho). O segundo m6todo utilizado neste trabalho,

descrito por vdrios autores como quantitativo, foi originalmente descrito por

Christensen (1985). Este m6todo tem sofrido vdrias adaptag6es por diversos

investigadores, tendo sido, neste trabalho, Iigeiramente modificada a adaptagdo

de Cucarella (2002).

Dos 109 isolados em estudo, apenas I (7 ,3Y") expressam capacidade para

produzir este exopolissacarideo, de acordo com os resultados obtidos no teste

qualitativo.

Ndo foram encontradas refer6ncias a estudos em estirpes de origem ovina.

Por6m, a percentagem de estirpes de Staph. epidermidis. isoladas a partir de leite

mastitico de bovino, com capacidade para produzir zoogleia pode variar entre

6,3o/o (Saa e Kruze, 1995) e 42,9o/o (Watts et al., 1990)' Num trabalho sobre

estafilococos coagulase negativos, isolados de leite caprino, foi isolada apenas

uma estirpe de Staph. epidermidis, a qual expressou capacidade para produzir

zoogleia (Bedidi-Madani et al., 1998). Nestes, tal como no presente estudo,

apenas foram utilizados testes para avaliagSo fenotlpica da capacidade de

produzir zoogleia in vitro. Sabendo que diversos factores ambientais interferem na

express6o desta aptid6o, nomeadamente limitag6es em ferro (Fe) disponfvel,

condig6es de anaerobiose, temperatura e osmolaridade, presenqa de etanol ou de

concentrag6es subinibidoras de alguns antibi6ticos (Gotz, 2OO2) e visto que as
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condig6es de laborat6rio ndo podem reproduzir a situagAo in vivo,6 possfvel que

algumas estirpes que apresentaram resultados negativos possam produzir

biofilme em situag6es de infecgdo.

A baixa percentagem de isolados produtores de zoogleia, com origem em leite de

ovelha com mastite, pode dever-se ao facto, sugerido por Heinzelmann e

colaboradores (1997), da exist6ncia de mecanismos de resist6ncia, no organismo
do animal hospedeiro, mais eficazes para estas estirpes do que para as n6o
produtoras. Estes autores compararam a estirpe de refer$ncia, produtora de
biofilme, staph. epidermidis Rp62A, com a sua variante ndo produtora,

relativamente d sua susceptibilidade d fagocitose e adesSo a polimodonucleares

neutr6filos de origem humana e respectiva produgdo de i6es t6xicos de oxig6nio
(ROl). Verificaram que para as estirpes produtoras de zoogleia todos os
parAmetros avaliados apresentaram valores superiores aos apresentados pelas

estirpes ndo produtoras. Os autores concluiram que os mecanismos de defesa do

hospedeiro combatem mais agressivamente as estirpes produtoras de zoogleia do
que as ndo produtoras. Contrariamente ao que habitualmente e referido,

atribuindo ds estirpes produtoras de zoogleia maior virulOncia e responsabilidade
por infec96es prolongadas, segundo esta hip6tese, as estirpes produtoras seriam

mais eficazmente eliminadas do organismo hospedeiro.

Todos os isolados cujo resultado foi positivo, quando analisados com o m6todo
qualitativo, tendo produzido col6nias pretas no agar vermelho do Congo,
originaram valores corrigidos no teste quantitativo superiores a zero, nos tr6s

ensaios. Relativamente aos isolados negativos em CRA, que originaram col6nias
vermelhas, embora a maioria dos valores obtidos como resultado do teste
quantitativo seja inferior a zero, seis isolados exibiram valor acima de zero em um

dos tr6s ensaios e tr6s revelaram valor positivo em dois dos tr6s ensaios (Tabela

Vlll, Anexo l). Assim, no total de 101 isolados respons6veis por col6nias

vermelhas, cada um sujeito a tr6s ensaios, portanto em 303 resultados, apenas

12 exibiram valores superiores a zero. Este teste confirmou os resultados do teste
qualitativo no caso das estirpes positivas. N6o tendo havido perteita concorddncia

de resultados nos dois testes relativamente aos isolados negativos, a expressdo

198



Factores de virul6ncia - Discuss6o

fenotlpica das colonias no teste qualitativo, contudo, influencia significativamente

(P<0,001) o resultado do teste quantitativo.

Os valores obtidos no teste quantitativo s6o muito variSveis, n6o s6 entre

diferentes isolados, como nos diversos ensaios para o mesmo isolado. Visto que

estas variag6es n6o sdo devidas a variagdo entre os dias de ensaio, os diferentes

blocos, aparentemente, a espessura de biofilme produzido n6o depende de

diferengas na capacidade de cada estirpe para produzir zoogleia. Estas variag6es

na espessura do biofilme produzido serdo, possivelmente, devidas ao facto de

haver alguma disparidade na quantidade do in6culo introduzido nos diversos

pocilhos. Efectivamente, seguindo a metodologia utilizada, podem ocorrer

pequenas diferengas no nrimero de microrganismos inoculados, as quais

reverterdo em diferengas aprecidveis devido ao tipo de crescimento logaritmico

das bact6rias.

Alguns autores utilizam este m6todo para avaliar a maior ou menor capacidade de

diferentes estirpes para produzir biofilme, tendo inclusivamente sido utilizada,

como factor de correcgdo, a densidade 6ptica produzida nos pocilhos n6o

inoculados, contendo apenas meio de cultura (Vasudevan et al., 2003). Estes

autores consideram positivos todos os resultados com DO>0,1, ndo tendo

utilizado nenhuma estirpe n6o produtora de zoogleia como controlo negativo. No

presente trabalho verifica-se que a estirpe de refer6ncia Staph. epidermidis ATCC

12228, ndo produtora de biofilme, produz geralmente resultados de DO superiores

a este valor (Tabela Vlll, Anexo l).

Quanto ao efeito da capacidade para produzir biofilme sobre a intensidade da

reacgSo inflamat6ria que se produz na glAndula mam6ria em resposta a

respectiva infecgAo, n6o foi possivel verificar qualquer influ6ncia. Os resultados

obtidos ndo revelaram qualquer relagSo entre a aptidSo da bact6ria para produzir

zoogleia e a descarga de c6lulas somdticas no leite, de acordo com o teste

californiano de mastites. Estes resultados ndo confirmaram os apresentados

anteriormente, nos quais se verificou que estirpes n6o produtoras de zoogleia

provocam uma descarga celular menos aprecidvel do que estirpes produtoras

(Baselga et al., 1993; Cucarella et al.,2OO4).
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A aptidio das bact6rias para aderir ao epit6lio da gldndula mam6ria pode facilitar

a colonizagdo e o estabelecimento de uma infecgSo. Por outro lado, a capacidade

para internalizar as c6lulas do epit6lio mamdrio concede aos microrganismos

refugio face aos variados mecanismos de defesa do organismo hospedeiro.

Vdrios estudos cientificos avaliaram a capacidade de diferentes g6neros e

esp6cies de bact6rias para aderir e para invadir c6lulas epiteliais. Na bibliografia

consultada, por6m, ndo foi encontrado qualquer registo referente d avaliagSo de

Staph. epidermidis isolados a partir do leite de ovelha com mastite.

No presente trabalho, para averiguar se as estirpes de Staph. epidermidis

causadoras de mastite em ovinos t6m capacidade para aderir e/ou invadir as

c6lulas do epit6lio mam6rio, foram desenvolvidos ensaios rn vitro para os quais foi

utilizada uma linha de c6lulas de epit6lio mamSrio bovino, BME. A utilizagdo de

linhas celulares relativamente a culturas prim6rias tem a vantagem de produzir

resultados com maior repetibilidade (Belkum et a\.,2002).

Dos doze isolados de Staph. epidermidis, provenientes de infec96es

intramamdrias em ovelhas, que foram inoculados em monocamadas de c6lulas

epiteliais de glAndula mamdria BME, 0,05% a 1,23o/" das bact6rias contidas no

in6culo aderiu ds c6lulas, ap6s 35 minutos de incubagdo em co-cultura. A

percentagem de bact6rias que aderiu ds c6lulas variou consoante o respectivo

isolado. O valor da adesdo de uma estirpe de Staph. epidermidis isolada a paftir

de leite mastftico de bovino, ap6s 30 minutos de incubagdo em co-cultura com

uma linha celular de origem mamdria, foi de 2,4o/o (Almeida e Oliver, 2001). Os

mesmos autores averiguaram a capacidade de adesdo a c6lulas em Staph.

xylosus e Staph. hyicus, tendo conclufdo que a adesdo progride com o tempo de

incubagdo, atingindo o m6ximo aos 120 minutos, e ainda que Staph. xylosus

exibiu melhor capacidade para aderir, apesar de apenas apresentar uma

percentagem de adesdo de O,27"/" aos 30 minutos. No trabalho referido foi

utilizada uma linha celular de c6lulas de epit6lio mamdrio diferente da usada no

presente ensaio, o que poderd justificar as diferengas visto que tamb6m quando

sdo utilizadas culturas prim6rias se verificam diverg6ncias na capacidade de

adesdo da mesma estirpe relativamente a c6lulas provenientes de diferentes

animais (Sutra e Poutrel, 1994).
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No que respeita aos ensaios para averiguar a capacidade de Staph. epidermidis

de origem mamdria em ovinos para invadir as c6lulas epiteliais da glAndula

mamdria, os resultados obtidos revelaram uma capacidade in vitro quase nula,

n5o tendo excedido o valor de 0,06"/" das bact6rias inoculadas a ser

internalizadas pelas c6lulas. Almeida e Oliver (2001), relativamente d j6 referida

estirpe, apresentam os resultados da invasdo em Log,o UFC/ml e ndo em

percentagem, n6o sendo possfvel apreciar o real valor da invasdo ap6s 30

minutos de incubagSo das co-culturas. Segundo estes autores, tal como acontece

para a ades6o, tamb6m a invasdo progride com o tempo de incubagSo, atingindo

o m6ximo aos 120 minutos. Num outro estudo, uma estirpe de Sfaph. epidermidis

origin6ria de infecgso intramam6ria bovina revelou 1,75"/" de invasSo ap6s 2

horas em co-cultura (Anaya-L6pez et a1.,2006).

lmporta referir que, nas condig6es deste ensaio, alguns dos isolados em estudo

se revelaram resistentes d lisostafina, que foi o agente bactericida utilizado para

lisar as bactSrias aderentes d cultura celular, de forma a contabilizar apenas as

bact6rias com localizaqdo intracelular (Tabela X, Anexo l). O m6todo aqui utilizado

foi o descrito para estafilococos coagulase negativos de origem mam6ria (Almeida

e Oliver,2001). Os mesmos autores, num trabalho pr6vio com Sfaph. aureus,

conclufram que a lisostafina deu melhores resultados do que a gentamicina

(Almeida et a1.,1996), que 6 utilizada por alguns investigadores para inactivar os

estafilococos aderentes ds c6lulas (Bayles et a\.,1998). Os resultados obtidos no

presente trabalho sugerem a necessidade de avaliar a utilizagdo de outros

agentes bactericidas, a utilizar em ensaios para avaliagSo da capacidade de

Staph. epidermidis para invadir c6lulas em cultura.

Relativamente d relagdo entre a capacidade para produzir biofilme e a aptidSo

para aderir e/ou invadir c6lulas eucari6ticas, os resultados obtidos sugerem n6o

haver interfer6ncia da capacidade de produzir biofilme exibida por algumas

estirpes de Staph. epidermidis sobre a aptiddo desses microrganismos para aderir

a c6lulas de epit6lio mam6rio. O mesmo resultado foi obtido num estudo relativo a

Staph. aureus de origem mam6ria em bovinos (Cucarella ef al.,2OO4).lgualmente

se verificou n6o existir qualquer relagdo entre a capacidade para produzir biofilme

e a compet6ncia para invadir c6lulas de epit6lio mam6rio em cultura. No entanto,
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n6o foram encontrados registos sobre a relagao entre a produgao de biofilme por

Staph. epidermidis causadores de mastite em ruminantes e a compet6ncia para

aderir e para invadir c6lulas do epit6lio mamdrio.

Para avaliar a produgdo de superantigSnios por estirpes de Staph. epidermidis

causadores de mastite ovina, foi utilizado o m6todo imunologico que se baseia

numa reacgdo de aglutinagSo passiva reversa em latex. Foram pesquisadas as

enterotoxinas estafiloc6cicas, SEA, SEB, SEC e SED e toxina responsdvel pelo

sindrome do choque t6xico.

O presente estudo incidiu sobre 27 isolados de Sfaph. epidermrdrb provenientes

de leite de ovelhas que apresentavam diferentes graus de inflamagdo na gldndula

mamdria, de acordo com a sintomatologia apresentada ou os resultados obtidos

no teste californiano de mastites. Dos isolados que integraram este trabalho, 5

foram origin6rios de animais com mastite clfnica, 12 de glAndulas com reacqdo 3+

ao TCM, 5 cuja reacgdo ao TCM toi 2+,3 respeitante a TCM 1+ e 1 isolado de um

leite com resultado vestigial ou suspeito. Verificou-se que nenhum dos 27 isolados

de Staph. epidermidis em estudo produziu qualquer dos superantig6nios

pesquisados.

A produgdo de superantig6nios por estafilococos de origem mastltica 6

frequentemente referida relativamente a estirpes de Staphylococcus aureus

isolados a partir do leite de bovinos, ovinos e caprinos (H6jek e Mar56lek, 1973;

H6jek, 1978; Otero et al., 1987; Bautista et al., 1988; Orden et al., 1gg2a; 1992b;

Fitzgerald el a1.,2000; Zschdck et a1.,2000; Akineden et al., zool; Kuroishi et al.,

2003; Suk-kyung et a\.,2004; De Santis et a1.,2005a; Haveri et al.,200Sa; Silva et

al., 2OO5; Zecconi et al., 2006) e tamb6m a esp6cies de Stap hylococcicoagulase

negativos (Bautista et al., 1988; Orden et al., 1992a; 1992c; Kuroishi et a1.,2003).

No que se refere especificamente a estirpes de Staphylococcus epidermidis de

origem mam6ria em ovelhas, foram encontradas referOncias a produgSo de TSST-

1 / TSST-O (Ho et al., 1989; Orden et al., 1992a;1992c) e, num estudo sobre a

produgdo de enterotoxinas por Staphylococciisolados de leite ovino, de 6 isolados

de Staph. epidermidis, 3 revelaram produzir SEC, 2 dos quais tamb6m produziam

SEB e SED (Bautista et al., 1988). Vdrios estudos sugerem, inclusivamente, a
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hip6tese de a produgao de superantig6nios influenciar a patologia da mastite

(Ebling et a1.,2001; Kuroishi et a1.,2003; Haveri et a1.,2005a).

Os resultados do presente trabalho revelaram que algumas estirpes de

Staphytococcus epidermidis causadoras de mastite em ovelhas podem produzir

biofilme in vitro. Por6m, tamb6m sugerem que esta caracteristica ndo interfere

nem com a capacidade dos microrganismos para aderir ds c6lulas do epit6lio

mam6rio, nem com a intensidade da inflamagdo produzida na glAndula mam6ria.

Todas os isolados de Staph. epidermidis analisados no ensaio de adesdo

revelaram capacidade para aderir a c6lulas mamSrias em cultura. Uma maior ou

menor capacidade de ades6o, por6m, ndo revelou qualquer influ6ncia sobre o

grau de inflamagSo estabelecido na glAndula mam6ria.

No presente estudo n6o foi detectada a produgSo de superantig6nios por estirpes

de Staph. epidermrdis causadoras de mastite ovina. No entanto, a expressdo

deste factor de virulOncia dever6 ser investigada num nUmero superior de estirpes

isoladas de situag6es cllnicas e subclinicas de doenga.

203





Prote inas/Reac96o - I ntrod ug6o

5 - ESTUDO DE PROTEINAS TMUNORRELEVANTES DE Staphylococcus

epidermidis E REACAAO HUMORAL ESPECIHCA EM OVELHAS

IN FECTADAS NATURALMENTE

5.1 - TNTRODUQAO

A etevada prevalEncia de mastite verificada nos efectivos ovinos explorados para

a produgdo de leite justifica a instituigdo de medidas profil6cticas. A aplicagSo de

regras de higiene durante a ordenha 6, sem dfvida, fundamental para reduzir o

acesso de microrganismos a glAndula mamdria. Tamb6m o tratamento de

secagem com antibi6ticos, utilizado actualmente no maneio profil6ctico de

mastites em bovinos, j6 demonstrou ser eficiente no controlo de mastites em

pequenos ruminantes (Hueston et al., 1989; Ahmad et al., 1992b; Tietze et al.,

1993; Cuccuru et al., 1999; McDougall e Anniss, 2005). Por6m, esta pr6tica

exerce uma pressio de selecgdo para estirpes resistentes a antibi6ticos (Boutet e

Lekeux, 2005; Rajala-schultz ef al.,2OO5) e deverd ser utilizada com precaugdo.

A profilaxia e o tratamento de mastites com recurso a estimulag6o dos

mecanismos de defesa da gldndula mam6ria serSo uma alternativa bastante

aliciante d utilizagSo de agentes antimicrobianos, visto terem a vantagem de ser

mais ecol6gicos e de proteger a sa(de priblica. Por6m, embora existam trabalhos

experimentais atrav6s dos quais foi possivel melhorar a capacidade de resist6ncia

d infecgdo intramam6ria, nenhuma vacina j5 desenvolvida oferece niveis de

protecgSo considerados desej6veis.

A chamada vigilAncia imunol6gica (immune surueillance) na glAndula mam6ria 6

desenvolvida por c6lulas fagocit6rias, nomeadamente macr6fagos e

polimortonucleares neutr6filos, que t6m a fungdo de destruir e eliminar os agentes

invasores (Paape et a1.,2000). Quanto mais rdpida e eficiente for esta depuragdo,

menor ser6 a extensSo dos danos causados ao epit6lio mam6rio e a evolugSo

para a cura ser6 favorecida (Oviedo-Boyso ef al.,2006; Rainard e Riollet, 2006).

No leite, os fag6citos perdem eficiOncia devido d ingestdo de gl5bulos de gordura

e caseina (Berthon e Salmon, 1993). A opsonizagSo de bact6rias pela fracado
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C3b do complemento ou por imunoglobulinas aumenta a eficiOncia da fagocitose,

a qual 6 ainda mais potencializada se os dois tipos de opsoninas actuarem em

conjunto (Roitt et a1.,1993),

Os anticorpos sdo as opsoninas mais eficientes (Tizard, 2OO4\. O isotipo de

imunoglobulina mais abundante no leite de ruminantes 6 a imunoglobulina lgG

(Kehrli e Harp,2001), que 6, tamb6m, a principal opsonina (watson, lggg).

Desenvolver uma forma de conseguir nfveis eficientes de lgG no leite, capaz de

reconhecer os agentes etiol6gicos de mastite, tem sido o m6bil de muitos estudos

e ensaios cientificos (Amorena et al., 1994; Tomita et al., 1998; Smith et al., 199g;

o'Brien et a1.,2001). Por6m, embora a lgA exista em baixas quantidades na

gldndula mam6ria de ruminantes, 6, por excelOncia, a imunoglobulina das

mucosas e a sua fungdo primordial de exclusSo imunitdria, unicamente exercida

por este isotipo de imunoglobulina (Nickerson, 1989a), pode eventualmente ter

um valor importante na defesa da glAndula mamdria.

O objectivo do presente trabalho foi contribuir para o conhecimento de proteinas

imunorrelevantes em Staphylococcus epidermidis, com a finalidade eventual de

desenvolver antig6nios a utilizar na profilaxia de mastites em ovelhas.

O estudo da resposta imunol6gica na glAndula mam6ria ovina, face d infecgdo por

agentes causadores de mastite, 6 fundamental para desenvolver estrat6gias de

estimulagdo das defesas do hospedeiro com vista d profilaxia de mastites.

Na tentativa de colaborar na construgdo de m6todos profil6cticos de mastite mais

eficazes, foi desenvolvido um trabalho para avaliar a resposta imunol6gica

humoral sist6mica e local na gldndula mamdria ovina, face d infecgso pelo agente

etiol6gico de mastite mais frequente nesta esp6cie.
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5.2_ MATERIATS E METODOS

Para este estudo, foram analisados 14 isolados de Staph. epidermidis de origem

mamdria recolhidos de ovelhas com mastite. Foram escolhidas ovelhas

provenientes de diversos efectivos animais, que apresentavam infecgdo

intramam6ria uni ou bilateral causada unicamente por Staphylococcus

epidermidis.

lnicialmente, as bact6rias foram lisadas e submetidas a electroforese para

separagAo das prote[nas conforme o seu peso molecular. As proteinas assim

separadas foram sujeitas a reconhecimento por parte de imunoglobulinas no

sangue e no leite de ovelhas com mastite comparativamente a ovelhas saud6veis.

Foi avaliada a resposta humora! sist6mica, atrav6s do reconhecimento dos

antig6nios proteicos por lgG especffica no sangue, e a reacgSo local na glAndula

mam6ria, atrav6s do reconhecimento por lgG e por lgA no leite, em ovelhas

infectadas e ovelhas saud6veis.

5.2.1 - Extrac96o de proteinas

O m6todo utilizado para a extracg6o de proteinas foi descrito por Bedidi-Madani ef

a/. (1993) com ligeiras alterag6es.

As estirpes, mantidas em BHIB (Oxoid, CM225) com 50% de glicerol, congeladas

a -2OoC, foram inoculadas em BHIB e incubadas a 37oC, durante 24 a 48 horas,

em atmosfera normal. Foram, depois, inoculadas por estria em placas de AS

(Oxoid, CM271 com 5% de sangue de ovino) e incubadas a 37oC, durante 24

horas, em atmosfera normal.

Depois de confirmada a sua pureza, toda a cultura foi retirada com uma zaragatoa

esterilizada e inoculada em 25 mL de BHIB e incubada durante 24 horas, a 37oC,

em atmosfera normal.
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Ap6s este per[odo, as culturas foram centrifugadas a 10000X9 durante 15

minutos, a4"C. Depois de retirado o sobrenadante, o dep6sito foi lavado em 10

mL de 6gua destilada est6ril e centrifugado novamente a 2 500 X g durante 15

minutos, a 20"C. O dep6sito foi, entdo, suspendido em 1 mL de 6gua destilada

esterilizada e a mistura novamente centrifugada a I 000 X g durante 5 minutos, a

20oC. O sobrenadante foi eliminado e o dep6sito posto em suspensdo em 0,7 mL

de 6gua destilada est6ril, fortemente agitado e depois passado para um microtubo

de 1,5 mL de capacidade, onde foram adicionados 30 pl de uma solugdo

(10 mg/ml) de lisostafina (Sigma, L-7386). Ap6s agitagdo, os microtubos foram

incubados em banho-maria a 37"C durante cerca de 18 horas.

Foram, entdo, adicionados 50 pl de solugdo de 20"/o de SDS (Sigma, L-3771).

Para completar a lise bacteriana, os tubos foram levados a ebuligdo em banho'

maria durante 10 minutos. A mistura foi centrifugada a 13 000 X g durante 15

minutos, a 20oC e o sobrenadante recolhido com uma seringa e, por fltimo,

filtrado atrav6s de uma membrana de porosidade 0,2 pm de diAmetro (Acrodisc

4192, Gelman).

Os extractos proteicos foram conservados em congelagdo a -20oC at6 posterior

utilizag6o.

5.2.2 - Doseamento de proteinas

A protefna presente nos extractos proteicos foi doseada utilizando o kf de Lowry

modificado para determinagdo de proteina (modificagdo de Peterson do m6todo

Micro-Lowry) (Sigma, P-5656).

5.2.3 - SeparagSo das proteinas por electroforese

Para separar as diferentes frac96es proteicas nos extractos bacterianos, foi

seguido o m6todo descrito por Laemmli (1970) para electroforese em gel de

poliacrilamida em condig6es reduzidas (sodium dodecyl sulphate polyacrylamide
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gel electrophorese, SDS-PAGE), utilizando o equipamento Protean ll xi Cell (Bio-

Rad).

Foram preparados geles de separagio com 10% de acrilamida-bisacrilamida, com

1,5 mm de espessura (Anexo II). Ap6s polimerizagSo, durante cerca de 30

minutos, foi colocado por cima, um gel de concentragSo cotn 4o/o de acrilamida-

bisacrilamida (Anexo ll).

As 14 amostras de extractos proteicos foram adequadamente diluidas em 6gua

desionizada de forma a serem utilizadas 20 pg de protelna por pogo. Foram

depois ajustadas, para per{azerem um volume de 20 pl de mistura por pogo, com

tampdo redutor de amostra contendo SDS e 2-mercaptoetanol (Anexo ll). Foram,

por fim, fervidas durante 1 minuto.

Em cada gel, foram distribufdos os 14 extractos bacterianos e um marcador de

pesos moleculares com 6 protelnas: 205 kDa, 1 16 kDa, 97 kDa, 66 kDa, 45 kDa e

29 kDa (Sigma, SDS-6H).

Os geles foram corridos em tampSo Tris-glicina-SDS (pH 8,3) (Anexo ll) com

corrente constante de 25 mA por gel, para o gel de concentragdo, e de 35 mA por

gel, para o ge! de separagSo, at6 a linha de corante atingir o limite inferior do gel.

Os geles contendo o perfil proteico dos 14 isolados em estudo foram sujeitos a

transferOncia electrofor6tica ou corados, durante cerca de 18 horas, com solugSo

de azul de Coomassie (Anexo !!) e, depois, clarificados na solugdo descorante

(Anexo ll) at6 as bandas proteicas contrastarem com um fundo transparente.

5.2.4 - Transfer6ncia electrofor6tica

As protelnas bacterianas separadas em fungio do seu peso molecular foram

transferidas para membranas de nitrocelulose, segundo o m6todo de Towbin ef a/.

(1e7e).

Os geles de poliacrilamida foram primeiro equilibrados em tamp6o de

transfer6ncia (pH 8,3) (Anexo Il) durante 30 minutos. A transfer6ncia foi
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executada num aparelho Trans-Blot Cell (Bio-Rad) com corrente contlnua de 30 V

e processou-se durante cerca de 14 horas.

As membranas contendo as protelnas microbianas foram submetidas a

immunoblotting ou coradas, durante 5 minutos, numa solugSo de amido black

(Anexo ll) e depois descoradas, durante t hora, numa solugSo descorante

(Anexo ll).

5.2.5 - Preparag6o dos soros

Os soros sanguineos utilizados, provenientes de sangue recolhido no dia anterior,

deixado d temperatura ambiente, foram obtidos por centrifugagSo a 2 000 X g,

durante 15 minutos. Foram depois filtrados, atrav6s de membrana com 0,20 pm

de porosidade, com baixa adesfio de protefnas (Acrodisc 4192, Gelman) e

congelados a -20oC em microtubos esterilizados at6 d sua utilizagSo.

Para a preparagSo dos soros de leite, as amostras de leite colhidas

assepticamente, foram, inicialmente, centrifugadas a 4oC, a 26 890 X g, durante 1

hora. Foi retirada a camada de gordura e o sobrenadante foi transferido para

outro tubo. Este foi novamente centrifugado nas mesmas condiq6es, durante 1

hora. Os soros de leite assim obtidos foram, ent6o, submetidos a filtrag6es

seriadas atrav6s de membranas com baixa adesdo de protefnas, com poros com

didmetro de Spm (Acro 5OA 4264, Gelman), 0,45pm (Acro 5OA 4262, Gelman) e,

por fim, 0,20pm (Acro 50A 4260, Gelman), distribufdos em microtubos

esterilizados e congelados a -20oC at6 serem utilizados.

5.2.6 - lmmunoblotting

As membranas de nitrocelulose contendo as proteinas bacterianas foram

incubadas durante 20 minutos, em 5% (peso/volume) de leite em p6 magro, para

bloquear o excesso de pontos de ligagdo na membrana e, depois, lavadas com

tampSo fosfato salino (PBS) (Anexo l!) com 0,5o/" de Tween 20 (Sigma, P-7949).
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Ap6s este processo, as membranas foram incubadas d temperatura ambiente,

durante 8 horas, com os diferentes soros de ovinos. A detecgso de lgG especifica
para os isolados em estudo foi pesquisada em:

- 4 soros sangufneos de ovelhas com mastite subclinica causada por Staph.

epidermidis. diluidos a 1:50;

- 2 soros sanguineos de ovelhas saud6veis, diluidos a 1:50, utilizados como

controlo negativo;

- 5 soros de leite de ovelhas com mamite subclfnica a Staph. epidermidis,

diluidos a 1:25;

- 2 soros de leite de ovelhas sauddveis, diluidos a 1:25, utilizados como

controlo negativo.

A pesquisa de lgA especffica incidiu sobre:

- 5 soros de leite de ovelhas com mamite subclinica a Staph. epidermidis,

diluidos a 1:25;

- 2 soros de leite de ovelhas saud6veis, diluldos a 1:25, ulilizados como

controlo negativo.

Uma membrana foi incubada apenas com PBS, constituindo um outro controlo
negativo.

Depois deste periodo, as membranas foram lavadas quatro vezes com pBS-

Tween durante 10 minutos.

Para a pesquisa de lgG, tanto nos soros sangufneos, como nos soros de leite, as
membranas foram incubadas a 4oC com um soro anti-lgG de ovino e caprino
conjugado com peroxidase (Sigma, A-94s2), durante cerca de 14 horas. A
diluigSo utilizada foi de 1:S 000.

Para a detec9do da presenga de lgA especifica no soro de leite, foi utilizado um

m6todo indirecto. As membranas foram primeiro incubadas a 4oC, durante cerca
de 14 horas, com soro de ratinho anti-lgA de ovino e caprino (Serotec, MCA62g)

diluido a 1:500 e, depois de lavadas com PBS-Tween, como anteriormente
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descrito, foram novamente incubadas com soro de coelho anti-ratinho conjugado

com peroxidase (Zymed,61-6520) diluido a 1:2000, durante 8 horas, a

temperatura ambiente.

Ap6s este procedimento, as membranas foram novamente lavadas tr6s vezes

com PBS-Tween e uma quafta lavagem s6 com PBS.

A visualizagdo dos epitopos reconhecidos foi realizada por reacA6o enzim6tica

cromog6nica com DAB (3,3'-diaminobenzidina), utilizando um m6todo rdpido

(Sigma, D-4299), deixando as membranas mergulhadas na soluqdo durante 2

minutos e imediatamente lavadas em 6gua desionizada durante 10 minutos. Por

fim, foram secas com papel de filtro.

5.2.7 - DeterminagSo do peso molecular das proteinas

para determinagSo do peso molecular das proteinas correspondentes ds

diferentes bandas visualizadas, os geles corados, as membranas de nitrocelulose

coradas e as membranas com immunoblotting foram digitalizadas, ap6s o que

foram analisadas com recurso ao programa Kodak 1D Digital Science (Eastman

Kodak).
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5.3 _ RESULTADOS

A observagSo do gel com os extractos proteicos, apos coloragao com azul de

Coomassie, tal como a obseruagdo da membrana de nitrocelulose, corada com

amido black, permitem definir dois padr6es proteicos diferentes para os 14

isolados de Staphylococcus epidermidis em estudo. Os isolados 1,2,3,5, 10, 11,

12, 13 e 14 apresentam um padrSo proteico e os isolados 4, 6,7 , 8 e 9 exibem um

conjunto de protelnas diferente das primeiras (Fig. 4).

MPM 1 2 3 4 5 6 7 8 91011121314 MPM 12 3 4 5 6 7 8 910 11 12'13 14
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Gel Membrana

MPM- marcadorde pesos moleculares (29,45,66,97,'116 kDa); 1 a14 -extractos proteicos dos
14 isolados de Staph. epidermidis.

Figura 4: Perfil proteico de Staph. epidermidis

Proteinas totais em gel de poliacrilamida e em membrana de nitrocelulose

Os resultados dos immunoblots revelaram que uma grande variedade de

protefnas bacterianas 6 reconhecida por imunoglobulinas lgG no sangue de

ovelhas tanto mastfticas como sauddveis, lgG no leite de ovelhas mastiticas e lgA

no leite de ovelhas mastfticas e s6s. No entanto, algumas destas proteinas

parecem estar presentes em todos os isolados em estudo e s6o reconhecidas por

imunoglobulinas tanto no sangue como no leite de uma forma constante.

Proteinas com peso molecular 59-60 kDa e protelnas com 43 a 46 kDa s6o

reconhecidas por todas as imunoglobulinas pesquisadas, tanto no sangue como

no leite, em ovelhas s6s e doentes (Tabelas Xll, Xlll e XlV, Anexo l). No leite das
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ovelhas estudadas, foram ainda detectadas com insist6ncia, lgG e lgA capazes

de reconhecer proteinas com peso molecular entre 35-37 kDa (Fig. 5; Tabelas Xlll

e XlV, Anexo l).
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+ 59-60 KDa

-> 43-46 KDa

+ 35-37 KDa

Figura 5= lmmunoblotcom soro de leite de ovelha mastftica para detecgdo de lgG

A banda proteica, correspondente a proteinas de peso molecular 25 kDa, bem

evidente no gel (Fig. 4), e reconhecida por lgG presentes no sangue e no leite e

por lgA presente no leite, mas nao de uma forma constante. Esta variagio n6o

estd relacionada com o facto de o animal estar ou nao afectado de mastite

(Tabela 36).

Tabela 36: Resposta d protefna estafilococica com 25 kDa

Quando comparamos

saud6veis, podemos
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a reacgSo exibida por ovelhas infectadas

verificar que nas membranas obtidas da

face a ovelhas

conjugagSo dos

Ovelhas Sangue Leite

lqG + lqG- !gG+ lqG- !oA+ lqA-
Mastiticas 2 2 2 3 3 2
Sauddveis 2 0 NA NA 1 1
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extractos bacterianos com os soros sangufneos, o perfil de bandas de proteinas

reconhecidas por lgGs circulantes 6 muito variado, aparecendo um padrio de

bandas relativamente equivalente tanto nos soros de ovelhas com mastite como

nos soros das duas testemunhas negativas (Fig. 6).

Ovelha mastitica

*e

&

Ovelha sauddvel

Figura 6: Protefnas de staph. epidermidis reconhecidas por lgG no sangue

Nos immunoblots realizados, verific6mos a presenga de epitopos reconhecidos

por lgA presente no leite, tanto de animais infectados como de animais de
controlo (Fig.7).
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Ovelha mastitica Ovelha saud6vel

Figura 7: Protefnas de Staph. epidermidis reconhecidas por lgA no leite
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Em relagSo aos ensaios para pesquisa de epitopos reconhecidos por lgG no soro

de leite, verificdmos que estes apenas foram detectados utilizando Ieite de

ovelhas com mastite. Contrariamente ao observado relativamente a lgG no

sangue e lgA no leite, nas membranas incubadas com o soro de leite das ovelhas

sds, que serviram de controlo negativo, ndo foram visiveis quaisquer bandas,

apresentando a membrana de nitrocelulose um resultado semelhante ao da

membrana incubada apenas com PBS (Fig. 8).

i
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]

Ovelha mastftica Ovelha saud6vel

Figura 8: Protelnas de Staph. epidermidis reconhecidas por lgG no leite
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5,4 _ DISCUSSAO

O objectivo do presente trabalho foi contribuir para a caracterizaqdo de antig6nios

em isolados de Staph. epidermidis responseveis por mastite ovina. A identificagdo

de proteinas imunorrelevantes em agentes etiol6gicos de mastites, e o estudo do

seu efeito sobre a resposta imunol6gica nos animais, poder6 fornecer indicag6es

sobre a sua eventual utilizagSo para estimulagSo da resposta imunol6gica. Este

estudo pretendeu contribuir para o conhecimento de antig6nios proteicos de

Staph. epidermidis, na perspectiva de os equacionar como antig6nios vacinais

passiveis de integrar a constituigSo de vacinas para a profilaxia de mastites em

ovelhas.

para a separagSo e identificag6o das protefnas presentes nos lisados bacterianos,

o m6todo utilizado foi a electroforese em gel de poliacrilamida, ap6s desnaturagdo

por acgdo de dodecil-sulfacto de sodio (SDS-PAGE). Com esta metodologia, 6

possfvel, ap6s transfer6ncia das proteinas para membranas de nitrocelulose,

avaliar o seu reconhecimento por imunoglobulinas presentes em diferentes

lfquidos orgAnicos. Al6m disso, o m6todo tem a vantagem de pemitir recuperar as

protefnas a partir das membranas de nitrocelulose, as quais poderdo ser

utilizadas como antig6nios para diferentes fins.

Verificdmos que o pefil de proteinas dos diferentes isolados de microrganismos,

reconhecidas por anticorpos das ovelhas, n5o 6 constante. No entanto, as

proteinas com pesos moleculares 35-37 kDa, 43'46 kDa e 59-60 kDa estSo

presentes em todos os microrganismos estudados e foram reconhecidas por

imunoglobulinas existentes tanto nas ovelhas infectadas como nas de controlo.

Os resultados sugerem que estas prote(nas, constituintes de Staphylococcus

epidermidis causador de mastite em ovelhas, poderSo ser antig6nios proteicos

interessantes do ponto de vista imunog6nico.

As protefnas 49-46 kDa e 59-60 kDa foram reconhecidas por anticorpos

sanguineos, al6m de anticorpos presentes no leite. Por6m, as prote[nas 35-37
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kDa ndo foram consistentemente reconhecidas por anticorpos sangufneos, mas
sim por imunoglobulinas existentes no reite das ovelhas em estudo.

As protefnas referidas induziram, nos animais em estudo, uma resposta imunitdria

humoral especifica, com produgdo de imunogrobulinas, lgG e lgA. A presenga de
lgG na glAndula mamdria 5 essencial para opsonizar o agente patog6nico, de

forma a melhorar a eficiOncia das c6lulas fagocit6rias (Watson, lg8g). por outro
lado, para contrariar a colonizagdo do epit6lio mamdrio, levando d eliminagio do

agente patog6nico, atraves do processo de exclusdo imunot6gica, a presenqa de

lgA e de relevante importdncia (Nickerson, 1989a). Assim, a estimulag6o da
produgdo e acumulagSo destas imunoglobulinas na gldndula mamdria poderd

contribuir para aumentar a capacidade de resist6ncia na glAndula e ser6 reduzida

a probabilidade de se desenvolver uma mastite.

A estimulagdo da gldndula mam6ria com antig6nios proteicos poderd resultar

numa protecQdo eficaz face aos agentes patog6nicos. As protefnas

imunorrelevantes identificadas neste trabalho pode16o eventualmente ser
consideradas como antig6nios vacinais.

A evolugdo na tecnologia e o desenvolvimento de vacinas de nova geragdo

permitem, hoje em dia, o fabrico de vacinas de subunidades que contam como

antig6nio, n6o o microrganismo completo, mas apenas os epitopos desejados. Foi

descrita uma vacina para mastite estafiloc6cica em ovelhas, cujo antig6nio 6 o
exopolissacarfdeo da bact6ria, que utiliza como adjuvante liposomas, um tipo de
adjuvante particulado (Amoren a et al., 1gg4).

As vacinas constitufdas por antig6nios polissacaridicos sdo impoftantes para

induzir anticorpos que irdo opsonizar e melhorar a eliminaqSo de estirpes de

Staphylococci que possuam uma camada exopolissacarfdica no momento da

invasSo da glAndula mamdria. Por6m, algumas estirpes ndo produzem

exopolissacarideo e mesmo as estirpes produtoras poderdo estar numa fase de

n6o produgSo. A utilizaqdo de antig6nios proteicos, eventualmente associados ao

antig6nio polissacarfdico, poder6 contribuir para tornar a vacina mais eficiente por

conferir imunidade face a uma maior variedade de estirpes de Staphylococci.
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E possivel produzir proteinas com epitopos determinados a partir de extractos

purificados de microrganismos, proteinas recombinantes de engenharia gen6tica

ou at6 produzir as proteinas sinteticamente (Gwynne e Heebner, 2005).

Recentemente, foi referido um estudo de antig6nios vacinais para combate de

mastite bovina, no qual foi produzida uma estirpe de E coli recombinante que

expressa uma quimera de genes que traduz duas protelnas de Staph. aureus

indutoras de anticorpos protectores (Perez-Casal ef a1.,2005).

As proteinas, s6 por si, podem n6o ser suficientemente imunog6nicas e as

vacinas de subunidades necessitam, geralmente, de adjuvantes, compostos estes

que t6m a fungSo de aumentar o estimulo produzido pela vacina de forma a

induzir uma resposta imunit6ria mais forte e mais duradoura (Tizard, 2004). Os

Iiposomas, especificamente, sdo utilizados como adjuvantes em vacinas para

mastite em ovelhas (Amoren a et al., 1994). Estes s6o adjuvantes pafiiculados que

melhoram a apresentagdo do antig6nio, estimulando a produg6o de citoquinas

pela c6lula apresentadora de antig6nio, por sua vez aumentando a resposta dos

linf6citos T helper, e, assim, potenciam tanto a resposta celular como a produgdo

de anticorpos (Tizard, 2OO4). A metodologia imunopotenciadora deste tipo de

adjuvantes utiliza complexos hidrof6bicos de proteinas, g!0cidos ou lipidos que

melhoram o tamanho efectivo, orientag6o e caracteristicas fisicas do antig6nio de

forma a torn6-lo mais eficientemente reconhecido e processado pelo sistema

imunol6gico (Lowell, 1 990).

Visto que a tecnologia de vacinas actualmente disponfve! permite a opg6o de

utilizar, como antig6nios vacinais, apenas os epitopos considerados relevantes

para induzir a resposta protectora pretendida, 6 necess6rio identificar esses

epitopos.

Relativamente a resposta imunol6gica obseruada nos animais estudados, a

an6lise dos immunoblofs feitos com soro sanguineo sugere que a mastite

subclinica por Staph. epidermrdrb ndo desencadeou uma resposta humoral geral

especifica. Objectivamente, a panoplia de lgG especificas 6 muito variada, tanto

nas ovelhas sds como nas ovelhas com mastite, e ndo foi encontrado um padrdo

de epitopos bacterianos reconhecidos nas cinco ovelhas mastlticas que se

diferencie do padrSo exibido nos animais do controlo. A presenga de lgG
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especifica para Staph. epidermrdis no soro sangufneo de animais saud6veis deve-

se, provavelmente, ao facto de haver repetidos estfmulos devido a feridas ou

escoriag6es, que sdo frequentes nos animais, visto que os SCN integram a

microbiota da pele. Este estudo, ponim, incidiu sobre um n(mero restrito de

animais e n6o foram realizadas an6lises quantitativas que permitam detectar um

eventual acr6scimo de anticorpos nos animais mastiticos relativamente aos

animais sauddveis. Outros autores referem uma resposta humoral geral ap6s

imunizagSo intramam6ria em bovinos, com aumento de lgG no soro sanguineo

(Chang et al., 1981).

Verificou-se a presenga de IgG e de IgA no leite capazes de reconhecer protefnas

bacterianas que ndo sdo reconhecidas por lgG no sangue. Aparentemente, as

proteinas estafiloc6cicas de peso molecular 35-37 kDa estimularam uma resposta

na glAndula mamdria ovina mas n6o induziram a formagdo de anticorpos

circulantes. Este facto sugere a sua relevAncia em termos de resposta local.

Foi obseruada a exist6ncia de lgA especifica para os antig6nios estafiloc6cicos no

leite de ovelhas saud6veis e de ovelhas mastlticas. O padrdo de bandas proteicas

reconhecidas por lgA nos dois grupos de animais 6 semelhante, sugerindo que

tamb6m nos animais ndo infectados existe um reconhecimento destes antig6nios.

No entanto, nos immunoblofs em que foram testados leites de ovelhas com

mastite, foi reconhecido um maior n0mero de bandas proteicas, provavelmente

devido a uma resposta na glAndula mamdria com produgSo de lgA, ap6s a

estimulagSo local resultante da infecgdo por Staph. epidermidis.

Contrariamente ao que se verificou relativamente d IgA, no leite das ovelhas

sauddveis ndo foi possivel detectar o reconhecimento de proteinas de Staph.

epidermidis por lgG. Apenas nos animais mastfticos se constatou o

reconhecimento, dos antig6nios bacterianos em estudo, por este isotipo. Os

resultados sugerem uma resposta especifica d presenga de Staph. epidermidis na

glAndula mam6ria, provavelmente resultante do transpofte e/ou produgdo local

de lgG.

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam os resultados de

realizado por ELISA, em que foram quantificadas imunoglobulinas

estudo,

leite de

um

no
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ovelha (Vilela, 1993). Neste estudo, foram detectadas elevadas quantidades de

lgA especifica para proteinas extraidas da parede celular de Mannheimia

haemolytica, conjuntamente com reduzidas quantidades de IgG com a mesma

especificidade (respectivamenle 372,45 e 0,26 unidades arbitr6rias) no leite de

ovelhas livres de mastite. Ap6s infecgdo intramam6ria, produziu-se um aumento

acentuado de lgG espec[fica no leite, o qual foi muito superior ao que se verificou

na resposta induzida atrav6s de hiperimunizagdo por via sist6mica.

O facto de as proteinas de Staph. epidermidis apenas serem reconhecidas por

lgG presente no leite de animais com mastite, e n6o em animais saud6veis,

sugere que 6 necess6rio um estimulo local intenso, com subsequente inflamagSo,

para induzir a formagdo deste isotipo na glAndula mam6ria. Esta hip6tese 6

corroborada pela constatagdo, por outros investigadores, de que a resposta

imunologica resultante de uma imunizaqilo local da gldndula mamdria 6 mais

eficiente do que a vacinagSo por via sist6mica, resultando numa profilaxia das

mastites mais eficiente (Colditz e Watson, 1985).

No leite produzido por uma glAndula mam6ria sd de ovelha, a lgG 6 a

imunoglobulina que existe em maior quantidade, em concentrag6es de 60 a 100

mg/dl, face a 5 a 12 mgldl de lgA (Tizard, 2004). No entanto, os nossos

resultados n5o demonstraram a presenga de IgG especlfica para o principal

agente de mastite ovina, no leite das ovelhas ndo infectadas. Este facto levanta a

hip6tese de apesar de existir em nlveis muito inferiores d lgG, a lgA ser a

imunoglobulina que assegura a protecgSo humoral na glAndula mam6ria numa

primeira fase ap6s a infecgSo. Efectivamente, este isotipo 6, por excel6ncia, a

imunoglobulina das mucosas e 6 principalmente especializado no processo

denominado exclusdo imunit6ria, atrav6s do qual a imunoglobulina se liga ao

respectivo epitopo, evitando a sua ligagSo ds c6lulas epiteliais e obrigando ir

expulsdo do antig6nio pelo fluxo das secreg6es para o exterior do organismo

animal.

A mucosa mam6ria 6 est6ril, n5o possui microbiota residente, contrariamente a

outras mucosas como o tubo digestivo ou as vias respirat6rias superiores

(Rainard e Poutrel, 1993). Como tal, a presenga de lgA especffica para proteinas

de Staph. epidermidis no leite de animais saud6veis poder6 dever-se a contactos
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anteriores deste microrganismo com a mucosa da glAndula mamdria, visto que faz

parte integrante da flora normal da pele humana, sendo o seu acesso ao interior

da glAndula facilitado pela ordenha. Estes contactos resultaram na presenga local

de c6lulas de memoria capacitadas para a produgdo de lgA especifica ou,

eventualmente, na recirculag6o de linf6citos B efectores/de mem6ria,

peftencentes a um dos sistemas de imunidade local.

Os resultados obtidos sugerem que protefnas de 35-37 kDa de Staph. epidermidis

se poderdo vir a revelar interessantes como antig6nios vacinais a utilizar no

controlo de mastite ovina. Por6m, ser6 necessdrio investigar se os anticorpos

induzidos sdo efectivamente protectores.

Relativamente d protecgdo da glAndula mamdria face aos agentes causadores de

mastite, os resultados deste estudo sugerem que a lgA poder6 ter um papel

preponderante na vigilAncia imunitdria. A!6m disso, estes resultados indicam a via

intramamdria como via de administragSo preferencial para vacinas anti-

mastititicas.
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6 - CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6.1 - CONCLUSOES

A prevalOncia m6dia de mastite clinica encontrada no presente estudo foi de

1,7o/o, tendo os valores, para os diferentes rebanhos, variado entre 0o/o a 8,1o/o.

Este valor, por6m, refere-se a prevalOncia pontual.

A prevalOncia m6dia de mastite subclfnica foi de 32,2"/". situando-se os valores

individuais para os diversos efectivos entre 1o/o a 92,5o/o.

A prevalOncia de mastite foi superior em ovelhas ordenhadas mecanicamente

relativamente aos animais sujeitos a ordenha manual, tendo-se verificado em

ambas as formas, clinica e subcl[nica. Este facto sugere a possibilidade de o
equipamento de ordenha utilizado ser frequentemente respons6vel por um

aumento da susceptibilidade da glAndula mam6ria.

Ndo foi possfve!, com os resultados obtidos comprovar a posslvel interfer6ncia da

raga sobre a prevalOncia de MSC.

O teste californiano de mastite apresentou um indice de Youden baixo para

qualquer ponto cut off considerado, sendo o valor mais elevado (0,4) para o grau

1+ do TCM. Ta! significa que ndo foram obtidos, simultaneamente, valores de

sensibilidade e de especificidade elevados. Contudo, trata-se de um teste de

diagn6stico de baixo custo e de fdcil execugdo, que pode ser utilizado pelos

pr6prios produtores para avaliar a situagdo sanit6ria dos animais relativamente a

mastites. Apesar de o fndice de Youden indicar o grau 1+ como ponto cut off,

sugere-se a utilizagdo da reacgSo V como limite entre um teste positivo e um

negativo, visto que mais de 50% das glAndulas que exibiram esta reacgdo

apresentaram infec96o intramam6ria bacteriana.

O agente etiol6gico de mastite ovina mais frequentemente identificado foi

Staphylococcus epidermidis, o qual foi isolado de 25"/o das amostras de leite de

animais com MC e de 30,4/" das amostras referentes a ovelhas com MSC.
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De uma forma geral, as esp6cies de Staphylococci coagulase negativas foram

responsdveis por 42,9"/" dos casos de MC e por 70,1o/o das ocorr6ncias de MSC.

Staph. aureus foi isolado de 17,9"/" das amostras de leite provenientes de casos

de MC e de 6,2o/o das relativas a casos de MSC, Este aspecto 6 impoftante em

termos de sa0de prlblica. Uma vez que a MSC n6o 6 detect6vel sem o auxflio de

meios auxiliares de diagn6stico, passando despercebida aos produtores, o leite

de animais afectados, contendo os respectivos microrganismos respons6veis, 6

introduzido na cadeia alimentar.

Al6m dos mencionados, merecem destaque os seguintes agentes etiol6gicos de

mastite ovina isolados durante o presente estudo:

Arcanobacterium pyogenes foi isolado a partir de 4 amostras de leite proveniente

de ovelhas com MC (14,3"/o) e de 2 amostras de animais com MSC (0,6%).

Apesar de n5o ser frequente o seu envolvimento na patologia da glAndula

mam6ria ovina, este microrganismo 6, aparentemente, muito patog6nico, tendo

induzido uma resposta inflamat6ria muito exuberante.

Streptococcus agalactiae pode provocar MC e MSC em ovelhas. Este

microrganismo foi isolado a partir de 2 amostras de leite (7,1"/") de animais com

MC, e de 15 amostras (4,2%) recolhidas a animais com MSC. Apesar de ser

pouco frequente a sua associag6o com mastites ovinas, pode provocar suftos de

MSC com uma prevalGncia elevada. No presente trabalho, representou 40% dos

agentes etiologicos de MSC isolados em um dos efectivos estudados. As

infecg6es intramamdrias por Streptococcus agalactiae provocam involugSo dos

dcinos e fibrose do tecido inter-alveolar com consequente perda de fungdo

secretora nas lactag6es seguintes. Al6m deste aspecto, os isolados em estudo

revelaram ser menos susceptivel ir penicilina do que habitualmente 6 referido na

bibliografia.

As esp6cies de Enterococci representaram 4,60/o dos agentes etiol6gicos de MSC,

tendo Enterococcus faecalis correspondido a 3,4"/". A associagSo destes

microrganismos a MSC em ovelhas pode ser relevante em termos de safde

prlblica, visto que se revelaram muito resistentes aos agentes antimicrobianos
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avaliados, podendo eventualmente transferir genes de resistCncia a outros

microrganismos no leite ou mesmo no tubo digestivo do consumidor.

As esp6cies de Corynebacteria foram respons6veis por MSC em 18 ocasi6es,

representando 5,1% dos agentes etiol6gicos desta forma de afec96o. Por6m, o

seu efeito sobre a glAndula mam6ria ovina induziu uma resposta inflamat6ria

pouco exuberante.

Pseudomonas aeruginosa provocou um dos casos de MC e foi respons6vel por

2,3"/" dos casos de MSC, tendo estado presente em cinco dos rebanhos

estudados. A sua elevada resist6ncia aos agentes antimicrobianos e o seu poder

patog6nico conferem-lhe especial relevAncia como causador de mastite ovina.

Relativamente d susceptibilidade dos agentes etiol6gicos de mastite ovina aos

agentes antimicrobianos, os isolados de Staph. aureus revelaram-se mais

sensfveis ir penicilina do que 6 habitualmente referido na bibliografia, ao contr6rio

dos isolados de Strep. agalactiae, que exibiram menor susceptibilidade do que 6

habitual. Este facto assume particular importdncia face d recomendagSo de

utilizagSo de penicilina para erradicar mastites causadas por este microrganismo

em efectivos de bovinos leiteiros (PyorAldi, 2OO2), devendo a abordagem

terapOutica ser re-equacionada no caso de efectivos ovinos.

As esp6cies de SCN, em geral, e de Staph. epidermidis, €ffi especial,

apresentaram um pertil de resist6ncias aos antibi6ticos superior aos isolados de

Staph. aureus. Este aspecto pode contribuir para a elevada frequ6ncia destes

agentes etiol6gicos de mastite em ovelhas.

De salientar,6 o facto de terem sido isoladas estirpes de Sfaph. epidermtdrc e de

Staph. aureus resistentes d meticilina.

As esp6cies de bacilos Gram-negativos estudadas revelaram-se particularmente

resistentes aos agentes antibacterianos, tendo as esp6cies de Enterococci

evidenciado menor susceptibilidade ao conjunto de antibi6ticos incluidos no

presente estudo.

Os resultados sugerem que o antibi6tico cloxacilina poder6 ser o antibi6tico de

primeira escolha para o controlo de mastite ovina. A associagSo deste principio
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activo com um antibiotico aminoglicosideo em preparag6es medicamentosas

podere ser bastante valiosa para o tratamento e profilaxia de mastites em

ovelhas. A gentamicina revelou ser o antibiotico deste grupo com melhor acgdo

face aos agentes patog6nicos estudados. Por6m, a utilizagSo de neomicina

poder6 ser a escolha mais correcta, visto que, ao contr6rio da gentamicina, n5o

deprime a fagocitose. O agente antimicrobiano aconselhado para segunda

escolha poderS ser a cefuroxima.

Para an6lises clinicas e como indicador terap6utico, o teste de sensibilidade aos

antibi6ticos de Sfaph. aureus e de Staph. epidermidrs poder6 ser feito utilizando o

m6todo de difus6o, que apresentou resultados relativamente fi6veis. Contudo, a

determinagdo da concentragdo inibit6ria mfnima pode fornecer indicag6es mais

precisas e necess6rias para estudos de din6mica de susceptibilidade dos agentes

etiol6gicos de mastite ovina.

De acordo com os resultados obtidos, a cultura em agar vermelho do Congo 6 um

m6todo fidvel para avaliar a produgdo de biofilme em estirpes de Staph.

epidermidis, visto que o efeito da expressSo fenotipica das col6nias em CRA na

produgSo de biofilme, quando analisado pelo teste das microplacas, 6 altamente

significativo (P< 0,001). Por outro lado, o m6todo das microplacas, vulgarmente

chamado m6todo quantitativo, ndo se revelou adequado para quantificar a

capacidade para produzir esta matriz extracelular, embora possa servir como

teste qualitativo, ou seja, com o mesmo valor que a cultura em CRA.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que a capacidade para

produzir biofilme in vitro por Staph. epidermidis n6o influencia a resposta

inflamat6ria na glAndula mam6ria, pois as diferengas de produgdo de zoogleia

entre as classes do TCM/MC ndo apresentaram diferengas significativas. De

acordo com os resultados, a referida capacidade tamb6m ndo interfere com a

capacidade para as bact6rias aderirem a c6lulas do epit6lio mam6rio em cultura.

As estirpes de Staph. epidermidis causadoras de mastite ovina exibiram

capacidade para aderir a c6lulas epiteliais de glAndula mam6ria in vitro. Por6m, a

maior ou menor aptiddo revelada pelos diferentes isolados n5o influenciou a
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reacAao produzida na glAndula mameria, de acordo com os resultados

observados no TCM.

Ndo foi possivel, no presente estudo, identificar estirpes de Staph. epidermidis

causadoras de mastite ovina que sejam produtoras de superantig6nios.

Foram identificadas protefnas de Staph. epidermidis respons6veis por mastite,

que sdo reconhecidas por imunoglobulinas presentes no sangue e no leite de

ovelhas. Por6m, as proteinas com pesos moleculares 35-37 kDa, que s6 foram

reconhecidas, de uma forma insistente, por anticorpos existentes no leite e ndo no

sangue, poderdo eventualmente ser consideradas como antig6nios vacinais se os

anticorpos por si induzidos forem efectivamente protectores.

Quanto A resposta imunol6gica humoral resultante da infecgdo da gl6ndula

mam6ria ovina por Staph. epidermidis, ndo se verificou haver reacgdo sist6mica

em animais com mastite, comparativamente a animais sauddveis. por6m, a

resposta humoral local foi evidente, tendo-se verificado em animais infectados a
presen9a de lgA capaz de reconhecer mais epitopos do que os reconhecidos por

lgA de animais ndo infectados. Al6m disso, apenas se registou a presenga de lgG

especlfica para proteinas de Staph. epidermrdr.s nas secreg6es mam6rias de
animais infectados.

Apesar de, no leite de ovelha, a lgG ser a imunoglobulina existente em maior
quantidade, os resultados obtidos n6o permitiram verificar a presenga de lgG

especffica para Staph. epidermrdis em animais livres de infecgso intramam6ria.

Nos ruminantes, a substituigSo da lgA, como imunoglobulina predominante, por
lgG 6, provavelmente, resultante de uma adaptagdo evolutiva ir privag6o da
passagem de anticorpos para o feto, atrav6s da placenta (Kehrli e Harp, 2OO1). A
fungSo principal da lgG no leite 6, portanto, a protecgdo da cria atrav6s da
imunidade materna, transmitida passivamente da mde ao rec6m-nascido atrav6s
do leite e ndo a protec96o da glAndula mamdria. Segundo Berthon e Salmon
(1993), os anticorpos presentes nas secreg6es mamdrias possuem uma
especificidade dominante para os antig6nios e microrganismos presentes no

tracto digestivo da mde e chang e coraboradores (1991) sugerem que s6o
segregados principalmente por plasm6citos de origem intestinal.
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A presenga de lgG especffica para as protefnas estafiloc6cicas no sangue e nio

no leite, das ovelhas sauddveis, poderd dever-se ao facto de o sistema de homing

selectivo para os tecidos n6o reconhecer a probabilidade de aqueles antig6nios

aparecerem na glAndula mamdria, visto que este local 6 est6ril. Por6m, existe lgA

especifica nos mesmos animais. Os resultados obtidos neste trabalho,

confrontados com diversos factos referidos na bibliografia consultada, sugerem-

nos um modelo explicativo que apresentamos (Fig. 9).

No soro sangufneo das vacas e das ovelhas, a lgGl corresponde a cerca de 47"/"

das imunoglobulinas presentes e a lgG2 representa cerca de 37"/o. Pofianto,

existem em quantidades relativamente equivalentes. Contudo, no leite, a lgGl

representa perto de75"/o e a lgG2 equivale a mais ou menos 5% (Butler, 1998).

Durante um processo inflamat6rio a lgG2 6 transportada para o leite pelos

neutr6filos (Sordillo et a1.,1997), os quais possuem receptores espec(ficos que se

ligam unicamente d fracaSo FC das lgG2 (Tizard, 2004). Por outro lado, ap6s um

estfmulo inflamat6rio, apesar de aumentar a passagem passiva de proteinas

s6ricas para o leite, otransporte activo de lgGl 6 inibido (Lascelles, 1979) e, na

gl6ndula totalmente involu[da, ndo h6 transporte activo de lgG1 (Colditz e Watson,

1985). Estes factos sugerem-nos que a IgGl que existe no sangue n6o 6

importante para fazer face d infecgSo na glAndula mam6ria e que a sua fungdo

ser6 outra, enquanto a lgG2 6, provavelmente, fundamental para combater os

agentes invasores.

V6rios autores referem, relativamente a agentes etiol6gicos de mastite, que a

capacidade de lgG2 para opsonizar antig6nios 6 muito superior i apresentada por

lgGl (Caffin e Poutrel, 1988; Watson, 1989; Sutra e Poutrel, 1994). Rainard e

poutrel (1gg3) referem que no sangue dos ruminantes adultos hd opsoninas

dirigidas contra quase todas as bact6rias causadoras de mastite. No entanto, o

leite da glAndula mam6ria sd tem uma fraca actividade opsonizante, que aumenta

durante a reacgdo inflamat6ria. A infusdo local da glAndula mam6ria de ovino

tamb6m induz um aumento do poder opsonizante do leite,

O facto de, neste estudo, os animais saud6veis apresentarem apenas no soro

sangu[neo, e ndo no leite, lgG especifica para proteinas de Staph. epidermidis,

sabendo que a lgG, principalmente a lgGl , 6 a imunoglobulina que existe em
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maior quantidade no leite de ovelha, sugere-nos a hip6tese de a fracgso de lgG

do sangue, que apresenta especificidade para os antig6nios estafilococicos, ser

lgG2. Neste trabalho, por6m, n6o fizemos a detecgso individualizada de cada

subclasse de lgG.

De acordo com a hipotese que sugerimos, a dinAmica da lgG entre o sangue e a

glAndula mamdria poderia ser explicada do seguinte modo (Fig. 9).

Sangue
IgGl

especifica para Ag do
intestino (GALT)?

IgG2
especifica para Ag
da pele (SALT)?

Gldndula
SA

Sfntese
I locala (
't' | 'lr'go'

VgGI

IgGl Gldndula
infectada

lgA

Figura 9: Modelo proposto

para explicar a dinAmica de imunoglobulinas na glAndula mamdria ovina

No sangue, a lgGl tem especificidade sobretudo para antig6nios intestinais e, ao

ser transportada para a glAndula mamdria, tem como principal fungSo a protecgSo

do rec6m-nascido ruminante, o qual possui receptores especificos nos enterocitos

que permitem o transporte activo da lgGl e n5o da !gG2 (Berthon e Salmon,

!nf lamaESo
Def esa
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1993). Assim se justifica que a lgGl s6rica seja transpoftada activamente para a

glAndula mameria em grandes quantidades, principalmente durante a produgSo

de colostro. A lgG2 com especificidade para as protefnas de Staph. epidermidis 6

transportada, ligada aos neutr6filos, apenas durante a inflamagdo, altura em que

ocorre uma leucodiapedese acentuada e a acumulagdo de neutrofilos na glAndula

mam6ria.

A explicagSo para a diferenga de especificidade entre as duas subclasses de lgG,

no sangue, poder6 advir do facto de os plasmocitos que produzem cada um dos

isotipos provirem de diferentes locais. Actualmente acredita-se que o sistema de

imunidade local da glAndula mamdria nos ruminantes pertence ao sistema

imunologico da pele (SALT) e n6o ao sistema imunol6gico do intestino (GALT),

como acontece nos monogdstricos (Kehrli e Harp,2001). Assim, a lgGl no

sangue pode ser produzida, essencialmente, por plasm6citos provenientes de

linfocitos B estimulados nas placas de Peyer e, poftanto, com especificidade para

os antig6nios do intestino, sendo a lgG2 segregada por c6lulas procedentes do

SALT com especificidade para antig6nios da pele, onde os estafilococos

coagulase negativos predom inam.

A produgdo pelos plasmocitos de Uma ou outra classe, ou subclasse, de

imunoglobulinas depende das citoquinas, produzidas por linfocitos T helper, que

activam promotores especfficos na c6lula B, oS quais dirigem o enzima

recombinase para uma ou outra posigdo, de forma a induzir a mudanga de classe

de lgM para lgG1, ou lgG2 ou lgA, etc (Tizard,2004). A mudanga de classe (c/ass

switching) d6-se geralmente nos centros germinativos dos orgSos linf6ticos

secunddrios, onde se produzem as c6lulas de mem6ria, poftanto, a maior parte

dos linf6citos B, quando sdo libertados destes centros germinativos para a

corrente linf6tica, j6 estSo cometidos a produzir determinado isotipo (Ahmed e

Gray, 1996). A produgdo de diferentes citoquinas nas placas de Peyer do intestino

e nos linfonodos perif6ricos poder6 justificar a razdo para se produzirem

diferentes c6lulas efectoras, c6lulas produtoras de lgGl de origem intestinal e

c6lulas produtoras de lgG2 com origem na pele.

A hip6tese apresentada poderd explicar a aus6ncia de lgG, especffica para os

antig6nios associados a mastite, no leite de ovelhas saud6veis. Apos infecgdo
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intramam6ria, al6m do afluxo de lgG2 especifica proveniente do sangue, haver6

produgSo loca!, principalmente, de lgA e de lgGl especificas para combater os

agentes invasores. Ap6s imunizagdo local na glAndula mam6ria bovina, verificou-

se a produgdo local de lgGl e de lgA, visto que o aumento destas

imunoglobulinas foi superior nas glAndulas inoculadas em relagdo ds glAndulas

ndo inoculadas, e foi detectada a presenga de quantidades apreci6veis de

linfocitos B produtores destes dois isotipos nos tecidos mam6rios, embora

tamb6m tenham sido observadas c6lulas produtoras de !gG2 e lgM (Chang et al.,

1e81).

V6rios autores referem que a imunizagSo intramam6ria produz uma resposta mais

protectora do que a vacinagSo utilizando outras vias de inoculagdo dos antig6nios

(Chang et al., 1981 ; Smith et al., 1999). Os resultados deste trabalho indicam que

s6 atrav6s de uma vacinagdo local se poderd obter uma populagSo de c6lulas

produtoras de lgG na glAndula mam6ria, o que provavelmente permitird uma

resposta mais rdpida ap6s invasSo por agentes de mastite.

Estes resultados sugerem, tamb6m, um pape! fundamental da lgA na defesa da

glAndula mam6ria ovina (Fig. 9), visto que 6 a imunoglobulina, presente no leite

de ovelhas sauddveis, que manifesta especificidade para o principal agente

etiol6gico de mastite nesta esp6cie. A exclusdo imunit6ria, de agentes

patog6nicos na glAndula mam6ria, pode eventualmente ser potenciada se for

aumentada a quantidade de lgA na glAndula mamdria.

Os estudos sobre estimulagdo imunol6gica da glAndula mam6ria em ruminantes

t6m-se direccionado para a produgdo de lgG2 e !FN-y, tendo como objectivo

aumentar a opsonizagdo, melhorando a fagocitose. Os resultados obtidos no

presente trabalho levam-nos a propor uma forma de estimulagdo direccionada

para o aumento da IgA. Trabalhos recentes de Leitner (2005), efectuados em

bovinos, indicam que s6 6 posslvel obter lgA especffica na gldndula mam6ria

atrav6s da imunizagdo local. O autor sugere que as c6lulas de mem6ria s6o

bloqueadas na gldndula estimulada, nio atingindo a corrente sanguinea nem a(s)

glAndula(s) n6o estimuladas. De acordo com esta hip6tese, apenas atrav6s da

imunizagdo local ser6 posslvel ampliar a resposta de lgA na glAndula mamdria.
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Al6m da imunizagfio local, parece-nos interessante sugerir a utilizagSo da via

intrad6rmica ou aplicagdo dos antig6nios por escarificagSo, para vacinagSo dos

animais. Com efeito, partindo do principio, actualmente aceite, de que as

imunoglobulinas com especificidade para os antig6nios importantes na glAndula

mam6ria prov6m de linf6citos B pertencentes ao SALT, esta estrat6gia poderd

aumentar o nlvel de lgG2 especifica no sangue e/ou de lgA especifica na

glAndula mam6ria, se a hip6tese de Leitner (2005) n6o se aplicar a ovinos.
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6.2 - PERSPECTIVAS

As conclus6es retiradas do trabalho que apresentamos revelaram-nos a urgEncia

de assumir um papel proactivo no controlo de mastites em ovelhas e sugerem-nos

linhas de investigagSo que nos parecem relevantes para evoluir no conhecimento

dos mecanismos de infecgSo dos agentes etiol6gicos e dos mecanismos de

defesa da glAndula mam6ria.

Os resultados da nossa investigagdo devem beneficiar o sector alvo deste estudo,

atrav6s da disseminag6o de conclus6es, da formagdo de produtores de leite de

ovelha e de apoio consultivo e laboratorial. Alguns aspectos claramente

identificados ao Iongo deste trabalho deverdo ser debatidos e corrigidos para se

atingir um n[vel sanitdrio elevado das glAndulas mam6rias e, consequentemente,

melhorar a produgSo e a qualidade do leite produzido.

Assim, poder6 ser desenvolvido um trabalho de apoio a produtores de leite,

consistindo em ac96es de formagdo em que serSo aconselhadas medidas de

prevengSo de mastites, designadamente 11] verificagSo frequente do

funcionamento e manutengSo do equipamento de ordenha, [2] utilizagdo regular

do TCM para controlo continuo do estado sanitdrio das glAndulas mam6rias dos

animais, advertindo sobre o facto de um TCM positivo implicar baixa produgdo e

md qualidade do leite e aconselhar a utilizagdo de um ponto cut off baixo, [3]

implementagEo de medidas de higiene na ordenha e utilizagSo do tratamento de

secagem. E necessdrio, tamb6m, informar os produtores sobre o prejuizo para os

consumidores inerente ao uso n5o prudente dos agentes antimicrobianos e do

impacto negativo que alguns microrganismos causadores de MSC t6m sobre a

safde pfblica, devido ao seu poder patog6nico para o consumidor ou a

possibilidade de disseminar genes de resist6ncia a antibi6ticos.

Quanto aos trabalhos de investigagSo que julgamos ser a sequ6ncia l6gica dos

estudos realizados, propomo-nos t1] estender o estudo para avaliagdo da

capacidade para produzir biofilme em Staphylococcus epidermidis ao estudo

gen6tico dos isolados j6 avaliados, [2] avaliar a capacidade de Staph. epidermidis
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para invadir c6lulas do epit6lio mamerio, atrav6s de estudos in vitro com

alterag6es ao protocolo utilizado neste trabalho, nomeadamente tempo de

incubagdo mais prolongado e aplicagdo de substAncias alternativas d lisostafina

para lisar as bact6rias aderentes is c6lulas, [3] identificar mol6culas de adesdo a

c6lulas epiteliais em Staph. epidermidis, segundo o m6todo "ligand-binding

assaf', descrito por Vilela (1993), com o objectivo de avaliar a utilizagdo de

adesinas como antig6nios vacinais, cujos anticorpos especlficos poderio actuar

contrariando a colonizagdo (lgA) e potenciando a fagocitose atrav6s da

opsonizagdo (lgG), l4l estudar comparativamente as respostas imuno!6gicas

correspondentes a diferentes vias de inoculagSo de antig6nios, com especial

interesse na via intrad6rmica, atrav6s de ensaios rn vivo, e averiguar a eficiOncia

imunog6nica das proteinas identificadas neste trabalho, tal como a efic6cia

protectora dos respectivos anticorpos, [5] investigar a reacgdo imunol6gica

humoral, local e sist6mica, d infecgSo experimental da glAndula mam6ria com

Staph. epidermidis, com o objectivo de esclarecer o modelo proposto para

explicar a dinAmica de imunoglobulinas na glAndula mamSria.
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Tabelas anexas

ANEXOS

Anexo 1 -TABELAS ANEXAS

Tabela l: RelagSo entre os resultados do TCM e respectivos resultados das
andlises bacterio169icas nos diferentes efectivos

Ef TCM-pos v
An6!ises

+
An6lises

++
Andlises

+++
Anilises

pos neq DOS neq pos neg DOS neq

1 25 0 0 0 1 1 0 8 6 2 16 14 2

2 30 0 0 0 2 1 1 9 7 2 19 14 5

3 2A 2 0 2 7 6 1 5 4 1 14 13 1

4 68 1 0 1 21 17 4 21 13 8 25 23 2

5 6 0 0 0 4 3 1 0 0 0 2 2 0

6 10 2 2 0 4 3 1 2 2 0 2 2 0

7 3 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0

I 2 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0

I 17 5 2 3 7 6 1 5 5 0 0 0 0

10 4 0 0 0 2 2 0 2 2 0 0 0 0

11 19 0 0 0 I 5 3 10 5 5 1 1 0

12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

13 31 4 2 2 7 6 1 11 11 0 9 I 0

14 35 6 3 3 6 5 1 11 6 5 12 10 2

15 36 4 4 o 7 7 0 11 11 0 14 14 0

16 40 7 1 6 6 5 1 14 6 I 13 6 7

17 36 21 16 5 8 I 0 5 5 0 2 2 0

18 23 11 3 8 5 4 1 2 0 2 5 5 0

Tot 413 64 34 30 97 80 17 118 85 33 134 115 19
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Tabelas anexas

Tabela VI: Efectivo, animal, glAndula, reacgdo ao TCM e respectivo
microrganismo isolado

Efectivo An5lise n" Gl6ndula TCM Microrganismo(s) isolado(s) _
1

1

1

1

1

1

1

1

'l

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

'l

1

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

1D
2D
3D
3E
4D
5D
5E
6D
6E
7D
7E
8D
8E
9D
9E

10D
10E
11 D

11 E

12D
12E
13D
13E
14D
14E
15D
15E
16D
16E
17E
18D
19E
20E
21 D

22E
23?
24?
25D
25E
26D
26E
27D
27E
28D
28E
29D
29E
30D
30E
31 D

N

3+

3+

3+

3+

3+

2+

2+

3+

3+

3+

3+

2+

2+

1+

3+

3+

MC

MC

MC

MC

MC

MC

2+

2+

2+

2+

3+

3+

MC

MC

3+

MC

3+

3+

MC

MC

1+

2+

MC

3+

2+

2+

3+

3+

MC

3+

3+

MC

3+

N

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis

N

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis + S. lentus

N

S. aureus + Strep. dysgalactiae

S. lentus

Strep. agalactiae + Strep. adiacens

S. epidermidis + Strep. equinus (bovis)

N

N

N

N

S. epidermidis

Strep. agalactiae

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis

S. hyicus

S. epidermidis

S. aureus

S. aureus + Strep. equinus (bovis)

N

A rcan obacte ri um pyogenes

N

N

Proteus sp.

Coryn. sp.

S. epidermidis

Enterococcus faecalis

S. epidermidis

S. epidermidis

A rca n obacte ri u m py oge n es

S. hyicus

S. epidermidis

S. aureus

S. epidermidis
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Tabelas anexas

Efectivo An6lise n" Glindula TCM Microrqanismo(s) isolado(s)

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

4

31 E

32D
32E
33D
33E
34D
34E
35D
35E
36D
36E
37D
37E
38D
38E
39E
40D
41 D

42D
43D
ME
45E
46D
47E
48D
49D
50D
51 E

s2E
53D
54D
55D
55E
56D
57D
57E
58D
58E
59E
60D
61 D

62D
63D
64D
65D
66D
67E
68E
69D
70D
70E
71 D

72D

2+

2+

2+

3+

3+

3+

3+

3+

3+

3+

2+

2+

1+

2+

3+

3+

3+

3+

3+

3+

MC

MC

MC

2+

2+

MC

3+

3+

3+

3+

3+

1+

3+

3+

3+

3+

3+

2+

1+

1+

2+

3+

3+
'l+

1+

3+

3+

2+

1+

V

1+

1+

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis + S. rylosus
S. epidermidis

N

S. epidermidis

S. epidermidis

S. simulans

Pseudomonas aeruginosa

N

S. epidermidis

S. simulans

S. epidermidis

S. epidermidis

N

N

S. xylosus

N

N

N

S. simulans

S. aureus

S. chromogenes

S. xylosus

A rcan obacte ri u m pyogen es

S. simulans

N

S. xylosus

S. epidermidis

M a n n h e i m i a h ae mo lytica

S. epidermidis

S. simulans

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis

S. xylosus

S. xylosus

Strep.equinus (bovis)

S. epidermidis

N

A rcan o bacte ri u m pyoge n es

Pseudomonas aeruginosa

S. epidermidis

S. epidermidis

Arc a n obacte ri u m pyoge n es

Pseudomonas aeruginosa

S. simulans

N

N

N

S. hyicus + S. simulans

S. rylosus
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Tabelas anexas

Efectivo An6lise no Gl6ndula TCM Microrqanismo(s) isolado(s)

72E
73D
74D
74E
75D
76E
77D
78D
78E
79D
800
80E
81 D

81 E

82D
83E
84D
85E
86D
87D
87E
88D
88E
89E
90D
90E
91 D

91 E

92D
93D
93E
94D
94E
95D
96E
97D
97E
98D
98E
99D

100 E

101 D

102 E

103 E

104 D

1ME
105 D

105 E

106 E

107 D

107 E

108 D

109 E

2+

1+

3+

3+

1+

1+

2+

3+

3+

2+

2+

2+

3+

2+

1+

3+

1+

1+

1+

1+

1+

1+

1+

2+

2+

1+

1+

2+

1+

1+

2+

2+

3+

2+

1+

2+

3+

2+

2+

2+

2+

2+

1+

2+

1+

1+

3+

3+

1+

3+

2+

3+

3+

N

S. hyicus

S. hyicus

S. chromogenes

N

S. hyicus

S. hyicus

S. rylosus + S. hyicus

S. hyicus

S. xylaus + S. hyicus

N

N

S. rylosus
N

S. xylosus

S. epidennidis

S. rylosus
S. hyicus

S. epidermidis

S. simulans

S. hyicus

N

S. simulans

S. rylosus

S. rylosus
S. rylosus
N

S. rylosus
S. hyicus

S. epidermidis

N

S. hyicus

S. chromogenes

S. xylosus

S. rylosus
S. epidermidis

S. hyicus

S. simulans

S. xylosus

S. rylosus
N

S. wameri

S. xylosus

S. epidermidis

S. xylosus

S. rylosus
S. simulans

S. epidermidis + S. xylosus

N

S. chromogenes

N

S. epidermidis

S. rylosus
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Tabelas anexas

Efectivo An6lise no Glindula TCM Microrganismo(s) isolado(s)

110 E

111 D

112 E

113 E

114 D

115 E

116 E

117 D

118 E

't19 D

120 D

120 E

121 E

122 E

123 D

123 E

124 D

125 E

126 D

127 D

135 E

136 E

137 D

138 D

139 E

140 D

140 E

141 D

142 D

142 E

143 E

144 E

145 E

146 D

147 E

148 E

149 D

150 E

151 D

151 E

152 E

153 E

154 D

154 E

155 D

155 E

156 D

1s6 E

157 D

158 E

159 D

159 E

160 D

3+

3+

3+

3+

3+

3+

3+

3+

3+

3+

3+

2+

3+

1+

1+

3+

1+

1+

3+

2+

3+

1+

MC

MC

2+

1+

3+

1+

1+

2+
'l+

V

2+

1+

2+

1+

1+

MC

1+

2+

1+

1+

1+

2+

2+

2+

S. aureus

S. xylosus

S. simulans

S. epidermidis

S. aureus

S. chromogenes

N

S. aureus

S. hyicus

S. rylosus
N

N

S. rylosus
N

N

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis + S. warnei

S. hyicus + S. sp.

S. hyicus

S. rylosus
S. epidermidis + S. xylosus

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis + S. xylosus

S. epidermidis

S. epidermidis

S. caprae

N

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis

S. hyicus

N

S. simulans + Strep. acidominimus

S. simulans

S. aureus + Strep. equinus (bovis)

Pasteurella multocida

Strep. zooepidemicus

S. epidermidis

S. aureus + S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis

S. hyicus

S. epidermidis

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

S. simulans

N

Pseudomonas aeruginosa

N
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Tabelas anexas

Efectivo An6lise no Glindula TCM Microroanismo(s) isolado(s)

I
I

10
't0

10

10

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

161 D

162 D

163 E

1UE
16s D

166 D

167 D

168 E

't69 E

170 D

171 E

172 E

173 D

174 E

175 D

176 D

177 E

178 E

179 D

180 E

181 D

182 D

182 E

183 D

184 D

184 E

185 D

185 E

186 D

186 E

187 D

187 E

188 D

188 E

189 E

190 D

190 E

191 D

191 E
't92 D

192 E

193 D

194 D

194 E

195 E

196 E

197 D

197 E

198 D

198 E

199 D

200 E

201 E

V

1+

2+

2+

1+

1+

2+

1+

1+

2+

1+

2+

1+

2+

2+

1+

2+

2+

2+

MC

1+

2+

3+

1+

2+
'l+

MC

MC

1+

2+

V
'l+

V

2+

MC

2+

1+

2+

3+

3+

1+

2+

2+

2+

2+

3+
'l+

3+

3+

3+

2+

3+

N

N

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis

S. epidermidis

S. simulans

N

S. epidermidis

S. epidermidis

S. wamei
N

S. hyicus

S. hominis

N

S. epidermidis

S. epidermidis + Strep. acidominimus

N

S. chromogenes

P seu d omon as ae rugi n osa

S. xylosus

N

S. epidermidis

N

N

N

S. aureus + S. hyicus

Strep. sp.

S. epidermidis

S. epidermidis

Enterococcus faecalis

Enterococcus taecalis

N

N

Strep. agalactiae

Strep. agalactiae

S. aureus

Strep. agalactiae

Strep. agalactiae

S. epidermidis

S. epidermidis + S. hyicus

Strep. agalactiae

Strep. agalactiae

Lactococcus lactis

S. aureus

S. aureus

S. epidermidis

N

Strep. agalactiae

Strep. agalactiae

Strep. agalactiae

S. epidermidis

S. aureus
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Tabelas anexas

Efectivo An6lise n" Glindula TCM Microrganismo(s) isolado(s)

13

13

13

13

13

13

13

13

14

14

14

14

14

14

14

't4

14

14

14

14

14

14

14

14

14

14

14

14

't4

14

14

14

14

14

14

14

14

14

14

't4

14

14

14

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

202 D

203 D

203 E

204 D

204 E

205 D

206 D

206 E

207 D

207 E

208 D

209 D

209 E

210 E

2',t1 D

2't1 E

212 D

212 E

213 E

214 D

214 E

215 D

216 E

217 D

218 E

219 D

220 E

221 D

222 D

222 E

223 E

224 D

224 E

225 D

226 D

227 E

228 E

229 D

229 E

230 D

231 E

232 D

233 D

268 D

268 E

269 D

269 E

270 D

270 E

271 D

271 E

272 D

272 E

1+

2+

3+

2+

1+

V

3+

MC

3+

3+

2+

V

1+

2+

2+

3+

3+

2+

2+

3+

3+

3+

1+

3+

1+

3+

3+

2+

1+

1+

3+

3+

2+

2+

2+

1+

2+

2+

1+

1+

3+

3+

2+

3+

2+

2+

3+

3+

Strep. agalactiae

S. epidermidis

Strep. agalactiae

S. epidermidis + S. capitis

S. epidermidis

Strep. agalactiae

Strep. agalactiae

Arcanobacterium pyogenes + S. xylosus

Lactococc us I acti s c rem o ri s

Strep. agalactiae

N

N

N

S. xylosus

Enterobacter sp.

S. rylosus
N

S. epidermidis

S. epidermidis

N

N

S. simulans

N

S. intermedius

S. epidermidis

S. simulans

S. simulans

S. capitis

Aerococcus viridans

S. epidermidis + Strep. mitis

S. rylosus
S. cohnii

Coryn. sp.

Aerococcus viridans

S. xylosus + S. cohnii

S. hyicus

S. simulans

N

Strep. agalactiae

N

N

S. epidermidis

N

S. aureus + S. xylosus

Enterococcus faecalis

Serratia marcescens

Serratia marcescens + S. xylosus

Enterococcus faecalis

S. aureus + S. chromogenes

Enterococcus faecalis + Aerococcus viridans

S. aureus

Aerococcus viridans

S. chromogenes
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Tabelas anexas

Efectivo An6lise no GIindula TCM Microrganismo(s) isolado(s)

15 273 E 3+ Enterococcuslaecalis

15 274 E 1+ S. epidermidis + S. simulans

15 275 E 2+ Enterococcusfaecalis

15 276 D V S. rylosus
15 276 E 2+ Pseudomonasaeruginosa

15 277 D 1+ S.xylosus+Coryn.sp.

15 278 D 1+ S. epidermidis

15 279 E V S. rylosus
15 280 D 2+ S. epidermidis

15 280 E 2+ S. epidermidis + S. rylosus
15 281 E 2+ S. simulans

15 282 D 3+ Escheichiacoli

15 282 E 1+ Enteroc@cus duians

15 283D Y Enterococcusfaecalis

15 284 D 1+ S. simulans

15 284 E V S. epidermidis

15 285 D 3+ S. aureus

15 285 E 2+ Enterococcustaecalis

15 286 D 3+ S. aureus

15 287 D 3+ S. epidermidis

15 287 E 2+ S. epidermidis

15 288 E 2+ S. chromogenes

15 289 D 3+ S. xylosus + S. chromogenes

15 289 E 3+ S. epidermidis

15 290 D 3+ S. aureus

15 290 E 3+ Enterococcusfaecalis

16 291 D 1+ N

16 291 E 1+ N

16 292E 1+ N

16 293D 2+ N

16 293E 3+ N

16 294 D 3+ Enterococcustaecium

16 294E 2+ N

16 295 D 2+ S. epidermidis

16 295E 2+ N

16 296 D 3+ S. aureus

16 296E 3+ N

16 297D 3+ N

16 297E 3+ N

16 298 D 3+ S. epidermidis

16 299 D 3+ S. rylosus
16 299E 2+ N

'16 300 D 2+ S. epidermidis

16 300 E 1+ Coryn. jeikeium

16 301 D 2+ S. epidermidis + Enterococcus faecium
't6 302D V N

16 302E V N

16 303D 2+ N

16 303E 2+ N

16 304 D 3+ S. epidermidis

16 305D V N

16 305E V N

16 306D V N
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Tabelas anexas

Efectivo An5lise no Glindula TCM Microrqanismo(s) isolado(s)

16 306 E 2+ S. rylosus + S. warneri

16 307D 3+ N

16 308 E 'l+ N

16 309D 1+ N

16 309 E 2+ S. rylosus
'16 310 D 3+ N

16 310E 2+ N

16 31 1 D V S. rylosus + S. hominis + Coryneb. sp

16 311E V N

16 312 D 3+ S. rylosus
16 312 E 2+ N

16 313 E 2+ S. warneri

16 314D 3+ N

16 314E MC N

17 315 D V S. epidermidis

17 315 E V S. epidermidis

17 316 D 2+ Enterococcusdurans

17 317 E 3+ S. xylosus + Strep. sp.

17 318 D 2+ Coryn. glucoronolyticum + bacilo -

17 318 E 1 + S. sciui + Coryn. gluc. + Aeroc. vir.

17 319D V N

17 319E V N

17 32O E 1+ S. epidermidis

'17 321 D 1+ S. xylosus

17 321 E V N

17 322 D V S. capitis

17 323 D V S. epidermidis

17 323 E V S. rylosus + Coryn. accolens

17 324 E 2+ S. epidermidis + Escherichia coli

17 325 E 2+ bacilos -

17 326 E V S. xylosus

17 327 D V S. lentus

17 327 E V S. lentus + S. sciuri

17 328 D 1+ Coryn. striatum-amycolatum (gr.F2)

17 328 E 1+ S. epidermidis + S. lentus

17 329 D 1+ S. lentus

17 329 E V S. lentus + Ccoryn. jeik. + Coryn. gluc.

17 330 D Y Coryn. jeikeium

17 330 E V S. epidermidis + Coryn. jeikeium

17 331 D V Coryn. jeikeium

17 332 D V S. xylosus + Coryn. gluc.

17 332 E Y Coryn. gluc. + Coryn. striat/amyc.

17 333D V N

17 334 D 1+ S. xylosus + S. sp

17 334E V N

17 335 E 3+ S. aureus

17 336 D 1+ S. sciui
17 336 E V S. aureus + Coryn. gluc.

17 337 D V S. epidermidis + S. capitis

17 337 E 2+ S. epidermidis

18 338 D 3+ Strep. suis

18 339 D 1+ S. xylosus

18 340 D 3+ S. simulans
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Tabelas anexas

Efectivo An6lise no Glindula TCM Microrqanismo(s) isolado(s)

18 341D 2+ N

18 341E 2+ N

18 U2 E 3+ S. wameri

18 343 D 1+ S. rylosus
18 U4D V N

18 345 D V S. rylosus
18 345 E V S. rylosus + S. caprae

18 346D V N

18 346E V N

18 U7D V N

18 348E V N

18 349 D 3+ S. aureus

18 350D 1+ N

18 350 E V S. wamei
18 3s1D V N

18 351 E 1+ Enterococcusfaecalis

18 352E V N

18 353 D 1+ Micrococcus luteus

18 354 D 3+ S. aureus

18 3s4E V N
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Tabelas anexas

Tabela Vl!: Relagdo entre a reacAao ao TCM/MC e o microrganismo respons6vel

An. Bacteriol6gica Total s 7o 1+ o/o 2+ o/o 3+ o/o MC o/o

Staphvl ococc u s epi de rm id i s 96 6 6,25 22 22,92 27 28,1 3 36 37,50 5 5,2',1

Staph. xvlosus 39 4 10,26 't3 33,33 12 30,77 10 25,64
Staph. hvicus 18 2 11,11 6 33,33 3 16,67 7 38,89
Staph. simulans 21 5 23,81 7 33,33 8 38,1 0 1 4,76
Staph. chromooenes 8 3 37,50 5 62,50

Staph. wameri 5 1 20,00 1 20,00 2 40,00 1 20,00
Staph. lentus 3 1 33,33 1 33,33 1 33,33
Staph. capitis 2 50,00 1 50.00
Staoh. sciui 1 1 100

Staph. cohnii 1 1 100

Staph. hominis 1 'l 100

Staoh. canrae 1 1 100

SCN (cult. pura) 196 15 7.65 51 26.02 56 28.57 67 34,18 7 3,57
cultura mista de SCN+SCN 23 5 7 4 7
cultura mista de SCN+Strep 5 1 2 1

cultura mista de SCN+Coryn. 6 4 2

staDh. aureus (cult. Dura) 18 4 22,22 12 66,67 2 11,11

StaDh. aureus (cult. mista) 8 1 12.50 2 25.00 2 25,00 3 37,50

StaDh. aureus fiolall 26 1 3,85 2 7,69 4 15,38 14 53,85 5 19,23

StaDh. intermedius 1 1 100
Micrococcus luteus 1 1

'100

Streptococc us agal acti ae (pura) 16 6,25 3 "t8,75 5 31.25 6 37.50 6.25

Strep. ao a I acti ae (total ) 17 1 5,88 3 17.65 5 29.4'l 6 35.29 2 11,76

Strep. dvsoalactiae 1

Strep. equinus (bovis) 3 2 1

Streo- acidominimus 2 1

Strep. zooepidemicus 1 1

Strep. mitis 1 1

Strep. suis 1 1

Strep. sD. 2 1 1

Streptococci (lolal\ 28 2 7,14 6 21,43 6 21,43 10 35,71 4 14.29

Enterococcus spp. (cult. pura) 14 2 14,29 4 28,57 5 35,71 3 21.43

Enteroc. spp. (total) 16 2 12,50 4 25,00 7 43.75 3 18,75
Aerococcus viridans (cult. oura) 3 3 100

Aeroc. viridans ftolal\ 5 '| 20,00 1 20,00 3 60,00

Lactococcus lactis 2 1 50,00 1 50,00

Arcan obacte i u m pvoqenes (ouro\ 5 2 40,00 3 60,00

A. pvooenes ftolal\ 7 3 42,86 4 57.14

C. olucoronoMicum 6 3 2 1

C. ieikeium 5 4 1

C. accolens 1 1

Corunebacterium qr.F2 2 1 1

Corunebacterium sp 4 1 2

Corynebacrerium (cult. pura) 7 1 4
Corunebacrerium (cult. mista) 11 I 2

C o rv n e b a ct e r i u m (tolal\ 18 10 55,56 6 33,33 1 5,56 1 5,56
Pseudom. aeruoinosa I 1 11,11 1 11,11 3 33,33 3 33,33 1 11 11

Mannheimia haemolytica 1 100

Pasteurella multocida 1 1 100

Escherichia coli 1 1 100

Proteus sp. 1 1 100

Serratia marcescens 2 2 100

Enterobacter sp. 1 1 100
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Tabela Vlll: Resultados das leituras do mStodo quantitativo para a produgSo de biofilme

lsolado
Dia l Dia2 Dia 3

DO-1 DO-2 DO-3 M6dia Cot N Valor DO-1 DO-2 DO-3 M6dia Cont N Valor DO-1 DO-2 DO-3 M6dia Cont N Valor

2D 0.066 0,083 0,064 o.071 o.222 -0.15 0.05 0,088 0,043 o.o47 0.283 -o.237 0.1392 0,1367 o.'t609 0.1456 o.247 -0.101

3D 0,073 0,056 0,093 o.074 o.222 -0.15 0.065 0,06 o,074 0,066 0.283 -o.217 0.16 0.1555 0,0811 0.158 o.247 -0.089

3E 0.103 0.137 0,089 0,'t 10 o,222 -0.'t I 0.101 0.065 0.067 0,066 0,283 -o.217 0.0999 0.0796 0,0874 0,089 o.247 -0.158

4D 0.065 0.062 0.066 0,064 0,222 -0,16 0,072 0.1 19 0.079 0,090 0,283 -o.193 0.0761 o.0754 0,068 0,073 0,247 -o.174

5D 0.19 0.'t 58 o.177 0.175 0.222 -0.05 o.114 o.o72 o.o7 0.085 0.283 -0,198 o.089 o.112 0,113 0,10s 0,222 -o.117

6D 0.055 0.061 0.063 0.060 0.222 -0.16 0,086 0,066 o.064 0.072 0.283 -0,211 0,0637 0.0648 0.0803 0.070 0,575 -0.505

6E 0,071 0.0s9 0.082 o.071 0.222 -0.15 0,049 0,09 o.098 0.057 0.283 -o.227 0,0875 o.1272 o.0833 0.085 0.247 -o.162

7D 0,059 0,052 0.0M o.058 o.222 -0.16 0,0s2 0,049 0.167 0.051 0.283 -0.233 0,0689 o,0674 o.o7a7 0.072 o.247 -0,175

7E 0.091 0,08 0,066 o.079 o.222 -o.14 0.15 0,049 0,081 o.116 o.283 -0.'t68 0.1251 0,074 0.1176 0.106 0.247 -0,141

8E 0.063 0.08 0,082 0,075 0,222 -0.15 0.092 0.131 0.058 o.112 o.283 -o.172 0.0788 0,0736 0,0944 0.082 o.247 -0,165

9D 0.064 o ()61 0.o44 0,056 o,222 -o.17 0.06 0.046 0.046 o.051 0.283 -o.232 0.0953 0,1037 0,0932 o_o97 0.575 -o.478

9E o.073 0.o74 0.077 0,075 0,222 -0_'t 5 0.057 0.05'l 0.075 o.061 o.283 -o.222 0.1023 0.0997 0.0832 o.o95 o.247 -o.152
't0 D'l 0.092 0.081 0.071 0,081 0,222 -o.14 0.049 o.o74 0,06 o.061 0,283 -o.222 o.0972 0.0893 o_o931 0,093 o.247 -0.154

12 E1 0.058 0.115 0.094 0.105 0.222 -0.12 o.14 0.1 59 0.07 0.150 0,283 -0,134 o.0842 0.08 0.0758 0,080 0,247 -o.167

15D 0,057 0,055 0.'t 09 o.056 0.222 -0.17 0,041 0,049 o.o47 0.046 0,283 -0.237 0,1 01 9 0.1055 0.1099 0.106 0,247 -o.14'l

16D 0,061 0,056 0,06 o.059 o.222 -0.16 0.046 0,043 0,048 0.046 0.283 -0.237 0,0831 0,0998 o.1023 0.095 0.247 -0,152

16E 0.043 0,046 0,045 0,045 o.222 -0.18 0.M9 0.048 0,055 0.051 0.283 -o.232 0,0796 0,0699 o.0854 0.o78 o.247 -0.169

17E 0.05 0.044 0,054 0,049 o.222 -o.17 o.o72 0.059 0.047 0.059 0.283 -o.224 0.0888 0,0774 0.0839 0.083 o.247 -0.164

18D 0.053 0,053 0,073 0,060 0,222 -o.16 0.049 0,045 0.044 0,046 0.283 -o.237 0.0806 0.0858 0,0769 0.081 0.575 -0.494

20E o.059 0.069 0.057 0,062 0,222 -0,16 0.062 0.0s3 o.124 0,058 o.283 -o.226 0.0952 0,0847 o,1276 0.'t03 o.247 -0.145

27D 0.057 0.059 0.084 0.067 0,222 -0,16 0.055 0.o57 0.059 0,057 0,283 -o.226 o.1095 0.1397 0,1014 0,1'17 o.247 -0.130

28D 0.061 0.064 o.054 0.060 0.222 -0,16 0,059 0.051 0.068 0.059 0,283 -o,224 o.o97 0.1065 0.0885 0,097 0,247 -0.150

28E 0,057 0.053 o.062 o.057 o.222 -0.16 0,o72 0.08 0.057 0.070 0.283 -0,213 0.1 929 o.1332 0.1313 0,152 0,247 -o.095

30D 0,052 o.061 0.059 0.057 o.222 -0,16 0,1 o.069 o.121 0.111 0,283 -0,173 o.16/.2 o.'t177 o.0729 0.141 0.247 -o.'t06

31 D 0,092 0,083 0.054 o.o88 o.222 -0.13 0,052 0,057 0.053 0.054 0.283 -0.229 0,0813 0.138 0.0749 0.078 o.247 -o.169

31 E o ()61 0.064 0,063 o.063 o.222 -o.16 0.045 0,o44 0,045 0.045 0.283 -0,238 0,0683 0,0665 o.0854 0.073 o.247 -o.174

32D 0.06 0.056 0.049 0,055 0,222 -o.17 0.057 0,0s3 0,058 0.056 0.283 -o.227 o.1072 0,1303 0.0955 0.111 0.247 -0,136

32E 0.053 0.05 0.065 0,056 0,222 -o.17 0.052 0.055 0.047 0,051 0.283 -o.232 0.1076 0.0634 0,0686 0.080 o.247 -0.167

33 D2 0.066 o.068 0.068 0.067 0,222 -o.15 0.062 0.099 0,068 0,076 o.283 -o.207 0.16 0.1343 0,136 0.'t43 0.575 -o.432

33E o.055 0.075 0.093 o.074 0,168 -0,09 0.07'l 0.071 0.052 0,065 o,257 -o.192 o.0748 o.0757 01275 0,093 0.575 -o.48,2

UE 0,069 0.059 0.053 0.060 0,1 68 -0,11 0,049 0.056 0.064 0,0s6 o.257 -0.201 o.0695 o.o745 o,0725 0,072 o.247 -o.175

37D 0.112 0,082 0,057 o.070 0.1 68 -0.10 0,066 0,105 o.148 o.127 0.257 -0.131 0.1433 o.1725 0.1548 0,157 0,575 -o.418

38E 0,053 0.104 0,078 o.066 0.1 68 -0.'t0 o.061 0,081 o.o77 0.073 o.257 -0,184 o,0778 0.0795 0.0662 0.075 0.247 -0,173

53D 0.065 0,083 0.116 o,o74 0.168 -0.09 o.257 -0.257 o.1527 0,1472 0.1163 0.139 0.575 -0,436

86D 0.081 0.o72 0.077 o.o77 0.168 -o.09 o.257 -0.257 0,1454 o.0762 o.0796 0.078 0.218 -0.140

93D 0.071 0.096 0.09 0,086 0.168 -o.08 0.048 0.049 0,049 0.049 o.257 -0.208 0.'t335 0,1515 o.2985 0.143 0.575 -0.433

97D o.059 o.05 0.06 0,0s6 0,168 -o.11 0.14 0.102 0.058 o,121 o.257 -0.136 o.1144 0.1151 0.1159 0.115 o.218 -0.103

103 E 0,061 0.o57 0.063 0.060 0.168 -0,11 o,257 -o.257 0.0979 0.0666 0.1027 0,089 o.218 -0.129

l\)
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Tabela Vll!: Resultados das leituras do m6todo quantitativo para a produgSo de biofilme

lsolado
Dia 1 Dia2 Dia 3

DO-1 DO-2 DO-3 M6dia Cot N Valor DO-1 DO-2 DO-3 M6dia Cont N Valor DO-1 DO-2 DO-3 M6dia Cont N Valor

2 D 0.066 0.083 0.064 0.071 o.222 -0.15 0.0s 0.088 0,043 o.047 0,283 -o.237 0.1392 0.1367 0.1609 0.'t456 0.247 -0,101

3 D 0.073 0.056 0_093 o.o74 o.222 -0.1 0.065 0.06 0.074 0.066 0,283 -o,217 0.'t6 o.1555 o.081 0.158 0.247 -0,089

3 E 0,103 0,137 0,089 0.1't0 o.222 -0.11 0.10'l 0.065 0.067 0,066 0.283 -0.217 0,0999 o.0796 0.0874 0.089 0.247 -0,158

4 D 0.065 0,062 0,066 0,064 0,222 -0.16 o.o72 0.1 19 o.079 0.090 0.283 -0,193 0.0761 0,0754 0,068 o.073 o.247 -0.174

5 D 0.19 0.1 58 0.177 0,175 0.222 -0,05 0,114 o.o72 0.07 0.085 0.283 -0.198 0,089 o.'t12 0,113 0,105 o.222 -o.117

6 D 0.055 0.061 0.063 0.060 o.222 -0,16 0,086 0,066 o.064 o.o72 o.283 -o.211 0.0637 0,0648 0.0803 0,070 o.575 -0.505

6 E 0.071 0.059 o.o82 0.071 0.222 -0,15 0,049 0,064 o.098 0.057 o.283 -o.227 0.0875 0.1272 0.0833 0,085 o.247 -0.'t62

7 D 0.059 0.052 o.064 0.058 o.222 -0,16 0,052 0,049 0,167 0,051 o.283 -0.233 0.0689 o.0674 o.0787 0.072 0,247 -0.'t75

7 E 0.091 o.08 0.066 o.079 o.222 -0.14 0.15 0.049 0,081 0,116 0,283 -0.'t68 0.1251 o.o74 0.1176 0.106 o,247 -0,141

8 E 0,063 0,08 0,082 0.075 o.222 -0.15 0.092 0.131 0.058 o.112 0,283 -0,172 0.0788 o.0736 o.0944 0.082 0.247 -0,16s

I D 0,064 0,061 o,oM 0,056 o.222 -o.17 0.06 0.046 0.046 0.051 0.283 -0,232 0,0953 o.1037 0.0932 o.097 0.575 -o.478

I E 0,073 0.074 o.o77 0,075 o.222 -0.15 0.057 0.051 o.075 0.061 0.283 -0,222 0,1023 o.0997 0.0832 o.095 o.247 -o.152

10 D1 0,092 0.081 o.071 0,081 0,222 -0.14 0.049 o.o74 0.06 0.061 0.283 -0.222 0.0972 0,0893 0.093'l o.093 o.247 -0.154

12 E1 0.058 0.115 0.094 0,105 o,222 -0.12 0,14 0_159 o.o7 0.150 0.283 -0.134 0,0842 0,08 0,0758 0,080 o.247 -0.167

15 D o.057 0.055 0.109 0.0s6 o.222 -0.17 0,041 0,049 0,047 0.046 o.283 -o.237 0.'t019 0.1055 0,1099 0,106 o,247 -0.141
't6 D 0.06'l 0.056 0.06 0.059 o.222 -0.16 0,046 0,043 0,048 0,046 o.283 -o.237 0.0831 0.0998 0.1023 0.095 0.247 -0,152

16 E 0,043 0.046 0.o45 0.045 o.222 -0.18 0.049 0,048 0,055 o.051 o.283 -o.232 0.0796 0.0699 0.0854 0.078 0.247 -0,169

17 E 0,05 o.oM 0.os4 0.04s o.222 -o.17 o.o72 0.059 o.u7 0,059 o.283 -o.224 0.0888 o.o774 o.0839 0.083 0.247 -0,1il
18 D 0,053 0,053 0,073 0.060 o.222 -0.16 0.049 0.045 o.044 0,046 0,283 -o,237 0.0806 o.0858 o.0769 0.081 0.575 -0,494

20 E 0,059 0,069 0,057 0,062 o,222 -0.16 0.062 0.053 o.124 0.058 0.283 -0.226 0,0952 o.0847 o.1276 o.103 0.247 -0.145

27 D 0.057 0,059 0,084 0.067 o.222 -0,16 0.055 0.o57 0.059 0.057 0.283 -o,226 0,1095 o.1397 0.1014 o.117 o.247 -0.130

2A D 0.061 0.064 0.054 0,060 o.222 -0,16 0,059 0.05'l o.068 0.059 0.283 -0.224 0.097 0,1065 0,0885 o.097 o.247 -0.150

2A E 0.o57 0.053 0.062 0.057 o.222 -0.'t6 0,o72 o.08 o.057 0.070 o.283 -o.213 0,1929 0.1332 0,1313 o.152 o.247 -0.095

30 D 0.052 0.061 0.059 0.057 o.222 .0,16 0,1 0,069 o.121 0.111 o.283 -0.173 0.1il2 o.1177 0,0729 0.141 o.247 -0.106

31 D o.092 0.083 0.054 0.088 0.222 .0,13 0,052 0,057 0,053 0.054 0.283 -o.229 0.0813 0.138 0.0749 0,078 0,247 -0.'t69

31 E o.061 0.064 0.063 0.063 o.222 -0.16 0,045 0.o44 0,045 0,045 0.283 -0.238 0.0683 0.0665 0.0854 0.073 0.247 -0.'174

32 D 0,06 0,056 0,049 0.055 o.222 -o.17 0.057 0.053 0.058 0,056 0,283 -o.227 o.1072 o.1303 0.0955 0.111 0.247 -0.136

32 E 0,053 0,05 0,065 0,056 o,222 -o.17 0.052 0.055 o.047 0.051 0,283 -o,232 0.'t076 o.0634 0.0686 0.080 0.247 -0.167

33 D2 0,066 0,068 0,068 0,067 o.222 -0.'t 5 0.062 0.099 o.068 0.076 0.283 -o.207 0,16 o.1343 0.136 o.143 0.575 -0.432

33 E 0.055 0.075 0.093 0.074 0,168 -0,09 0.071 0.071 o.052 0.065 0.257 -0,192 0.0748 o.o757 o.1275 0.093 0.575 -o.482

34 E 0.069 0.05s 0.053 0.060 0,168 -0,11 0,049 0.056 o.064 0.056 0.257 -0.201 0,0695 o.0745 o.0725 o.o72 o.247 -0.175

37 D o.112 0.082 0.057 0.070 0.168 -0.10 0,066 0,105 o.148 o.127 o.257 -0.131 0,1433 o.1725 0,1548 0,157 0.575 -0.418

38 E 0,053 0.104 0.078 0.066 o.'t68 -0.10 0.061 0,081 0,077 0.073 o.257 -0.184 or78 0.0795 0.0662 0,075 0,247 -0.173

53 D 0,065 0,083 0.'t 16 o.o74 o.158 -0.09 o.257 -o.257 1527 0.1472 0.1163 0.139 0,575 -0.4it6

86 D 0.081 0.072 o.o77 o.o77 o.'t6 -0.09 o.257 -o.257 o.1454 o.o762 0.0796 0,078 0.218 -0,140

93 D 0,071 0,096 0,09 0,086 o.'t 68 -0.08 0.048 0.049 0.049 0,049 o.257 -0.208 0.1335 o.15't5 0.2985 0.143 0.575 -0,433

97 D 0.059 0.05 0.06 0,056 0,1 68 -0.1'l o.14 0.'t02 0.058 o.'t21 o.257 -0.'t36 o.1144 o.1151 o.1159 o.115 0.218 -0,103
't03 E 0.061 0.057 0.063 0.060 0,168 -o.'l 0.257 -0.257 0,0979 o.0666 o.1027 o.089 o.214 -0.129

tu
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lsolado
Dia 1 Dia2 Dia 3

DO-1 DO-2 DO-3 M6dia Cot N Valor DO-'l DO-2 DO-3 M6dia Cont N Valor DO-1 DO-2 DO-3 M6dia Cont N Valor
242 E o.o7 0.049 0.054 o.058 0.096 -o.04 o.136 0,141 0,189 0,155 o,276 -0,121 0.0651 0.065 0.0769 0.069 0.218 -0.149
243 D 0.045 o.o47 0.043 o.045 0,096 -0,05 0,057 0,049 0,072 0,059 o.276 -0,217 0.0869 0,1148 0,1912 0.101 0.218 -0.117
243 E 0.049 0.049 o,047 0,048 0,096 -0,05 0,075 0,079 0.079 0,078 0.276 -0,198 o.1M7 0.0984 0.2948 0.122 0.651 -0.529
253 D o.045 o.()46 0,048 0.046 0.096 -0,05 0,143 0,176 o.171 0.163 0.276 -0.113 0.0647 0.0603 0.0601 0.062 0.218 -0.156
253 E 0,045 0.05 0,045 o.047 0.096 -0.05 0.1 09 0.08 0.143 0.111 o.276 -0.165 0.0673 0.1 1 56 o.1042 0.110 o.218 -0.108
256 D o.041 0.046 0.0s6 0.048 0.096 -0.05 0.067 0.057 0.064 0.063 o.276 -0.213 0.0616 0.0604 0.0648 0.062 0.218 -0.'t56
256 E 0.963 0.891 1.423 1.O92 0.096 1.O0 0.1 68 o.283 o.322 0.303 o.276 o.o27 3.2431 3.0869 4 3,M3 0,218 3,225
257 D 0.048 0.049 0.049 o.049 0.096 -0.0s 0.061 0,054 0,087 0,067 o,276 -0,209 0,3711 0,3231 0,3286 0,341 0,651 -0.310
274 E1 3.002 1.931 2.'t3 2.354 0,175 2,18 0,605 0,il1 0,52 0,589 0,276 0,313 4 4 4 4,000 0,394 3,606
278 D o.124 o.117 0.132 o.124 0,175 -0,05 0,083 0,065 0.066 0,071 o.276 -0,205 0.4577 0,4519 o 4541 0.456 0.651 -0.195
280 D 2.725 2,381 2,654 2,587 0,175 2.41 1,299 1,331 1.552 1,394 0.276 1,1 18 4 4 4 4.000 0,394 3.606
280 E2 0,066 0.057 0,055 0,059 0.175 -o.12 0,082 0.062 0.101 0.082 0.276 -0.194 0.1091 0.1438 0.178 o.144 0.394 -o.250
284 E 0,059 0.053 0.051 0.054 0.175 -o.12 0.136 0.108 0.219 o.122 o.276 -0.154 o.1642 0.2386 0.'t657 0.165 o.394 -o.229
287 D 2.256 2.873 2.11 2.413 0.175 2.24 1.125 1.O21 1.O72 1.073 0.'t 34 0.939 3.5966 3.3193 3.'t835 3.366 o.394 2.972
287 E 1.O44 o.674 1.561 1.303 0.175 1.13 1.029 1.353 1.219 1.204 0.'t34 1.066 3.7077 4 4 3.903 o.394 3.509
289 E 0.094 0.079 0.054 o.076 o.175 -0.10 0.198 0.'t 't 8 0.113 0.'t 15s o.134 -0.019 0,1492 o,144 0,1449 0,146 0,394 -0,248
295 D 0.068 0.o49 0.0s o.0s6 0, 75 -o,12 0,099 0,099 0,115 0,104 0,134 -0,030 0,o757 o.0,674 0.1 1s3 o.o72 0,394 -o.322
298 D o,047 0,064 0,071 0,061 0, 75 -0,11 0,123 0,108 0,107 0,113 0,134 -0,021 0,0902 0.2444 0.2914 0.268 0.394 -0.126
300 D o.047 0,052 0.o72 0,057 0, 75 -o.12 0.1 58 0.1s4 0.11s 0.142 0.134 0.008 0.1534 0.1573 0.141 0.1 51 0.651 -0.500
301 D1 0.062 0,054 0.041 0.052 0. 75 -0.12 0.095 o.115 o.124 o.113 o.134 -0.021 o.0665 0.097 0.0932 0.086 0.394 -0.308
304 D 0.043 0.075 0.048 0.055 0. 75 -o.12 o.127 o.093 0.069 o.110 o.134 -o.o24 o.1885 0.1026 0.'t591 0.150 o.651 -o.501
31s D 0,038 0.04 0.062 o.o47 o. 75 -o.13 't.203 o.479 o.542 0.511 o.134 o.377 o.105 o.224 0.139 o.122 o.222 -o.'to0
315 E 0.09 0.159 0.055 o.073 0. 75 -o.'t0 o.o74 o.113 0.062 0.068 o.134 -0.066 o.0718 1.0473 0.0818 o.o77 0.394 -o.317
320 E o.19 o.24 0.06 o.2't5 o.'175 o.04 0,0s 0_091 0,094 o.o92 0,134 -0,o42 0,0956 0,11 0,1299 0,112 0,651 -0,539
323 D 0.053 o.o47 0,053 0,051 0, 75 -0,12 0,066 0,081 0,085 o.077 0,134 -0,057 0,1026 0,0772 0.0754 0,085 0,394 -0.309
324 E2 o.o87 0,049 0,335 0,068 0, 75 -0.11 0.766 0,534 0,535 0.612 0,134 0.478 0,0625 0,0631 0.0639 0.063 0.394 -0.331
328 E2 0,137 0.052 0.055 0,054 0. 75 -0.12 0.716 1.398 1,591 1.235 0,134 1,10'l 0.0834 o.o772 1.8715 0.080 o.394 -o.314
330 E1 0,19 o.24 0.06 o.215 0. 75 0.04 1.004 1.152 2.042 1.108 0.134 0.974 0.067 0.113 0.061 0.064 o.222 -o.158
337 D'l 0,037 0.043 0.04 0.040 0. 75 -0.14 0.054 0.138 0.208 0.133 0.134 -0.001 o.1 289 0.0768 0.3812 0.103 o.394 -o.291
337 E 0.253 o.273 0.314 o.280 0.175 o.11 1.025 0.359 1.603 1.317 o_134 1.183 o.5572 o.0734 0.3151 0.31s o.394 -o.o79
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Tabelas anexas

Tabela lX: Resultado do TCM e produgSo de zoogleia de acordo com os m6todos

qualitativo e quantitativo

lcallr{ae Efectivo
ReacAao

TCM

Teste

qualitativo

Teste

quantitativo

165 D 10 1+ V s0

166 E 10 1+ V s0

169 D 11 1+ V <0

170 D 11 2+ V s0

176 D 11 1+ V <0

177 E1 11 2+ V <0

182E 11 3+ V <0

186 D 13 'l+ V <0

186 E 13 2+ V <0

192 D 13 3+ V <0

192E2 13 3+ V <0

197 D 13 3+ V s0

200 E 13 2+ P >0

203 D 13 2+ V <o

20/.D1 13 2+ V so

204 E 13 1+ V <0

212E '14 2+ V >0

213 E 14 3+ V s0

218 E 14 3+ <0

222E2 14 3+ V s0

232D 14 2+ P >0

234D 11 r) 2+ V s0

235 D 11 r) 2+ V <0

239 D3 11 (.) S P >0

242E 11 C) 1+ V <0

243D 11 r) 2+ V <0

243 E 11 (.) 2+ V <0

253 D 13 (.) 2+ V s0

253 E 13 (.) 2+ V <0

256 D t3 r) 2+ V s0

256 E 13 C) 3+ P >0

257 D 13 (.) S V s0

274 E1 15 1+ P >0

278 D 15 1+ V <0

280 D 15 2+ P >0

280 E2 15 2+ V <0

284E 15 S V s0

287 D 15 3+ P >0

lsolados Efectivo
ReacA6o

TCM

Teste

qualitativo

Teste

quantitativo

20 1 3+ V s0

3D 1 3+ V <0

3E 1 3+ V <0

4D 1 3+ V <0

5D 1 3+ <0

6D 1 2+ V <0

6E 1 3+ V s0

7D 1 3+ V s0

7E 1 3+ V <0

8E 1 2+ V s0

9D 1 2+ V s0

9E 1 1+ V <0

10 D1 1 3+ V <0

12 E1 'l MC V s0

15D 1 2+ V s0

16D 1 3+ V <0

16E 1 3+ V <0

17E 1 MC s0

18D 1 MC V <0

20E 1 MC V <0

27D 2 2+ V s0

28D 2 3+ V <0

28E 2 3+ V <0

30D 2 3+ V s0

31 D 2 3+ V <0

31 E 2 2+ V <0

32D 2 2+ V s0

32E 2 2+ V s0

33 D2 2 3+ V <0

33E 2 3+ V s0

UE 2 3+ V <0

37D 2 2+ V s0

38E 2 3+ V <0

53E 3 3+ V s0

86D 4 1+ V s0

93D 4 1+ V <0

97D 4 2+ V <0

103 E 4 2+ V s0
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Tabelas anexas

108 D 4 3+ V <0

113 E 4 3+ V <0

123E 5 1+ V <0

125 E2 5 1+ V <0

136 E1 6 3+ V s0

139 E1 6 1+ V <0

140 D 6 MC V <0
't40 E 6 MC V <0

142E 6 3+ V <0

143 E 6 1+ V <0

lME 6 1+ V <0

151 E I 1+ V <0
't53 E I 1+ V <0

154D I 2+ V <0

155 E I 1+ V <0

163 E 10 2+ V <0

164E 't0 2+ V s0
(.)- lsolados provenientes duma segunda colheita
V-col6niavermelha; P-Col6niapreta; <0-resultadoinferiorouigual azercempelomenos2
dos 3 dias; > 0 - resultado maior que zero em pelo menos 2 dos 3 dias (Tabela Vlll)

287 E 15 2+ P >0

289 E 15 3+ V <0

295 D 16 2+ V <0

298 D 16 3+ V <0

300 D 16 2+ V <0

301 D1 16 2+ V <0

304 D 16 3+ V <0

3t5 D '17 S V <0

315 E 17 S V <0

320 E 17 1+ V <0

323 D 17 S V <0

324E2 17 2+ V s0

328E2 17 1+ V <0

330 E1 17 S V >0

337 D1 17 S V <0

337 E 17 2+ V >0

no anteri ormente amostrado
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Tabela X: Resultados dos ensaios de adesdo e invasdo de c6lulas BME por Staphylococcus epidermidis

lsolado Pogo

aorsAo
INVASAO

Adesdo d placa Ades6o a BME

DiluigSo Placa 1 Placa2 M6dia UFC/ml LOGlO /o Placa 1 Placa2 M6dia UFC/ml LOG1O UFC/ml Lisostafina

192 D 1 -2 166 178 172 8600 108 96 't02 51 00 26 0

192D 2 -2 227 207 217 10850 202 250 226 1 1300 22 0

192 D 3 -2 158 192 175 8750 9400 3,97313 1,49 236 193 214,5 10725 904't,67 3,95625 1,M 28 3

200 E 1 -2 370 353 361 ,5 18075 273 232 252,5 12625 lnc 24

200 E 2 -2 3',t2 295 303,5 15175 51 56 53,5 2675 137 31

200 E 3 -2 247 233 240 1 2000 15083,3 4,1785 1,19 376 376 376 1 8800 11366,7 4,05563 0,90 358 94

232D 1 -2 154 156 155 7750 149 120 134,5 6725 16 8

232D 2 -2 214 226 220 1 1000 113 111 112 5600 36 3

232D 3 -2 54 56 55 2750 7166,67 3,85532 2,24 108 98 103 5150 5825 3,7653 1,82 39 16

239 D3 1 -2 74 18 46 2300 11 78 44,5 222s 257 1

239 D3 2 -2 159 78 1 18,5 5925 76 60 68 3400 't8 0

239 D3 3 -2 81 122 101 ,5 5075 /1433,33 3,64673 2,86 163 102 132,5 6625 4083,33 3,61 101 2,63 28 0

256 D 1 -2 310 329 319,5 15975 123 115 119 5950 49 20

256 D 2 -2 345 349 347 17350 198 207 202,5 10125 279 2

256 D 3 -2 39 30 34,5 1725 1 1683,3 4,06757 0,90 262 224 243 12150 9408,33 3.97351 24 64

256 E 1 -2 323 346 334,5 't6725 143 153 148 7400 577 365

256 E 2 -2 348 346 347 17350 219 245 232 1 1600 710 615

256 E 3 -2 4s0 435 442,5 22125 18733,3 4,27262 2,07 266 256 261 13050 10683,3 4,02871 512 457

Branco 1 ND 0 2 NA 0 0

Branco 2 ND 0 0 NA 0 0

Branco 3 ND 0 0 NA 0 0

280 D 1 -2 38 80 59 2950 97 104 100,5 5025 57 5

280 D 2 -Z 103 113 108 5400 236 234 235 1 1750 153 15

280 D 3 -2 126 79 102,5 5125 4491,67 3,65241 1,17 181 193 147 9350 8708,33 3,93994 128 11



lsolado Pogo

ADESAO
INVASAO

AdesSo d placa AdesSo a BME

DiluigSo Placa 1 Placa2 M6dia UFC/ml LOG1O /o Placa 1 Placa2 M6dia UFC/ml LOG'|0 UFC/ml Lisostafina

280 E2 1 -2 361 378 369,5 18475 283 285 284 14200 96 53

280 E2 2 -2 414 399 406,5 20325 449 558 503,5 25175 447 lnc

280 E2 3 -2 400 446 423 21150 19983,3 4,30067 1,67 291 371 331 16550 18il1,7 4,27048 312 430

287 D 1 -2 0 71 35,5 1775 21 29 25 1250 31 12

287 D 2 -2 67 60 63,5 3175 21 38 29,5 1475 30 6

287 D 3 -2 u 6 20 1 000 1983,33 3,2974 0,39 30 25 27,5 1375 1366,67 3,13566 31 39

287 E 1 -2 161 113 137 6850 113 113 113 5650 56 148

287 E 2 -2 116 118 117 5850 106 68 87 4350 25 11

287 E 3 -2 137 125 131 6550 6416,67 3,80731 0,66 113 114 1 13,s 5675 5225 3,71809 12 0

304 D 1 -2 222 221 221,5 11075 84 85 84,s 4225 5 1

304 D 2 -2 211 213 212 10600 11 I 9,5 475 I 2

304 D 3 -2 353 373 363 181s0 13275 4,12303 0,40 110 126 118 5900 3533,33 3,54818 15 2

320 E 'l -2 286 287 286,5 14325 0 45 22,5 1125 't3 20

320 E 2 -2 272 238 255 12750 54 72 63 31 50 15 38

320 E 3 -2 201 197 199 9950 12U1,7 4,09137 2,60 82 89 85,5 4275 2850 3,45484 I 11

Cont + 1 -2 120 113 1 16,5 5825 70 88 79 3950 5 b

Cont + 2 -2 269 284 276,5 13825 173 145 1s9 7950 6 3

Cont + 3 -2 144 154 149 7450 9033,33 3,95585 0,74 143 124 133,5 6675 6191 ,67 3,79181 3 2

Cont - 1 -3 36 32 34 1700 38 54 46 2300 4e6 162

Cont - 2 -3 51 M 47,5 2375 82 66 74 3700 5e2 175

Cont - 3 -3 60 52 56 2800 2291,67 3,36015 0,10 58 96 77 3850 3283,33 3,51631 4e4 201

Branco 1 ND 0 NA NA 0 0

Branco 2 ND 0 o NA 0 0

Branco 3 ND 0 NA o 0
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lsolado Pogo

ADESAO
INVASAO

Ades6o d placa Ades6o a BME

DiluigSo Placa 1 Placa2 M6dia UFC/ml LOG1O Placa'l Placa2 M6dia UFC/ml LOG1O UFC/ml Lisostafina

280 E2 1 -2 361 378 369,5 18475 283 28s 284 14200 96 53

280 E2 2 -2 414 399 406,5 20325 449 558 503,5 25175 447 lnc

280 E2 3 -2 400 446 423 21150 19983,3 4,30067 1,67 291 371 331 16550 18641,7 4,27048 312 430

287 D 1 -2 0 71 35,5 1775 21 29 25 1250 31 12

287 D 2 -2 67 60 63.5 3175 21 38 29,5 1475 30 6

287 D 3 -2 34 6 20 1000 1983,33 3,2974 0,39 30 25 27,5 1375 1366,67 3,13566 31 39

287 E 1 -2 161 113 137 6850 113 113 113 5650 56 148

287 E 2 -2 116 118 117 5850 106 68 87 43s0 25 11

287 E 3 -2 137 125 131 6550 il16,67 3,80731 0,66 113 114 1 13,5 5675 5225 3,71809 12 0

304 D 1 -2 222 221 221,5 11075 84 85 84,5 4225 5 1

304 D 2 -2 211 213 212 10600 11 8 9,5 475 I 2

304 D 3 -2 353 373 363 18150 13275 4,12303 0,40 110 126 118 5900 3533,33 3,54818 15 2

320 E 1 -2 286 287 286,5 14325 0 45 22,5 1125 13 20

320 E 2 -2 272 238 255 12750 54 72 63 3't50 15 38

320 E 3 -2 20'l 197 199 9950 12341,7 4,09137 2,60 82 89 85,5 4275 2850 3,45484 9 11

Cont + 1 -2 120 113 1 16,5 5825 70 88 79 3950 5 6

Cont + 2 -2 269 284 276,5 1 3825 173 145 159 7950 6 3

Cont + 3 -2 144 154 149 7450 9033,33 3,95585 o,74 143 124 133,5 667s 6191,67 3,79181 3 2

Cont - 1 -3 36 32 u 1700 38 54 46 2300 4e6 162

Cont - 2 -3 51 44 47,5 2375 82 66 74 3700 5e2 175

Cont - 3 -3 60 52 56 2800 2291,67 3,36015 0,10 58 96 77 38s0 3283,33 3,s1631 4e4 201

Branco 1 ND 0 NA NA 0 0

Branco 2 ND 0 0 NA 0 0

Branco 3 ND 0 1 NA 0 0
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Tabola Xll: - Proteinas de Staphylococcus epidermdis reconhecidas por lgc no soro sanguineo das 4 ovelhas mastiticas e das 2
ovelhas ds controlo

Protelna
PM KD)

Extractos bacterianos
1-10D1 2-140 3-142 4-163 5-177 6-143 7-144 8-176 9-182 10-151 11-153 12-165 13-169 14-170

146-1s0 ...345 ....u ....3..5 ....3....6 .......6
132-140 ..4..6 ..2..4 ..2..4 ...4 ......45 ..2..45
120-120 ..4..6 123r'.56 ...3 123..5 123..5 123..5 123..5 123r',5 ......4 ...34 ..23/.5
105-1 16 ..3 ...4 ....4 ...-134 ..5 ...45 ..345 ..5

97
92 ,.2 ,.2
79-85-90 ..23/.56 ..2 ,,.45 ..5 ..23456 ..23r',5 ...u ..2
74-74 ..3 ...iJ ...3 ...3 ...3
70-75 ...6 ...6 ...6 ......6 ..........6 .........6 .6

66 ...5 ...5 .......5 5 ...45 ..2..45 ...45
6't -62 ..2 ..2
59-60 1....4..6 1....4..6 '12..4..6 1........6 1....4..6 .....4..6 ...4..6 1....4..6 1....4..6 12..4..6 12..4..6 12......6 12..4..6 12..4..6
57 ..23..56 ..23..56 ..23..5 ..23..5 ..23..s ..23..5 ...3..5 ...3..5 ..3..5 ..3..5 ..3..5 ...3..5 ...3..5 ...3..5
53-54 ..2......6 ..2 ..2 ,'2 ..3 ..2
48-50 ..234 ..23 ..23 ..2 ...3 ..234 ..34 .,4 ..2 ..2..4 ..2..4 ..2 ..2
46-47 ..5 ...5 ...5

45 ....u 1..345 1....45 1 1..U 1..3..5 1..3 1 ...5 1 .. . ...5 1......5 1 1 'l

43 ..2.. ..2 ..2....5 ..2....5 ..2....5 ........5 5 ...5 ...5 E

39-40 ...6 ..6
37-38 ...3 ...3..5 ....3..5 ....3..5 5 ....5 ....5 ..5 ..5 ..5
35
33 ,,2 ..2 ..2 .2 .,2
32 .,2 ..23 ...3 ,,23 ..23 ..5 ..23..5 ..23..5 ..23..5 ..23..5 ..23..5
30-31 1 I 1......5 1 1......5 1......5 1......56 ...56 1 1 1........6 1

29 ...56 ..2 ..2 .....56 .....56 56
25-26 ..23 ..23..56 ..23..56 ..23 ..2u..5ti ..23 ..23 ..23 ..23..56 ....3 ....3 ...3....6
24 ...56 ..6 ..6
21

20

1 a 4 -ovelhas mastrticas; 5 e 6 - ovelhas controlo
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Tabela Xlll: - Proteinas de Staphylococ:cus epidermdis reconhecidas por lgA no soro de leite das 5 ovelhas mastiticas e das 2
ovelhas de controlo

Proterna
PM (KD)

Extractos bacterianos
1-10D1 2-140 3-142 4-163 5-177 I 6-143 7-144 8-176 9-182 I 10-151 11-153 12-165 t3-169 14-170

146-164 ...4h 1....45..7 1....45..7 1....45..7 1....45..7 1 ..7 1....45..7 ......5 1..........7 ..7

128-143 ...4b .45 .....4 ..4 ..4 ,..4 ...4 ...4

120-137 1..3
109-1 16 ..7 ..........7 ..7 ..23......7 ..23......7 ....3......7

97 ..2 ..2 ..4 ..,.u ..2

84-91 -95 ...5 ...5 ..45 ....5 ...45 ..45 ...45 ..45 ..45 ..45 1....45 ..5 ...5

81-85 1 ..2 ..2 ...3
78-81 ..7
75-75-A2 ...4 ..4 .4 ....45 ...45 1......5 1

70-75 1 ... .... ..4.. 1....... 1..3....
66 1

60 1..3..5 1..3..5..7 ...3/'5..7 ...u....7 . . ..lJ4b ...4.. ...4 ..4 123/.5 123/,5 12345 12345 12345
57-59 ...3....67 1..3..s67 1..34..67 1..3..567 ...7 ...456r ...4567 ..56/ ...4..67 12U567 12U567 1234567 1234567 1..34567

53-55 ..2........7 ..2....5..7 ..5 ...5..7 ...5..7 ..5 ..2....5..7
48-50 ..45 ..5 ...5 E ..5 ....5 ..5 ....5 ....45 E ..45 ..45 ,..4
46-47 1........6 ..2..4..6 ..2..4..6 ..2......67 ..2..4..6 ...4..6 ..2..4..6 ......6 ..2......6 ..4..6 ...34..6 ..234..67 ..u..67 ..234..6

45 ..._4h 1......5..7 1..........7 1 1..3......7 ,,7 12........7 1..U....7 1..34....7 12........7 ...1J 1..3..5..7 1..3......7 123

41-43 ...45 1....45 1....45..7 1 ..7 E
1 1 ..7 1 ....7 1......5..7 .....5..7 1......5 1......5 ,..5

39-40 ...4 ...4 ......4 ...4 ..2 ..234 ..2:# ..234
36-37 ..34 ...34567 123456 't..345 1..3... ..,u ..4 ..23 ..7 ..23456 ..2M.. 1234 ...3....67
35 ..........67 ...4..67 ..4..67 ...4..67 ..4....7 ..2..456 ..2..456 .....4..6 ..4..67

31-32 ...5 ..567 ...567 ...45 ........5..7 ........5 ..,5 ..5 ...56 ..567 ...4567 ...45fj1 ..-..45fj1 ......4..67
29 ...3..5 ..5 ..5 ..5 .5 ........5 ...5 ...5 ..5 ...3..5 ...345 ..2....b ..2...-b

27 -.2 ..2 ..2 ..2 ..2 ..2 ..2 ,.2 ..2 .,2 ..2 ..2

26 123 123......7 123 12........7 123 123... 't23.. ..7 123......7 123.. ..7 123 123 123/. 123 123

21-22 5 .....456 ...456 ..45 ..5 ....56 .5 .......5 .....45 ...5 ..5 ...56 ..56

1 9-20 ...4 .,,4 ..4 ...4 ..._...5 .....45 ......4 ..45 ..45 ..45 ..4

1 a 5 - ovelhas mastrticas; 6 e7 -ovelhas controlo



Tabela XIV: - Protefnas de Staphylococcus epidermidis reconhecidas por lgG no soro de leite das 5 ovelhas mastfticas

Proteina
PM (KD)

Extractos bacterianos
1-10Dl 2-140 3-142 4-163 I 5-177 6-143 7-144 8-176 9-182 10-151 1 1-153 12-165 13-169 14-170

't46-164 ....3....5 _---5

128-143 ,,45 12345
120-137 .....5 't234s
109-116 ......4 ..._..4 ..2..4 ..2.4 12..4

97 ..345 ......45 ..2..4 ..2..4 1....4
84-91 -95 't..345 1..345 1..345 ..2 ..2..45
81-85 12345 ..4 ...45 ..4 ...45 ,,,.4 ....4
78-41 12345 1..3
75-79-82 1234 123 123....5 12......5 12..45
70-75 ...4 ......45 ......45 1....45

66
60 12345 12345 12345 12345 123..s 1..34s 1..345 1..345 ....3
59 12345 12345 12345 12345 1 12345 ..2..45 ..2..45 ..2.. 12345 12..45
57 1 123/,5 12345 12345 1..3....5
50-51 ....3....5 ....34s .345 ...345 ...45 ,.2 ,.2 1..345
48-50 1..345 t..345 1..345
46 123 ..2 ..2 ..2..45 ..2..45 ......4C .....4 ..2..45

45 12345 12345 12345 ...45 123/.5 ....iJ ....3....5 ....3 ....3 't..3
43
39-40

1....45 12..45 12..45 1._345
1 5

37 123..?5 12..45 ....355 ....3 ....3 ....3 ...3 1..3
35 1234 12..4 12..4 12..4 't2..45 ......45 1....45 12..45 12..4 12..4 2..4 12..4 12..4
33 ......4 ....4 ,,..4 ...4
32 ..2 ..2 .,2 ,,2 .2 ,.2 ,.2 ,.2
31 ..2 .3. .5 .2 ...5 ..23....5 ,.2 ..23....5 ..3....5 ..3....5 ..23....5 ..2 ..23 ..23 ..zJ ..23

29
27 E ...3....5 ...3....5 E E ....1J45 ....345 ....345 ....345
21 ....4C ......45 1..345 1..345 1..345
20 .....45 ........5 't..345 ....5 'I ..34s

1 a 5 - ovelhas mastfticas; Nota: n6o houve reconhecimento de epitopos por lgG no leite das ovelhas controlo

1\)(o
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Reagentes

Anexo 2 - REAGENTES E MEIOS DE CULTURA

Agar Vermelho do Congo (CRA)

Brain heart infusion broth (BHIB) (Oxoid, CM225) -37 g

Agar bacteriologico no 1 (Oxoid, L11) * 10 g

Vermelho do Congo (Merck, 101340) - 0,89

Agua destilada - 900 mL

Depois de autoclavar, juntar por filtragdo (0,2 pm)

Sacarose (Merck, 107651) - 50 g

Agua destilada - 100 mL

Tamp6o fosfato (PBS)

NaCl-8g
KCI- 0,2 g

NazHPOa - 1,15 g

KH2PO4 - 0,2 g

HzO destilada - 800 m

Acertar o pH7,4,e ajustar o volume a 1 litro

PBS-Tween - 0,05% (VA/) Tween 20 (Sigma, P-7949)

Meio de cultura para c6lulas

Ham's F-12 (lnvitrogen, 21765-029) - 200 mL

RPM|I640 (lnvitrogen,31870-025) - 115 mL

NCNT 135 (lnvitrogen, 41350-026) - 100 mL

FCS (lnvitrogen, 10270-106) - 50 mL

Lactose (Sigma, L-2643) * 0,5 g (em 5 mL de RPMI)

Lactalbumin hydrolysate (Sigma, L-9010) - 0,5 g (em 5 mL de RPMI)

GSH (Sigma, G-6013)- 1,2 mM (em RPMI)

L-ascorbic acrd (Sigma, A-4544) - 0,005 g (em 1 mL de RPMI)

Hydrocortisone (Sigma, H-0135) - 10 mL (de solugio SOpg/ml)

lnsulin (Sigma, l-1882) - 50 pL (de solugSo 10 mg/ml)

Antibiotic/antimycotic mx(Sigma, A-5955) - 10 mL



Reagentes

Reagentes para SDS-PAGE

Gel de separagSo

Agua desionizada

1.5 M Tris HCI pH 8,8 (1)

Acrilamida/bis. (2)

10% SDS (Sigma, L-3771)

AMPS (Bio-Rad, 161-0700) (0,19 / 1 mL H2O)

TEMED (Bio-Rad, 161-0800)

'l qel

16,0 mL

10,0 mL

13,5 mL

400,0 pL

200,0 pL

20,0 prl

Gel de concentracdo

Agua desionizada

0,5 M Tris HCI pH 6,8 (3)

Acrilamida/bis (2)

1O% SDS

AMPS (0,19 / 1 mL HzO)

TEMED

1 qel

6,1 mL

2,5 mL

1,3 mL

100,0 pL

50,0 pL

10,0 uL

(1) 1,5 M Tris HCIpH 8,8

Tris (Sigma, T-8404) - 9,08259

Agua desionizada - 30 mL

Acefiar o pH e perlazer 50 mL com 6gua desionizada

(2) Acrilamida / bisacrilamida

Acrilamida (Bio-Rad, 161-0101) - 29 g

Bisacrilamida (Bio-Rad, 161-0201) - 1 g

Agua desionizada- para perfazer 100 mL

Filtrar

(3) 0,5 M Tris HCIpH 6,8

Tris - 3,0275 g

Agua desionizada- 30 mL

Acertar o pH e pertazer 50 mL com 6gua desionizada
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Reagentes

Tamp6o redutor de amostra

(concentragio dupla)

Agua desionizada paraperlazer 20 mL

0,5 M Tris HCIpH 6,8 5 mL

Glicerol (Sigma, G 8773) 4 mL

10% SDS 8 mL

2-mercaptoetanol(Sigma, M-7154) 2mL

Azulde bromofenol (Sigma, B 8026)

TampSo Tris-olicina-SDS pH 8.3 para electroforese

Solug6o sfockTris-glicina (4) - 200 mL

SDS 10% - 20 mL

Agua desionizada- 1,780 mL

(4) solugSo stockTris-glicina (10 X) pH 8,3

Tris - 30,0328 g

Glicina - 144,1344 g

Aguadesionizada-1L

(Guardar a 4" C)

Corante para qeles

Metanol (Merck, 1.06009) - 400 mL

Azul de Coomassie (Bio-Rad, 161-0400) - 0,25 g (agitar at6 dissolver)

Acido ac6tico (Merck, 1.00063) - 70 mL

Agua desionizada- para perfazer 1 L

Solugio para descorar qeles

Acido ac6tico - 70 mL

Metanol- 50 mL

Agua desionizada- para perfazer 1 L
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Reagentes

Reagentes para transfer6ncia electrofor6tica

TampSo de transfer6ncia de Towbin pH 8,3

SoluqSo stockTris-glicina (4) - 400 mL

Metanol- 800 mL

Agua desionizada- 2 800 mL

(Guardar a 4'C)

Corante para membranas de nitrocelulose

Solugdo stock(17"\ de amido black (Bio-Rad, 161-0402) - 1 mL

Solugdo para descorar membranas - 9 mL

Solucdo descorante para membranas de nitrocelulose

Acido ac6tico - 150 mL

Metanol - 100 mL

Agua desionizada- 1 750 mL
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