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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo relacionar os niveis de indicadores sanguineos
energéticos e de cdlcio na ocorréncia de afec¢des uterinas, mastite clinica e mastite subclinica
em vacas de ragca Holandesa. A presenca de mastite foi monitorada através do California
Mastitis Test (CMT) e da contagem de células somadticas, para a identificacdo de mastite
subclinica, e do Teste da Caneca de Fundo Preta (TCFP), para identificacdo de mastite clinica.
A presenca das afeccOes uterinas foi identificada mediante exame clinico. Foram feitas coletas
de sangue para a determinacdo dos niveis de célcio (Ca), glicose e B-hidroxi-butirato (BHB). O
CMT foi realizado nas duas primeiras semanas ap0s o parto, o TCFP foi realizado conforme a
rotina de ordenha, estabelecida pela propriedade, e as coletas de sangue foram realizadas na
semana anterior ao parto e duas coletas até os 21 dias posteriores ao parto. A ocorréncia de
hipocalcemia subclinica foi determinada quando o Ca no soro atingiu valores < 8,00 mg/dL,
hipoglicemia com valores de glicose < 50 mg/dL e hipercetonemia com valores de BHB > 1,2
mmol/L. Nas vacas com mastite clinica foi realizado tratamento conforme estabelecido pelo
protocolo de ordenha e tratamentos da fazenda. Os dados de mastite subclinica obtidos através
do teste de CMT, por quarto mamadrio, foram validados através de cultura microbiolégica
realizada em laboratdrio de referéncia e em laboratério na fazenda para identificar crescimento
bacteriano, bem como através da contagem de células somadticas (CCS) e da contagem
bacteriana total (CBT). Nao foi encontrada relagdo significativa entre a hipocalcemia
subclinica, a hipoglicemia e a hipercetonemia com afec¢des uterinas e da glandula mamaria nas

vacas ap0s o parto.

Palavras-chave: mastite clinica; mastite subclinica; hipocalcemia subclinica, hipoglicemia,
cetose subclinica.



ABSTRACT

This study aimed to relate the levels of energy and calcium in the occurence of both
uterine diseases, clinic and subclinic mastitis in Holstein cows. The presence of mastitis was
monitored through California Mastitis Test (CMT) and the counting of somatic cells (CSC), for
the identification of subclinic mastitis, and strip cup test, for the identification of clinic mastitis.
The presence of uterine disorders was identified by clinical examination. Blood collections
were made for determining calcium, glicose and -hydroxy-butyrate (BHB). CMT was realized
in the first two weeks after calving, BBMT was realized according to the routine of milking
settled by the farm and the blood collections were made in the week before the calving and also
two collections were made after it. The occurrence of subclinic hypocalcemia was determined
when serum Ca reached < 8,00 mg/dL, hypoglycemia with glucose values < 50 mg/dL and
hyperketonemia values with BHB BHB > 1,2 mmol/L. Data of clinic mastitis were obtained
through the identification of altered milk in BBMT and subsequently realized treatment as
settled by the milking protocol and treatments of the farm. Data of subclinic mastitis were
obtained through CMT test, for mammary quarter, and validated by microbiological culture in
reference laboratory, culture in the farm for identifying the bacterial growth, counting of
somatic cells (CSC) and total bacterial counting (TBC). It was not identified in the study any
relationship between subclinical hypocalcemia and uterine and mammary gland diseases in

cows after calving.

Key-words: mastitis; subclinical mastitis; subclinical hypocalcemia; hypoglycemia;
subclinical ketosis.
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INTRODUCAO

O periodo de transi¢do das vacas leiteiras compreende as trés semanas anteriores
e trés semanas posteriores ao parto (GRUMMER, 1995). Nesse periodo os animais
passam por importantes alteracdes metabodlicas e enddcrinas em resposta fisioldgica aos
mecanismos do parto, podendo o consumo atingir decréscimos de 25-35% de matéria seca
(MS) nas ultimas trés semanas em relagdo ao parto (DRACKLEY, 1999) e um declinio
de até 88,9% na semana que antecede o parto (HAYIRLI et al., 2002). O parto e o inicio
da lactacdo impdem grandes desafios fisiol6gicos para o balango energético e do cdlcio

(Ca) sendo a imunossupressao uma caracteristica comum (RISCO; RETAMAL, 2011).

A hipocalcemia clinica € uma alteragdo metabdlica decorrente da subita mudanca
na demanda de Ca dos compartimentos corporais para suprir a producio de colostro e o
inicio da lactacdo. Essa alteracao metabdlica € regulada por mecanismos compensatdrios:
o aumento da absor¢do intestinal, reabsorcdo renal e a mobilizacdao 6ssea do Ca. No
entanto, quando os mecanismos de regulacdo falham, os animais podem desenvolver
manifestagcdes clinicas nas primeiras 72 horas apos o parto (CORBELLINI, 1998). A
hipocalcemia subclinica € menos grave para a saide do animal, mas causa uma
diminui¢do na produtividade do rebanho e reduz o consumo de matéria seca no inicio da
lactacdo (GOFF, 2006). Estudos apontam que a hipocalcemia subclinica torna as vacas
mais susceptiveis a doencas secundérias como: sindrome da vaca caida, distocia, redugdo
no desempenho reprodutivo, retencdo de placenta, metrite (MARTINEZ et al., 2012) e
deslocamento do abomaso (CHAPINAL et al., 2011). A hipocalcemia reduz a capacidade
de resposta das células do sistema imunoldgico aos estimulos (KIMURA, et al., 2006;
MARTINEZ et al., 2014) contribuindo assim para ocorréncia de infec¢des. A incidéncia
da hipocalcemia subclinica demonstrou ter prevaléncia de 25-54% dependendo do

numero de lactagdes (REINHARDT, et al., 2011).

O inicio da lactacio em vacas de alta producdo leiteira impde aumento nos
requerimentos de glicose, aminodcidos e dcidos graxos que ndo podem ser atingidos pela
ingestdo dieta. Evidenciado pelo aumento acentuado na mobilizagdo dos dcidos graxos e

um aumento importante na gliconeogenese hepatica (BELL, 1995).

As infec¢des do ubere s@o comuns no inicio da lactacdo e apresentam grande

impacto econdmico na industria leiteira. Os beneficios econdmicos da identificacdo e
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eliminacdo das infec¢des no inicio de lactagdo sdo relevantes, incluindo a prevencgao de
mastite clinica, diminuindo leite descartado e reduzindo a contagem de CCS do
reservatério de leite (DINGWELL et al., 2003). Estudos tém considerado o
monitoramento da satide do ubere apds o parto como oportunidades de intervencao que
incluem o tratamento, a segregacio e o descarte dos animais afetados. (SARGEANT, et

al., 2001; SCHUKKEN, et al., 2002; ANDERSON et al., 2010)

A sauide uterina € muitas vezes comprometida em bovinos devido a contaminagao
do ldmen dterino apds o parto por bactérias oportunistas e patogéncias que
frequentemente persistem causando doenca clinica. A infertilidade associada com
infeccdo uterina envolve efeitos indiretos com perturbacdo do hipotdlamo, glandula
pituitdria e dos ovdrios que tendem a persistir mesmo depois de resolucdo clinica da

doenca (SHELDON; DOBSON, 2004).

Um terco de vacas leiteiras podem ser afetadas por alguma forma de doenca
metabdlica ou infecciosa no inicio da lactacdo (LEBLANC, 2010). Através da
manipulacdo da dieta e medidas adequadas de manejo durante o final da gestacdo, é
possivel reduzir a niveis minimos a incidéncia dos distirbios metabdlicos com o potencial
de aumentar a producdo subsequente, elevar a produ¢do de leite, promover a saude e a

eficiéncia reprodutiva do rebanho (EAN; DEGARIS, 2009).

O presente estudo teve como propdsito elucidar a importancia da monitoria dos
transtornos metabdlicos sobre a satde dos animais de um rebanho leiteiro em sistema de
criacdo a pasto. Foi atribuida especial atencio as afec¢Oes uterinas em razdo da estreita
relacdo do ambiente uterino com a capacidade de conceber na lactagdo subsequente, assim
como da glandula mamadria, em razdo da sintese de nutrientes e prote¢cdo ao neonato,

capacidade producdo de leite e qualidade do leite destinado ao consumo humano.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Em razdo do parto e inicio da lactacdo as vacas leiteiras passam por um periodo
de resisténcia a insulina, ingestdo de alimentos reduzida, balanco energético negativo,
hipocalcemia, redu¢do da fun¢do imune e contaminac¢do bacteriana do dtero apds o parto
(LEBLANC, 2010). A incidéncia de doengas metabdlicas geralmente aumenta a medida
que a producdo de leite e o tamanho dos rebanhos aumenta, tornando necessaria uma

rigorosa monitorizagdo rebanhos para quantificar doencas metabdlicas (OETZEL, 2004).

A utilizagdo de perfis metabdlicos em vacas leiteiras foram usados inicialmente
na Inglaterra na década de 1960 (PAYNE, 1970). A monitoria do perfil metabdlico é uma
ferramenta préatica encontrada para a gestdo nutricional combinada com avalia¢des dos
animais, instalacdes, condi¢do corporal e consumo da dieta (SAUN, VAN, 2005).
Métodos de detec¢do precoce incluem o monitoramento de registros de doengas, descarte
prematuros, consumo da dieta, producgdo de leite, condi¢do corporal e testes metabdlicos.
A monitoria de incidéncia das patologias inclui o nimero de bovinos que tiveram distocia,
retencdo das membranas fetais, hipocalcemia, metrite, mastite e deslocamento de
abomaso ou que foram descartados ou morreram no inicio da lactagdo, dividido pelo

nimero de vacas que pariram em um periodo de tempo definido (LEBLANC, 2010).

O escore de de condicao corporal (ECC) fornece uma estimativa rapida de estimar
o deposito de gordura corporal subcutinea e reflete o estado nutricional e metabdlico dos
animais (EDMONSON et al., 1989). O aumento da producao de leite no inicio da lactagdo
¢ um indicador de uma boa satide e consumo de dieta (LEBLANC, 2010). A monitoria
do consumo do alimento mensurado em kg de MS seria uma ferramenta util para rastrear
as vacas para o risco de doenca no periodo de transicdo (HUZZEY et al., 2007), ainda
que a aplicagdo seja limitada em rebanhos com acesso livre ao alimento, sendo observado

um consumo médio de um lote de animais e nao de forma individualizada.

METABOLISMO DO CALCIO

Com o inicio da lactacdo, as exigéncias de Ca aumentam drasticamente, pois sua
concentracao no colostro € quase duas vezes superior as do leite. Logo apds o parto, uma
vaca produzindo cerca de 10 kg de colostro, ird eliminar cerca de 23 g de Ca em uma

unica ordenha. Isso equivale de oito a dez vezes a quantidade total de cdlcio sanguineo
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em uma vaca de 600 kg (SANTOS; SANTOS, 1998). Somadas as perdas fecais e urindrias
de cdlcio, somente € possivel manter o fluxo de Ca do liquido extracelular (70- 90 g/dia)
através de uma maior eficiéncia na absorcdo intestinal e/ ou aumento da mobilizacdao

Ossea (Figura 1) (CORBELLINI, 1998).

O Ca é um componente essencial para a formag¢do dos ossos, contragdes
musculares, transmissao nervosa, fatores de coagulagdo e participa na regulagdo da agéo
de viarios hormonios como segundo mensageiro (HORST, 1986). A concentragdo
plasmatica de Ca é normalmente mantida acima de 2,0 e 2,6 mmol/L (8,0-10,4 mg/dL)
(GOFF, 2008). Praticamente todas as vacas leiteiras passam por uma hipocalcemia
subclinica no inicio de lactagcdo, devido as despesas de célcio pela glandula mamadria,
apresentando valores inferiores a 1,8 mmol/L (7,5 mg/dL ) nas primeiras 24 h apds o
parto (RADOSTITS et al., 2007). Em alguns animais a hipocalcemia pode ser mais
severa, atingindo niveis inferiores a 1,25 mmol/L (5,0 mg/dL), o que acarreta disfuncdes
neuromusculares. A progressiva perda das fungdes musculares, colapso circulatério e
depressao da consciéncia, sdo manifestacdes da hipocalcemia clinica (RADOSTITS et
al.,, 2007). Se ndo houver tratamento, os niveis podem continuar declinando até 0,5
mmol/L (2 mg/dL), sendo incompativel com a vida e podendo levar o animal a ébito
(GOFF, 2000). O foésforo também sofre alteracdo na sua concentracdo durante a
hipocalcemia, fato que contribui para ocorréncia dos sinais clinicos. Alguns casos de
hipocalcemia podem ndo responder ao tratamento, mesmo que os niveis de célcio ja
tenham retornado aos valores normais. Nesses casos € indicado o uso da combinagdo de
fosfato de sddio e sais de calcio no tratamento (RADOSTITS et al., 2007). A analise
retrospectiva de estudos realizados entre 1977 e 2009 mostra que a incidéncia de
hipocalcemia clinica em vacas leiteiras nos EUA foi de 3,45% (variando de 0-7%), na
Europa foi de 6,17% (variando de 0-10%) e na Austrélia foi de 3,5% (variando de 0-7%)
(EAN; DEGARIS, 2009).

A hipocalcemia ap6s o parto tem correlacdo com a idade, tornando-se marcante a
partir da 3* lactacdo. A ocorréncia na 1° lactacdo € incomum (Figura 2) (CURTIS;
SNIFFEN; SMITH, 1984). Esse aumento no risco de sofrer hipocalcemia € associado
com a diminui¢do da capacidade para mobilizar cdlcio dos ossos e possivelmente uma
reducdo do numero de receptores de 1,25-dihidroxi-colecalciferol no intestino (GOFF et

al., 1989).
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InvestigacOes demonstram que certas ragas bovinas s@o mais suscetiveis a
hipocalcemia puerperal, particularmente Channel Island, Swedish Red and White,
Norwegian e vacas Jersey (LEAN, et al., 2006). Vacas Jersey possuem 15% menos
receptores para vitamina D no intestino, quando comparadas com vacas da raca

Holandesa, o que dificulta a absor¢do de célcio apds o parto (GOFF, 2000).

Ca total 6sseo Perdas fecais
7000 g de Ca: 5-8 g/dias

N

20-30 g/dia | Ca Total Corporal = 7500 g

Ca 6sseo lentamente removivel = 1500 g \

Ca no LEC =90 g/dia Perdas urinarias
! de Ca 0,5 g/dia

Ca no Sangue =10 g/dia

S ) /

Perdas de Ca no leite

20-80 g/dia Feto

2-7 g/dia
Figura 1. Cinética do cdlcio no periparto de vacas leiteiras (adaptado de
Corbellini, 1998).

341
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164
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2 1
T T T
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Figura 2. Influéncia do ndmero de lactagdes sobre a incidéncia de
hipocalcemia puerperal no rebanho (adaptado de Curtis, 1984).
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A hipocalcemia acarreta perdas associadas ao aumento da ocorréncia de outras
alteracdes como a retencdo de placenta, deslocamento de abomaso, metrites, mastites e
cetose (MULLIGAN et al., 2006), o que evidencia a importancia das estratégias para a
prevengcdo da hipocalcemia puerperal (Figura 3). Quando o risco de ocorréncia de
hipocalcemia puerperal atinge cerca de 10%, em vacas de terceira ou mais lactacdes, um

programa especifico de controle é necessdrio (RADOSTITS et al., 2007).

+ Fungdo muscular + Fungdo imunoldgica
i

+ Motilidade ruminal e TGI + Motilidade uterina/// \ 4 Contrag&o do esfincter do teto

+ Consumo alimentar t Distocia s RMI;_"" ; Mastite
+ Balango energético  + Carga ruminal + Producédo de leite t Metrites
t Cetose t Deslocamento do abomaso ¥ Involugdo do atero
+ Gordura no Figado + Reproduggo

+ Reprodugao

Figura 3. Consequéncias da hipocalcemia subclinica (adaptado de Mulligan et al.,
2006).

CONTROLE ENERGETICO

A demanda de energia e nitrogénio no final da gravidez para o feto sdo atendidas
por captagdo placentéria de glicose e aminodcidos maternos, resultando em aumento de
30 a 50 % os requerimentos maternos, através do aumento da ingestdo voluntaria e
adaptacdes metabdlicas maternas. O udtero gravido oxida glicose, como combustivel
metabdlico primdrio enquanto a glandula mamaria converte a glicose em lactose, sendo

determinante da producao de leite (BELL, 1995).

A demanda de energia apds o parto para a produgdo do leite € superior a ingestao
de alimentos em razdo da taxa diminuida de consumo de matéria seca (OVERTON;
WALDRON, 2004). A adaptacdo na homeostasia do metabolismo da glicose para a
sintese de lactose glandula mamadria torna-se dependente do aumento concomitante da
gliconeogénese hepatica e diminuicdo da oxidacdo de glicose dos tecidos periféricos
(BELL, 1995). Enquanto que adaptacdo metabolica dos lipideos aumenta a mobilizagao
de reservas de gordura corporal para atender as exigéncias energéticas da vaca durante

um periodo de balango energético negativo (BEN) no inicio da lactagio (OVERTON;
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WALDRON, 2004). Aumentos significativos na mobilizagdo de lipideos podem
predispor vacas leiteiras a transtornos metabdlicos e doencas infecciosas (CONTRERAS;

SORDILLO, 2011).

A hipocalcemia interfere na secrecdo de insulina, diminuindo a utilizacdo da
glicose pelos tecidos. Devido a isto, eleva-se a mobilizacdo de lipideos apds o parto, com
valores elevados de 4cidos graxos ndo esterificados (AGNE) e BHB durante os 12 dias
apos o parto (GOFF; HORST, 1997; MARTINEZ et al., 2012). Vacas com escore de
condicao corporal elevado (ECC> 3,5 em uma escala de um até cinco) s@o mais propensas
a desenvolver hipocalcemia (VANDEHAAR et al.,, 1999) e cetose (OVERTON;
WALDRON, 2004).

IMUNOSSUPRESSAO

Virios fatores sdo propostos para explicar a reducdo na fungdo do sistema
imunoldgico associados ao aumento da demanda metabdlica, incluindo reducdo das
reservas de glicogénio, aumento de AGNE e BHB (GALVAO et al., 2010) e diminuigio
do célcio ionizado sanguineo (Ca®*) (HORST et al.,, 1997; KIMURA et al., 2002). O
impacto direto que o estresse metabolico exerce sobre as funcdes do sistema imunoldgico
no momento do parto foi claramente demostrado utilizando vacas mastectomizadas como
modelo. Neste estudo, as vacas foram mastectomizadas no final da gestacdo para avaliar
as mudangas associadas com o sistema enddcrino no momento do parto, excluindo os
efeitos da producgdo de leite e BEN sobre a imunidade (KIMURA; GOFF; KEHRLI,
1999).

O cortisol apresenta concentracdes plasmadticas elevadas em vacas que
desenvolvem hipocalcemia puerperal (Figura 4) (HORST; JORGENSEN, 1982). As altas
concentracdes podem exacerbar a imunossupressdo geralmente presente no pds-parto
(GOFF; HORST, 1997). A hipocalcemia reduz a capacidade das células do sistema
imunolégico em responder a estimulos (GOFF; KIMURA, 2002), isto pode contribuir

para a ocorréncia de infeccdes, como mastite e infec¢des uterinas.
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Figura 4. Concentragdes de cortisol plasmético em vacas periparturientes
(adaptado de Jorgensen,1982).

AFECCOES UTERINAS

7

O dtero de vacas leiteiras apds o parto é susceptivel a multiplos agentes
patogénicos bacterianos, essa susceptibilidade parece estar associada com a
imunossupressdo do periparto e estado energético do animal. Os neutréfilos
desempenham um papel importante, pois sdo a primeira linha de defesa celular contra a
colonizagdo bacteriana uterina (BONNETT; MARTIN; MEEK, 1993). A metrite
puerperal pode ser definida quando existe aumento do contetido uterino e uma descarga
anormal uterina, de coloragdo vermelho-acastanhada, associado com sinais de doenca
sist€émicos (redugdo da producdo de leite, anorexia, depressdo, septicemia ou toxemia e
febre acima de 39,5°C) até 21 dias ap0s o parto. Os animais que ndo apresentam sinais de
doenga sistémica, mas apresentam aumento do volume uterino e descarga purulenta na
vagina, até os 21 dias apds o parto, recebem o diagndstico de metrite clinica. A
endometrite clinica € caracterizada pela descarga uterina purulenta detectada na vagina,
apos 21 dias do parto, ou descarga mucopurulenta detectada na vagina apds 26 dias do
parto (BONNETT; MARTIN; MEEK, 1993); (LEBLANC et al., 2002). O diagndstico da
endometrite subclinica € realizado através da contagem de neutréfilos, superior a 18% na
citologia uterina, quando coletados entre 21-33 dias apds o parto (HAMMON et al.,
2006), ou mais de 10% de neutréfilos quando coletados entre 34-47 dias apos o parto
(KASIMANICKAM et al., 2004). A piometra é definida pelo acumulo de material no
limen uterino, na presenca de corpo liteo persistente e cérvix fechada (SHELDON et al.,

2010).



21

Em estudo que isolou o efeito de complicacdes do parto, foi atribuido alto risco
de desenvolver metrite aos animais que apresentaram quadros de distocia, partos
gemelares, natimortos, retencdo de placenta ou essas complicacdes combinadas apds o
parto. Os animais que ndo apresentaram esses fatores de risco formaram o grupo de baixo
risco de desenvolver metrite. A reduc@o na concentragdo e atividade dos neutréfilos no
sangue e foi atribuida aos baixos niveis de célcio e ao balango energético negativo no
periodo apds o parto. Os animais hipocalcémicos também apresentaram reducdo na taxa

de gestacdo e aumento nos dias abertos (MARTINEZ et al., 2012).

A hipocalcemia subclinica apresenta associacdo significativa com a incidéncia de
metrite, endometrite e retencdo das membranas fetais (REINHARDT et al., 2011). A
hipocalcemia anterior ao parto pode resultar na inércia uterina predispondo a ocorréncia
de distocia e prolapso uterino (RADOSTITS et al.,, 2007). Estudos indicam que a
probabilidade de ocorrer distocia aumenta em 2,5 até 3 vezes, comparados com vacas

normocalcémicas (CORREA; ERB; SCARLETT, 1993).

Segundo um estudo realizado por Correa et al. (1993) a distocia aumenta a
ocorréncia de retencdo das membranas fetais apds as primeiras 24 horas em relacdo ao
parto. Outro estudo reporta que vacas que desenvolveram reten¢do das membranas fetais
apresentaram a fun¢do de neutréfilos prejudicada antes do parto, sugerindo como causa
da falha do desprendimento da ligacdo das carunculas e cotilédones apds o parto
(KIMURA et al., 2002).

A hipocalcemia reduz a fertilidade em vacas leiteiras afetando a fungdo da
musculatura uterina, o que prolonga o periodo de involugio uterina. E reportado o
aumento do nimero de inseminacdes por concep¢ao € um aumento no intervalo entre o
parto e a primeira inseminagdo em vacas com hipocalcemia (MARTINEZ et al., 2012).
Ha também efeitos indiretos da hipocalcemia na fertilidade, os quais sdo predispostos

pelo aumento da ocorréncia de distocia e retengdo de placenta (MULLIGAN et al., 2006).

MASTITE

A fase da lactacdo marca o final do ciclo reprodutivo dos mamiferos, sendo a
glandula mamadria o 6rgdo que prové nutrientes ao neonato e resisténcia a doengas através
do leite. As secrecdes dos tecidos mamadrios apresentam componentes imunes celulares

soliveis, importantes para a protecdo da glandula mamaria contra doengas infecciosas,
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como a mastite. A mastite pode afetar todos os mamiferos lactantes, porém ¢
especialmente problemdtica em rebanhos de bovinos leiteiros (SORDILLO;
STREICHER, 2002). Em razdao do volume de leite produzido pelos bovinos existe
dilui¢do de componentes de gordura e caseina, o que dificulta o recrutamento de fatores

imunoldégicos de protegdo (BURTON; ERSKINE, 2003).

A mastite é uma inflamacdo da glandula mamadria que pode ser causada por uma
ampla variedade de organismos, incluindo bactérias Gram-positivas e gram-negativas,
micoplasmas e algas. Muitas espécies microbianas que sdo causas comuns de mastite
bovina, tais como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus agalactiae e
Staphylococcus aureus também podem ser comensais ou patégenos de humanos;
enquanto que outras espécies causadoras, tais como Streptococcus uberis, Streptococcus
dysgalactiae subsp. dysgalactiae ou Staphylococcus chromogenes sao encontradas quase

exclusivamente em animais (ZADOKS; MIDDLETON, 2011).

Os trabalhos sugerem que aumento do risco de desenvolver mastite clinica, em
vacas com hipocalcemia clinica, estd associado ao resultado combinado do aumento da
exposicdo do teto as bactérias ambientais, devido ao decubito prolongado, ordenha
interrompida (CURTIS et al., 1985) e da deficiéncia na funcdo das células do sistema

imune inato (KEHRLI et al., 1990).

O resultado do aumento da contagem de bactérias na secrecao lactea de vacas que
estdo com leucopenia € acompanhado pela reducao da resposta humoral e da fun¢do das
células de defesa (KEHRLI ; GOFF, 1989) e acompanhado pelo aumento da ocorréncia
de mastite clinica (KEHRLI et al., 1990). Em estudos recentes, em vacas com
hipocalcemia subclinica induzida, demostram um declinio do Ca” no citosol de
neutréfilos, o que provavelmente explica o comprometimento da fagocitose e da atividade

oxidativa dessas células contra bactérias patogénicas (MARTINEZ et al., 2014).

O impacto global da mastite na qualidade e na quantidade de leite produzido para
consumo humano fornece o impeto para melhor compreender a fisiopatologia da glandula
mamadria e desenvolver maneiras de melhorar a resisténcia a doencgas através
imunomoduladores (SORDILLO; STREICHER, 2002) e marcadores genéticos (PAAPE
et al., 2002; VERBEKE et al., 2014), sendo a melhoria da fun¢do e resposta imunoldgica

o caminho do éxito para reduzir os prejuizos da mastite no periodo do puerpério.
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OBJETIVOS

O objetivo desse estudo foi de relacionar as concentragdes do Ca do soro e os
niveis energéticos sanguineos de vacas leiteiras de alta producdo com a apresentacdo de
afeccdes uterinas (metrite) € mamadrias (mastite) apds o parto. A hipétese central € que a
colonizacdo e infeccdo do utero e da glandula mamadria sdo facilitadas em vacas que
desenvolvem hipocalcemia subclinica e balanco energético negativo, pois a ativagdo do
metabolismo das células do sistema imune é dependente do célcio e da energia
metabodlica. Com este trabalho pretende-se desenvolver estratégias de avaliar a saide e o

bem-estar dos animais no periparto.

Objetivos especificos:

1- Monitorar a incidéncia de transtornos metabdlicos associados ao Ca e ao
controle energético de vacas no periodo de transicao.

2- Monitorar a incidéncia de afeccdes uterinas e da glandula mamdria apds o
parto de vacas leiteiras.

3- Avaliar a eficiéncia de identificacdo de mastite subclinica através de cultura
microbioldgica realizada na fazenda quando comparado ao teste padrdo de

identificacao bacteriana em laboratorio de referéncia.
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MATERIAIS E METODOS

ANIMAIS, ALOJAMENTO E DIETA

Os procedimentos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica da UFRGS
(projeto n° 28158). O estudo foi realizado em uma propriedade rural de produgdo de leite
no sul do Brasil com vacas da raca Holandesa criadas sob o regime de pastoreio com
suplementagao no cocho duas vezes ao dia (ANEXO A). O rebanho possuia 500 animais
em lactacdo com producdo de 8.500 kg de leite/vaca/ano. As observagdes foram coletadas
no periodo de maio a outubro de 2015. Cento e trinta e trés animais foram avaliados para
calcemia, glicemia e cetonemia durante a dltima semana que antecede o parto e durante
as trés primeiras semanas apos o parto, identificando a ocorréncia de hipocalcemia
quando o cdlcio no soro < 8,0 mg/dL (GOFF, 2008), hipoglicemia quando glicose no soro
foi inferior a 50 mg/dL e cetonemia quando o BHB no sangue foi superior a 1,2 mmol/L
(MCART; NYDAM; OETZEL, 2012). As alteracdes metabdlicas subclinicas foram
relacionadas a apresentacdo de mastite, mastite subclinica e metrite. Os animais foram
selecionados uma semana anterior ao parto através da estimativa da data de parto,
considerando uma média de 283 dias de gestacdo, através do auxilio do programa de
gerenciamento Delpro (DelLaval). Os animais eram alojados em piquetes de pré-parto
com estimativa de 25 dias anterior ao parto, onde recebiam dieta duas vezes ao dia com
a inclusdo de sais anionicos. As dietas dos animais foram estabelecida com o auxilio de
programa de formulac@o Spartan 3 (Tabela 1). Os piquetes do pré-parto eram mantidos
com rogadas programadas para que a ingestdo de matéria seca provinda do pasto fosse

restringida.
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Tabela 1. Dieta oferecida no periodo de 25 dias anterior ao parto

MS Alimento MS % dieta FDN ELL PC PNR
Nome do % MS
alimento kg kg % Ingerida %MS Mecal/kg %MS %PC
Agua 0 4 0,04 0,01 0 0 0 0
Palha de Trigo 4,93 5,6 88 40,3 80 0,79 5 33
Racao 2,8 3 93,24 22,88 15,5 1,75 31,6 59
Silagem de 4,5 12,5 36 36,8 38 1,68 7,6 33
Milho
MS Alimento MS % dieta FDN ELL PC PNR
%MS
kg/dia kg/dia % ingerida g/dia Mcal/kg kg/dia kg/dia
Fornecido 12,23 25,1 48,7 100 6,1 16,3 1,47 0,71
Requerimento 12,26 3,7 17,1 1,43 0,59
Diferenca -0,03 2,4 -0,8 0,04 0,12
FDN FDNef FDNfor ELL PC PM PDR PDRdig
%MS %MS %MS Mcal/kg %MS %0MS %0MS %MS
Fornecido 49,8 47,1 46,2 1,3 12,05 9,38 6,21 5,06
Requerimento 30 24 22,5 1,4 11,7 8,19 8,5 3,88
Diferenca 19,8 23,1 23,7 -0,1 0,34 1,19 -2,29 1,18
Amido Amido DR AG CNF DCAD Vit A VitD Vit E
%MS % Amido %MS %MS mEq/100g kUl/kg kUl/kg Ul/kg
Fornecido 17,33 61,02 2,18 29 -12,6 3,82 0,95 28,6
Requerimento -10 6,1 1,66 87,5
Diferenca -2,6 -2,28 -0,71 -58.,9
Ca P Mg K Na Cl S Co
%MS %MS %MS %MS %MS %MS %MS ppm
Fornecido 0,86 0,37 0,26 1,54 0,29 0,4 0,21 0,28
Requerimento 0,77 0,37 0,2 1,08 0,23 0,26 0,21 0,11
Diferenca 0,09 0 0,06 0,46 0,06 0,14 0 0,16
Cu Fe I Mn Se Zn
Ppm Ppm Ppm Ppm Ppm pPpm
Fornecido 12,5 37 0,61 19 0,29 38
Requerimento 11,4 28 0,52 20 0,3 27
Diferenca 1,1 10 0,09 -1 -0,01 11

Matéria seca (MS), porcentagem referente a dieta (% dieta), fibra detergente neutro (FDN), energia referente a lactacio
liquida (ELL), proteina crua (PC), proteina ndo degradada no rimen (PNR), fibra detergente neutro efetivo (FDNef),
fibra detergente neutro da forragem (FDNfor), proteina metabolizdvel (PM), proteina degraddvel no rimen (PDR),
proteina degredédvel no rimen digestivel (PDRdig), amido degraddvel no rimen (Amido DR), 4cidos graxos (AG),
carboidratos ndo fibrosos (CNF), diferenca cation-anion da dieta (DCAD), vitamina A (Vit A), vitamina D (Vit D),
vitamina E (Vit E), cdlcio (Ca), fésforo (P), magnésio (Mg), potdssio (K), sédio (Na), cloro (Cl), enxofre (S), cobalto
(Co), cobre (Cu), ferro (Fe) iodo (I), manganés (Mn), selénio (Se), zinco (Zn).

ECC, PRODUCAO DE LEITE E DESCARTE PREMATURO DO
REBANHO

O escore de condicao corporal (ECC) dos animais foi avaliado no periparto
seguindo uma escala de um até cinco (EDMONSON et al., 1989), avaliado sempre pelo
mesmo veterindrio. A produgao de leite didria foi mensurada durante os primeiros 60 dias
em lactacao (DEL) pelo sistema de ordenha com balanga que estima a produgdo
individual dos animais (DeLaval, Brasil). A avaliacdo de descarte prematuro do rebanho

ocorreu durante o periodo dos primeiros 60 dias em lactagdao (DEL).
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CRITERIOS DE INCLUSAO PARA OCORRENCIA DE AFECCOES
UTERINAS

Os animais selecionados foram provenientes de partos normais sem complicagdes
como partos gemelares ou distécicos. As vacas foram submetidas a um exame fisico
completo, semanalmente durante os primeiros 21 dias pés-parto. A temperatura retal foi
aferida através de termOmetro digital, apds a primeira ordenha do dia. O diagnéstico de
metrite foi realizado através da presenca de corrimento uterino fétido vermelho-
acastanhado (SHELDON et al., 2010). A descarga vaginal foi obtida através palpacgdo
transretal sendo retraido a cérvix e o utero para obtencdo de fluido de origem uterina. As
coletas de sangue foram realizadas na semana anterior ao parto e duas coletas até os 21
dias posteriores ao parto. Para efeito de comparacdo dos metabdlitos sanguineos um

grupo controle foi formado por 80 animais sadios.

CRITERIOS DE INCLUSAO PARA OCORRENCIA DE MASTITE
CLINICA

Os animais com mastite clinica foram obtidos através da identificacdo de leite
alterado ou sinais de inflamac¢do de um ou mais quartos mamadrios durante 0s primeiros
60 dias de lactacdo. O teste da caneca de fundo preto (TCFP) foi realizado através do
descarte dos primeiros jatos, conforme a rotina de ordenha estabelecida pela propriedade.
As coletas de sangue foram realizadas na semana anterior ao parto e duas coletas até os
21 dias posteriores ao parto. Para efeito de comparacido dos metabdlitos sanguineos, um

grupo controle foi formado por 80 animais sadios.

CRITERIOS DE INCLUSAO PARA OCORRENCIA DE MASTITE
SUBCLINICA

Os animais foram selecionados através do teste do CMT. A mastite subclinica foi
identificada nos animais através da reacao no teste CMT (> zero) e submetidos a coletas
de leite de maneira asséptica e individualizados os quartos mamadrios. A melhor
sensibilidade e especificidade do CMT € obtida quando utilizado trés dias apds o parto e
utilizado o limiar de reacdo maior que zero e da CCS > 100x10° cel/mL (SARGEANT et
al., 2001). Amostras refrigeradas foram enviadas para laboratorio para contagem de
células somaticas, através do método de citometria de fluxo (SomatoScop CA3AS, Dairy

Equipments, USA), contagem total de bactérias (Bactocount IBC, Dairy Equipments,
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USA). Como gold-standard para mastite subclinica foi utilizada a contagem de células

somdticas (CCS) superior a 100x10° cel/mL.

As amostras positivas no teste do CMT foram congeladas para posterior envio ao

laboratdrio para isolamento e identifica¢do bacteriano em laboratdrio de referéncia.

No laboratério da fazenda, as amostras positivas no teste do CMT foram
submetidas a cultura microbioldgica, através de semeadura de leite in natura (10 uL) em
placas bipartidas em meios de dgar sangue e MacConkey e incubadas em ambiente
aerdbico por até 72 horas a 37,5 °C. As vacas que tiveram amostras do quarto mamario
com crescimento microbioldgico com contagem superior a 20 UFC em 24-48 horas,
foram submetidas a tratamento com 5 g de antibidtico intramamario a base de 75 mg de
ampicilina sédica e cloxacilina sédica 200 mg (Bovigam L, Bayer, Brasil), durante sete
aplicacdes com intervalo de 24 horas associado a aplicacdo parenteral de amoxicilina
trihidratada (Bactrosina, Bayer, Brasil), na dose de 7,5 mg/kg de peso vivo em trés
aplicacdes com intervalo de 24 horas. As coletas de sangue foram realizadas na semana
anterior ao parto e duas coletas até os 21 dias posteriores ao parto. Apds 21 dias do
término do tratamento, as andlises de leite foram repetidas para identificacdo da eficiéncia
do tratamento. Para efeito de comparacdo dos metabolitos sanguineos, um grupo controle

foi formado por 80 animais sadios.

COLETA DE SANGUE E ANALISES

As amostras de sangue foram coletadas na veia coccigea em tubos com
anticoagulante (EDTA) e tubos sem anticoagulante uma vez antes do parto (-5 + 4 dias)
e duas ap0s o parto com intervalo semanal (5 + 4 dias e 15 + 7 dias). O envio das coletas
para o laboratério foi feito num prazo de 2 horas. No laboratério as amostras foram
centrifugadas (2.500 rpm, 10 minutos) para obten¢do de soro e plasma sanguineo, os quais
eram divididas em fragdes e conservadas a — 20 °C, em tubos eppendorf. Foi realizado
leucograma diferencial através de aparelho automaético (Cell Dyn Ruby, Abbott/ poch-
100iv, Sysmex, USA) e microscopia Optica. As amostras de soro foram analisadas para
Catotal e glicose, utilizando Architect C8000 (Abbott). As concentragdes séricas de BHB
foram aferidas através do medidor digital (Ketovet, Coreia) IWERSEN et al., 2009).
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram digitados no programa Excel e posteriormente exportados para o
programa SPSS v. 18.0 para andlise estatistica. Foram descritas as varidveis categdricas
por frequéncias e percentuais e associadas entre os grupos pelo teste de Qui-quadrado. As
varidveis quantitativas com distribui¢do simétrica foram descritas pela média, o erro
padrao da média e o intervalo de 95% de confianca. As varidveis com distribui¢do
assimétrica foram descritas pela mediana, 0 minimo e 0 maximo. Para avaliar a mudanca
entre os grupos e ao longo das coletas foi utilizado o modelo de Equac¢des de Estimacdes
Generalizadas. Para comparar as varidveis assimétricas entre os grupos foi utilizado o
teste Kruskal-Wallis. Os testes de identificagdo da mastite subclinica foram analisadas
através da andlise de Pearson. Foi realizada uma ordenacdo por postos das varidveis
assimétricas e posteriormente realizadas as comparacdes multiplas pelo teste post hoc de

Tukey. Foi considerado um nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS

No total participaram do estudo 133 vacas, das quais, 102 eram multiparas e 31
primiparas para diferentes andlises durante o periparto de vacas leiteiras. Em razao de
parto prematuro e morte no parto, 128 animais foram avaliados apds o parto na ocorréncia
de diversas patologias (Tabela 2). Para a realizacdo das andlises foram desconsiderados
do estudo animais com duas ou mais patologias concomitantes. Ao total foram analisados
os dados de 115 vacas, dos quais o grupo controle foi formado por 80 (69,5%) animais

sadios.

A metrite foi diagnosticada em 10 (7,8%) animais no estudo, através da distensao
dos cornos uterinos e presenca de descarga de fluido uterino fétido e de coloragdo
vermelho-castanho. Trés animais apresentaram outras patologias associadas e ndo foram
contabilizados no estudo. Nao houve animais com indicativo de metrite puerperal nos
animais do estudo. Dois animais (1,5%) foram diagnosticados com reten¢do das

membranas fetais no periodo do estudo.

A mastite subclinica foi identificada em doze (9,3%) animais. Quatro animais
apresentaram outras patologias associadas e nio foram considerados no estudo. O
tratamento foi estabelecido em dezenove quartos mamarios (3,71%), identificados através
do teste positivo do CMT e crescimento de bactérias acima de 20 UFC realizado por

cultivo microbiolégico na fazenda.

A mastite clinica foi identificada em vinte e trés animais (17,9%) no periodo do
estudo. Trés animais apresentaram outras patologias associadas e ndo foram considerados
no estudo. O tratamento foi estabelecido em 33 quartos mamadrios (6,44%) para mastite
clinica no periodo do estudo, identificados através do teste da caneca de fundo preto com
leite alterado no desprezo dos primeiros jatos pelos operadores da ordenha. Trés (2,3%)

animais tiveram descarte prematuro em razao da ocorréncia de mastite.

A incidéncia de transtornos metabolicos subclinicos nos animais analisados no
estudo foi de 65,2% para hipocalcemia, 74,1% para cetose subclinica e de 71,8% para

hipoglicemia.

Nao houve diferenca estatistica significativa para ocorréncia dos transtornos
metabolicos, os quatro grupos tem frequéncia similar desses transtornos do ponto de vista

estatistico conforme a Tabela 3.
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O BHB houve uma diferenca estatistica significativa na forma de variar os grupos
(P<0,001) (Figura 5). No grupo mastite, houve diferenca entre as coletas 1 e 2 (P=0,048)
e entre as coletas 1 e 3 (P=0,010). No grupo controle houve diferenca entre as coletas 1 e

2 (P<0,001) e entre as coletas 1 e 3 (P=0,003) (Tabela 4).

O ECC houve uma diferenca estatistica significativa na forma de variar os grupos
(P<0,001) (Figura 5). No grupo metrite, houve diferenca entre as coletas 1 e 2 (P<0,001)
e entre as coletas 1 e 3 (P=0,020). No grupo mastite houve diferenca entre as coletas 1 e
3 (P=0,012). No grupo mastite subclinica também entre as coletas 1 e 3(P=0,025). No
grupo controle houve diferenca entre as coletas 1 e 2 (P=0,011) e entre as coletas 1 e 3

(P<0,001) (Tabela 5).

Os niveis de célcio ndo apresentaram uma diferenca estatistica significativa na
forma de variar os grupos (P=0,411). Nao houve diferenca entre as coletas e entre os

grupos (Tabela 6).

Os niveis de glicose houve uma diferenca estatistica significativa na forma de
variar os grupos (P<0,001) (Figura 5). No grupo metrite, houve diferenca entre as coletas
1 e 2 (P=0,038). No grupo controle também houve diferenca entre as coletas 1 e 3

(P=0,019), e entre as coletas 2 e 3 (P=0,009) (Tabela 7).

A temperatura retal houve uma diferenca estatistica significativa na forma de
variar os grupos (P<0,001) (Figura 5). No grupo metrite, houve diferenca entre as coletas
1 e 3 (P<0,001). No grupo mastite subclinica entre as coletas 1 e 3 (P=0,004) e entre as
coletas 2 e 3 (P=0,027). No grupo controle houve diferenca entre as coletas 1 e 2

(P=0,011) e entre as coletas 1 e 3(P=0,001) (Tabela 8).

A contagem dos leucécitos houve uma diferenca estatistica significativa na forma
de variar os grupos (P=0,024) (Figura 5). Na coleta 1 houve diferencga entre os grupos
controle e mastite subclinica (P=0,004). No grupo controle houve diferenca entre as

coletas 1 e 2 (P=0,047) e entre as coletas 1 e 3 (P=0,027) (Tabela 9).

A contagem dos neutréfilos houve uma diferenca estatistica significativa na forma
de variar os grupos (P<0,001) (Figura 5). No grupo metrite, houve diferenca entre as
coletas 1 e 3 (P=0,038). No grupo mastite houve diferenca entre as coletas 1 e 2(P=0,020).
No grupo controle houve diferenca entre as coletas 1 e 2 (P=0,001) e entre as coletas 1 e

3 (P<0,001) (Tabela 10).
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PRODUCAO MEDIA E DESCARTE PREMATURO DO REBANHO

A produc@o nos primeiros 60 dias em lactacdo dos animais analisados do estudo
apresentou uma média de 25,87 litros (= 6,9 litros). Houve diferenca estatistica
significativa na distribuicdo de nimero de lactagdes entre os grupos com metrite € com
mastite, tendo o grupo com mastite um maior nimero mediano de lactagdes (P=0,031)
(Figura 6). A apresentacdo de metrite apresentou uma tendéncia de maior ocorréncia nas
primiparas, enquanto que a mastite subclinica e clinica de ocorrer em multiparas (P=
0,069) (Tabela 11). Nao houve diferenca significativa na produ¢ao média didria entre os
grupos (Figura 7). Apds o parto sete animais foram descartados ou morreram por

diferentes causas nos primeiros 60 dias em lactacao.
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Figura 5. Evolu¢do dos valores de P-hidroxi-butirato (BHB), niveis de glicose,
temperatura retal, escore de condicdo corporal (ECC) e contagem de leucdcitos e
neutréfilos entre os grupos. A coleta 1 foi realizada na semana anterior ao parto (-5 + 4
dias); coleta 2, na primeira semana apds o parto (5 £+ 4 dias); coleta 3, na segunda semana

apos o parto (15 =7 dias).
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Tabela 2. Ocorréncia de patologias e descartes
prematuros do rebanho no periodo do estudo

Patologias / descarte N %
prematuro

Mastite clinica 23 36,9
Mastite subclinica 12 18,8
Metrite 10 15,6
Patologias podais 3 4,6
Descarte por mastite 3 4.6
Mortes 3 4,6
Reten¢do das membranas fetais 2 3,1
Descartada 1 1,5
Descarte baixa produgao 1 1,5
Deslocamento de abomaso 1 1,5
Distocia 1 1,5
Hipocalcemia clinica 1 1,5
Lesao sistema locomotor 1 1,5
Timpanismo de ceco 1 1,5
Tristeza parasitaria 1 1,5
Total 64

Tabela 3. Incidéncia (%) dos transtornos metabdlicos subclinicos entre os grupos de afec¢des
uterina e mamadria

Metrite Mastite ~ Mastite subclinica Controle P*
Hipocalcemia 4(57,1) 15 (75,0) 4 (50,0) 52 (65,0) 0,601
Hipoglicemia 2 (40,0) 15 (83,3) 5 (100,0) 62 (69,3) 0,118
Cetose subclinica 5(71,4) 17 (85,0) 6 (75,0) 55 (70,5) 0,629

* Comparados pelo teste de Qui-quadrado.

Tabela 4. Medidas descritivas do BHB entre os grupos ao longo das coletas

Coletas Grupos
Metrite Mastite Mastite subclinica Controle
1 Média 1,06 0,91 1,03 0,93
Erro padrao 0,04 0,06 0,11 0,04
1C95% Limite inferior 0,97 0,79 0,82 0,85
Limite superior 1,14 1,02 1,24 1,00
2 Média 1,09 1,24 1,33 1,17
Erro padrao 0,13 0,10 0,19 0,05
1C95% Limite inferior 0,83 1,03 0,96 1,07
Limite superior 1,34 1,44 1,70 1,27
3 Média 1,32 1,16 1,26 1,14
Erro padrao 0,30 0,11 0,13 0,05
1C95% Limite inferior 0,74 0,95 1,01 1,04

Limite superior 1,90 1,37 1,51 1,25




Tabela 5. Medidas descritivas da ECC entre os grupos ao longo das coletas
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Coletas Grupos
Metrite Mastite Mastite subclinica Controle
1 Média 3,11 3,29 3,53 3,21
Erro padrao 0,12 0,10 0,19 0,05
1C95% Limite inferior 2,87 3,10 3,16 3,11
Limite superior 3,35 3,47 3,90 3,30
2 Média 2,93 3,19 3,36 3,10
Erro padrao 0,14 0,09 0,13 0,05
1C95% Limite inferior 2,65 3,00 3,10 3,01
Limite superior 3,20 3,37 3,62 3,19
3 Média 2,75 3,03 3,00 3,06
Erro padrio 0,13 0,11 0,13 0,05
1C95% Limite inferior 2,49 2,81 2,74 2,96
Limite superior 3,01 3,24 3,26 3,15
Tabela 6. Medidas descritivas do célcio entre os grupos ao longo das coletas
Coletas Grupos
Metrite Mastite Mastite subclinica Controle
1 Média 6,40 7,58 7,99 8,29
Erro padrao 1,32 0,44 0,62 0,20
1C95% Limite inferior 3,81 6,72 6,77 7,90
Limite superior 8,99 8,44 9,20 8,67
2 Média 7,40 8,24 8,00 8,01
Erro padrao 0,55 0,37 0,95 0,18
1C95% Limite inferior 6,33 7,52 6,14 7,66
Limite superior 8,47 8,96 9,86 8,36
3 Média 6,36 7,55 8,80 8,16
Erro padrao 1,02 0,44 0,32 0,17
1C95% Limite inferior 4,35 6,70 8,17 7,82
Limite superior 8,37 8,41 9,43 8,49

Tabela 7. Medidas descritivas da glicose entre os grupos ao longo das coletas

Coletas Grupos
Metrite Mastite Mastite subclinica Controle

1 Média 58,20 44,22 39,43 47,01
Erro padrao 3,64 4,60 7,71 2,30
1C95% Limite inferior 51,07 35,22 24,33 42,51
Limite superior 65,33 53,23 54,53 51,51
2 Média 51,00 52,89 54,17 46,93
Erro padrao 5,38 4,67 3,01 2,34
1C95% Limite inferior 40,45 43,73 48,26 42,34
Limite superior 61,55 62,05 60,07 51,53
3 Média 52,00 57,00 45,00 54,93
Erro padrao 6,42 4,04 6,17 2,43
1C95% Limite inferior 39,42 49,08 32,90 50,17
Limite superior 64,58 64,92 57,10 59,69
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Tabela 8. Medidas descritivas da temperatura entre os grupos ao longo das coletas

Coletas Grupos
Metrite Mastite Mastite subclinica Controle

1 Média 38,84 38,86 38,89 38,84
Erro padrao 0,08 0,10 0,08 0,05
1C95% Limite inferior 38,68 38,67 38,74 38,75
Limite superior 39,00 39,05 39,04 38,94
2 Média 38,60 38,56 39,10 38,63
Erro padrao 0,16 0,15 0,25 0,06
1C95% Limite inferior 38,28 38,26 38,60 38,51
Limite superior 38,92 38,85 39,60 38,75
3 Média 38,47 38,56 38,39 38,56
Erro padrio 0,07 0,13 0,13 0,06
1C95% Limite inferior 38,32 38,30 38,13 38,45
Limite superior 38,61 38,81 38,65 38,68

Tabela 9. Medidas descritivas dos leucdcitos entre os grupos ao longo das coletas

Coletas Grupos
Metrite Mastite Mastite subclinica Controle
1 Média 11526,67 11024,74 8896,25 11949,21
Erro padrio 2020,12 1079,29 573,29 694,18
1C95% Limite inferior 7567,31 8909,36 7772,62 10588,65
Limite superior 15486,03 13140,11 10019,88 13309,78
2 Média 10966,00 9736,67 8270,00 10566,71
Erro padrio 190947 1059.,47 1178,34 637,69
1C95% Limite inferior 7223,51 7660,14 5960,49 9316,86
Limite superior 14708,49 11813,19 10579,51 11816,57
3 Média 9870,00 8419,17 8717,50 10292,94
Erro padrio 1871,08 857,93 1201,96 770,22
1C95% Limite inferior 6202,76 6737,66 6361,70 8783,33
Limite superior 13537,24 10100,68 11073,30 11802,55

Tabela 10. Medidas descritivas dos neutréfilos entre os grupos ao longo das coletas

Coletas Grupos

Metrite Mastite Mastite subclinica Controle

1 Média 3865,33 4693,42 3437,38 4355,11
Erro padrao 813,57 553,90 417,72 267,10

1C95% Limite inferior 2270,77 3607,80 2618,67 3831,59
Limite superior 5459,89 5779,04 4256,08 4878,62

2 Média 2715,80 3331,44 3512,67 3179,68
Erro padrio 713,31 386,26 1314,53 241,04

I1C95% Limite inferior 1317,74 2574,39 936,23 2707,25
Limite superior 4113,86 4088,50 6089,10 3652,12

3 Média 1842,00 3162,42 4162,75 3066,73
Erro padrio 689,39 566,65 1469,36 250,67

1C95% Limite inferior 490,83 2051,81 1282,87 2575,42

Limite superior 3193,17 4273,02 7042,63 3558,03
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Tabela 11. Comparagdo da distribuicdo da ordem de parto através da média e variacao do

nimero de lactacdes e producdo didria média entre os grupos de estudo

Metrite Mastite Mastite  Controle P
subclinica
Numero de lactagdes Primiparas 4 (57,1) 2 (10,0) 1(12,5) 21(26,2)
0,069
Multiparas 3 (42,9) 18 (90,0) 7 (87,5 59 (73.,8)
Média de lactacdes 1(1-3)? 3 (1-8)° 3(1-6)*° 2 (1-5)*® 0,031
Producao didria média 22,4+7.0 25,5£6,5 27,9459 26,1£7,1 0457

Varidveis categoricas apresentadas pelo n(%) e comparadas pelo teste de Qui-quadrado. Dados quantitativos com
distribuicdo simétrica descritos pela médiatdesvio padrdo e comparados pelo teste ANOVA. Dados quantitativos
descritos pela mediana (minimo-méximo) e comparados pelo teste de Kruskal-Wallis. *’letras diferentes representam

medidas diferentes estatisticamente no teste post hoc de Tukey.

IDENTIFICACAO E TRATAMENTO DA MASTITE CLINICA E
SUBCLINICA

O tratamento para a mastite clinica foi realizado em 23 animais (17,9%) no
periodo do estudo, dos quais, 33 quartos mamaérios (6,44%) receberam tratamento para
mastite no periodo do estudo, identificados através do teste da caneca de fundo preto com
leite alterado no desprezo dos primeiros jatos pelos operadores da ordenha. Trés (2,3%)

animais tiveram descarte prematuro em razao da ocorréncia de mastite.

Os resultados do teste de CMT identificaram em 73 (57%) animais positivos. O
tratamento para mastite subclinica foi realizado em 12 animais (9,37%) e 19 quartos
mamadrios (3,71%), identificados através do teste positivo do CMT e crescimento de

bactérias acima de 20 UFC realizado na fazenda.

A eficiéncia do tratamento para mastite subclinica através da cura microbioldgica
apos 21 dias do tratamento foi de 83,33% por animal e 89,47% na avaliagc@o por quarto

mamario.

Os agentes com maior prevaléncia na mastite subclinica dos animais que
receberam tratamento foram Staphylococcus sp. coagulase negativa (36%), Streptococcus
sp. (sugestivo: S. dysgalactiae) (36%), Staphylococcus sp. coagulase positiva (18%) e
Staphylococcus sp. (10%).
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CULTURA MICROBIOLOGICA

A cultura microbiolégica realizado no laboratério padrdo apresentou crescimento
bacteriano significativo em 63 (33,5%) amostras (Tabela 12). Nao houve crescimento em
115 (61,1%) amostras e 10 (5,3%) amostras apresentaram contaminacao. A identifica¢ao

bacteriana e frequéncia dos resultados positivos estdo ilustrados na Figura 8.

A cultura microbiolégica realizada na fazenda apresentou crescimento
significativo em 88 (47,5%) amostras nas 48 horas de cultivo (Tabela 12). Nao houve
crescimento em 72 (38,9%) amostras analisadas e em 25 (13,5%) amostras apresentaram

contaminacao.

A sensibilidade e a especificidade das culturas microbioldgicas do laboratdrio

referéncia e as realizadas na fazenda foi de 87% e 58,9% respectivamente (Figura 9).
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Figura 8. Distribuicdo das frequéncias nas amostras positivas no cultivo
e identificacdo bacteriana na mastite subclinica
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Figura 9. Frequéncia dos resultados microbioldgicos entre os testes do
laboratoério oficial (LAB) e andlises realizadas em cultivo na fazenda

(FAZ)
Tabela 12. Amostras positivas no teste microbioldgico entre os
laboratorios
LAB FAZ

Teto N (%) Teto N (%)

AE 20 (50) AE 28 (62)

AD 5(14) AD 12 (40)

PE 18 (32) PE 27 (60)

PD 20 (42) PD 21 (53)

Laboratério oficial (LAB) e anélises realizadas em cultivo na fazenda
(FAZ), tetos anterior esquerdo (AE), anterior direito (AD), posterior

esquerdo (PE) e posterior direito (PD).

CORRELACAO ENTRE OS TESTES DE IDENTIFICACAO DA
MASTITE SUBCLINICA
Os resultados das médias e desvio padrao das analises CCS e CBT identificadas

por quarto mamadrio estdo demonstrados na (Tabela 13).

Os testes de CCS e CBT dos quartos mamarios AE, AD, PE e PD em 169 amostras

analisadas apresentaram uma correlacdo entre os resultados (Figura 10).

As culturas microbioldgicas tiveram uma correlacdo entre os resultados dos
quartos mamadrios AE, PD e PE em total de 120 amostras analisadas. A CCS e a cultura
microbioldgica na fazenda do teto AD apresentaram correlacdo entre os testes em 26

amostras analisadas (p= 0,032; r= 0,42). A CBT apresentou uma correlacdo entre os
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resultados do crescimento bacteriano da fazenda (p=0,045; r=0,32) entre as 39 amostras
analisadas do teto PD. A CBT apresentou também correlacio com o crescimento
bacteriano no laboratério em 34 amostras analisadas do teto PD (p= 0,008; r=0,44)

(Tabela 14).
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Figura 10. Relacdo entre a CBT média e faixas de valores da CCS.
Diferenca estatistica estd representada pela diferenca entre as letras ae b
através do teste de Tukey (p< 0,05).

Tabela 13. Anadlises de leite por quarto maméario em amostras
com diagndstico positivo de mastite subclinica no teste do CMT

Analise Teto Média Desvio
padrao
CCS AE 1285 1930 46
(x1000 cel/ml) AD 620 1083 39
PE 1557 1762 53
PD 1534 2065 47
CBT AE 531 851 50
(x1000 UFC/ml) AD 380 703 33
PE 824 1202 57
PD 777 1200 52

Teto anterior esquerdo (AE), anterior direito (AD), posterior esquerdo

(PE) e posterior direito (PD).
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Tabela 14. Correlacdo de Pearson entre os testes de mastite subclinica
identificados por quartos mamarios

CBT LAB FAZ LAB
AE AD AD
p= 0,036 p= 0,004 p= 0,032
r=0,32 r=0,5 r=0,42
n=43 n=31 n=26
ccs PE PD
p< 0,0001 p=0,01
r=0,59 r=0,38
n=52 n=43
CBT PD PD
p=0,008 p=0,045
r=0,44 r=0,32
n=34 n=39
AE
p< 0,0001
r=0,61
n=38
LAB PE PD
p=0,038 p=0,003
r=0,31 r=0,45
n=43 n=39

Laboratério oficial (LAB) e andlises realizadas em cultivo na fazenda (FAZ), tetos anterior esquerdo (AE),

anterior direito (AD), posterior esquerdo (PE) e posterior direito (PD).



42

DISCUSSAO

A incidéncia da hipocalcemia subclinica € uma condi¢do comum observada
durante os primeiros dias apds o parto e marcante de acordo com o nimero de lactacdes
(REINHARDT et al., 2011). Esse aumento no risco de sofrer hipocalcemia é devido as
despesas de célcio pela glandula mamadria, a diminuicdo da capacidade para mobilizar
calcio dos ossos e, possivelmente, a uma reducdo do nimero de receptores de 1,25-
dihidroxi-colecalciferol no intestino (GOFF et al., 1989). Diferentes faixas de valores de
célcio no soro de bovinos foram associados a patologias do periodo puerperal: 8,59 mg/dL
(MARTINEZ et al., 2012) ou < 8,8 mg/dL. (CHAPINAL et al., 2011). O presente estudo
utilizou o valor de 8,00 mg/dL. como ponto de corte para estabelecer a ocorréncia da
hipocalcemia subclinica (GOFF, 2008). A incidéncia de hipocalcemia subclinica foi de
65,2% dos animais, cetose subclinica foi de 74,1% e hipoglicemia de 71,8%. A elevada
incidéncia de patologias e transtornos metabdlicos no periodo puerperal foram observadas
em estudos desenvolvidos na Europa (SUTHAR et al., 2013), assim como, trabalhos
realizados no Chile (SEPIjLVEDA—VARAS et al., 2015), em sistemas pastoris
semelhantes aos conduzidos no estudo. Os resultados obtidos no estudo nio evidenciaram
associacdo significativa da hipocalcemia, hipoglicemia e cetose no periodo puerperal,
analisados entre semana que antecede o parto (-5 + 4 dias) e apds o parto com intervalo
semanal (5 =4 dias e 15 + 7 dias) com as patologias uterinas e da glandula mamaria.

A incidéncia de metrite foi observada em 7,8% dos animais do estudo. O grupo
de animais com metrite apresentou reducdo nos valores de ECC, niveis de glicose e
temperatura retal apds o parto. Assim como, foi observada uma tendéncia (P= 0,069) de
aumento de ocorréncia de metrite em vacas primiparas. O baixo ECC do grupo com
ocorréncia de metrite apresentou maior dependéncia dos niveis de glicose apds o parto.
A drastica diminuicdo das concentracdes de glicose no sangue durante a mobilizacio de
lipideos em casos de cetose intensa pode afetar as defesas do hospedeiro no periodo
proximo ao parto, limitando os combustiveis necessdrios as populacdes de células
imunes. Evidenciando que a sadde uterina estd associado com comprometimento da
funcdo dos neutréfilos e balango energético negativo que comeca antes do parto e se
estende até o inicio da lactagio (HAMMON et al., 2006). Assim como, o conceito de que
uma reacao inflamatéria ativada pode competir com outros processos relacionados com

a producdo (sintese de leite) e obtengdo de nutrientes limitados podem ser responsaveis
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pela diminuicdo da eficiéncia produtiva de vacas leiteiras durante a morbidade
(SORDILLO; RAPHAEL, 2013). Os resultados sugerem que possa ter havido um
restri¢ao ao acesso dos nutrientes, consequentemente uma reducao de consumo de matéria
seca apds o parto, visto que animais com ocorréncia de metrite, apresentaram grande
dispersao dos valores de BHB, cdlcio e da producdo dos animais. Estudos com animais
que apresentaram cetose subclinica ap6s o parto, foi demonstrado redugdo de consumo e
menor nimero de visitas ao cocho na semana anterior ao parto (GOLDHAWK et al.,
2009). Os baixos niveis de célcio sdo correlacionados a reducdo do consumo de matéria
seca no inicio da lactacdo (GOFF, 2006), o que pode ser relacionado ao menor ECC e

reducgdo da producio de leite.

A incidéncia de mastite clinica foi observada em 17,9% dos animais do estudo.
As vacas com mastite clinica apresentaram elevacao dos valores de BHB apds o parto,
reducdo de ECC e da contagem de neutréfilos. Em conformidade a estudos descritos
anteriormente por Curtis et al. (1985), a ocorréncia de mastite no estudo foi atribuida a
vaca mais velhas. O nimero médio foi de trés lactacdes (variando de 1-8), quando
comparados com os grupos de animais com metrite com nimero médio de uma lactagcdo
(variando de 1-3). Estudos indicam que o aumento dos valores de BHB sao atribuidos ao
inicio da lactogénese (CONTRERAS; SORDILLO, 2011), no entanto a reduc¢do da
contagem de neutrdfilos foi atribuido aos mecanismos fisioldgicos do parto, em estudos
desenvolvidos comparado vacas lactantes com vacas mastectomizadas (KIMURA;
GOFF; KEHRLI, 1999). A énfase na selecdo genética para maximizar a producao de leite
aumentou tensdes metabodlicas associadas com a sintese do leite e secrecdo, evidenciado
pela correlacdo negativa entre a capacidade de producdo de leite e resisténcia a mastite

(SORDILLO; STREICHER, 2002).

A incidéncia de mastite subclinica foi observada em 9,3% dos animais do estudo.
Os animais com mastite subclinica apresentaram no periodo anterior ao parto valores de
contagem de leucdcitos inferiores ao grupo controle. Apds o parto foi observado redugdo
no ECC e elevacdo da temperatura retal. Os resultados estdo em acordo com estudos
prévios em animais acometidos com infec¢des mamdrias subclinica apresentaram
maiores ECC no pré-parto e maior perda de condicdo corporal em relacdo com as vacas
que nao desenvolveram mastite subclinica (REZAMAND et al., 2007). A disfuncdo ou

respostas inflamatdrias nao reguladas sao mencionadas como elo comum entre 0 aumento
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da incidéncia de transtornos metabdlicos e doencas infecciosas durante o periodo de

transicdo (SORDILLO; RAPHAEL, 2013).

Os agentes Gram-positivos identificados com maior frequéncia em casos de
mastite incluem o Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase-negativo,
Enterococcus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis € o Streptococcus
dysgalactiae (PAAPE et al.,, 2002) e estiveram em acordo com os resultados de
identificacdo bacteriana encontrados nos animais com mastite subclinica avaliados nos

animais do estudo.

A CCS e a CBT dos quartos mamaérios analisados apresentaram resultados em
acordo com outros estudos associados em predizer eventos de saide do quarto mamario
quando a CCS foi superior a 400x10° cel/mL (ANDERSON et al., 2010). O tratamento
antimicrobiano baseado unicamente no teste de CMT ndo pode ser justificado, visto que
os resultados dos cultivos bacterianos revelaram uma frequéncia elevada de resultados

sem crescimento bacteriano nos métodos de cultivos padrao.

A sensibilidade (87%) e especificidade (58,9%) do teste microbioldgico realizado
na fazenda em relacio ao teste padrdo realizado no laboratdrio foi capaz de identificar
animais com crescimento bacteriano, ainda que a frequéncia de crescimento do teste
realizado na fazenda tenha sido superior (25%) ao teste padrdo. O aumento ocorréncia
dos resultados positivos no cultivo na fazenda pode ser atribuido em razdo das amostras
nao terem sido congeladas. Apesar do teste de cultivo requeira pessoas habilitadas para a
realizacdo e interpretacdo, o teste pode ser encorajado em fazendas leiteiras com o
propésito identificar mastites subclinicas no rebanho e reduzir o uso de antibidticos em

situacdes que o crescimento bacteriano ndo € identificado como causa da mastite.
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CONCLUSAO

Animais acometidos pela metrite apresentaram baixo ECC anterior ao parto e
revelaram elevada depéndencia dos niveis de glicose apds o parto associados a
manifestacdo da patologia, assim como uma tendéncia de maior ocorréncia em
primiparas. As vacas que desenvolveram mastite nos primeiros 60 dias em lactagdo
apresentaram elevados niveis de BHB apds o parto e a manifestacio da doencga foi
observada em vacas mais velhas, quando comparado com os animais do grupo com
metrite. ApOs o parto a elevacdo da temeperatura retal associada a infec¢dao da glandula
mamadria em vacas identificadas com mastite subclinica em animais com elevado ECC.
Através dos niveis do cdlcio no soro ndo foi possivel identificar associacdo com a
manifestacdo de afeccOes uterinas e da glandula mamaria no estudo. A CCS e a CBT
foram indicadores importantes em predizer a saide da glandula mamadria dos animais
avaliados nas duas primeiras semanas apds o parto. O trabalho ndo encontrou associacdo
entre os transtornos metabdlicos metabdlicos do célcio, glicose e corpos cetonicos
associados a ocorréncia de patologias uterinas e/ou mamarias apds o parto. A contagem
de leucdcitos no periodo periparto de vacas com mastite foram influenciadas pelo status
energético e sugere que mais trabalhos devem ser conduzidos para avaliar a resisténcia as

infeccdes ligadas a fun¢do e atividade das células de defesa no periparto.
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Tabela 15. Dieta formulada através do programa Spartan 3 para os

animais em lactacao

Alimento MS % dieta FDN ELL PC PNR
% MS
Nome do alimento kg % Ingerida %MS Mcal/kg ~ %MS %PC
Agua 2 0,04 0 0 0 0 0
Racéo lactacéao 8,5 90,54 33,41 13,7 1,92 22,7 63
Silagem de Milho 20 36 31,26 41 1,52 6,8 27
Pré-secado Azéven 6,63 11,84 56 28,79 44 1,49 18,9 18
Pasto Piatan / Papua 5,33 15 3,47 48 1,39 10 20
MS Alimento MS % dieta FDN ELL PC PNR
%MS
kg/dia kg/dia % ingerida g/dia Mcal/kg  kg/dia kg/dia
Fornecido 23,03 48,47 475 100 7,9 37,2 3,6 1,48
Requerimento 23,08 6,9 36,8 3,6 1,42
Diferenca -0,05 0,9 0,5 0 0,07
FDN FDNef FDNfor ELL Ccp PDR PDR dig PM
%MS %MS %MS Mcal/kg %MS %MS %MS %MS
Fornecido 34,2 30,7 29,6 1,6 15,64 9,19 5,63 11,65
Requerimento 30 24 22,5 1,6 15,59 9,31 4,91 10,91
Diferenca 4,2 6,7 71 0 0,05 -0,12 0,72 0,74
Amido Amido DR AG CNF DCAD Vit A Vit D Vit E
%MS %Amido %MS %MS mEq/100g  kUI/kg kUl/kg Ul/kg
Fornecido 25,92 65,14 3,2 42,6 27,57 8,56 1,14 28,6
Requerimento 3,97 1,07 32,9
Diferenca 4,59 0,07 -4,4
Ca P Mg K Na Cl S Co
%MS %MS %MS %MS %MS %MS %MS ppm
Fornecido 0,86 0,37 0,26 1,54 0,29 0,4 0,21 0,28
Requerimento 0,77 0,37 0,2 1,08 0,23 0,26 0,21 0,11
Diferenca 0,09 0 0,06 0,46 0,06 0,14 0 0,16
Cu Fe I Mn Se Zn
ppm ppm ppm ppm ppm ppm
Fornecido 12,5 37 0,61 38 0,42 56
Requerimento 11,4 28 0,52 15 0,3 49
1,1 10 0,09 23 0,12 7

Diferenga

Matéria seca (MS), porcentagem referente a dieta (% dieta), fibra detergente neutro (FDN), energia
referente a lactacdo liquida (ELL), proteina crua (PC), proteina ndo degradada no rimen (PNR), fibra
detergente neutro efetivo (FDNef), fibra detergente neutro da forragem (FDNfor), proteina metabolizavel
(PM), proteina degraddvel no rimen (PDR), proteina degreddvel no rimen digestivel (PDRdig), amido
degraddvel no rimen (Amido DR), 4cidos graxos (AG), carboidratos néo fibrosos (CNF), diferenca cation-
anion da dieta (DCAD), vitamina A (Vit A), vitamina D (Vit D), vitamina E (Vit E), célcio (Ca), fésforo
(P), magnésio (Mg), potdssio (K), sédio (Na), cloro (Cl), enxofre (S), cobalto (Co), cobre (Cu), ferro (Fe)

iodo (I), manganés (Mn), selénio (Se), zinco (Zn).



