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Resumo

A mastite € uma patologia da glandula mamaria, caracterizada por uma inflamagao
do ubere das vacas, com alteragcdo ou ndo do estado geral do animal, assim como do leite

produzido.

A grande maioria das mastites propaga-se e/ou deve-se a erros de maneio
(iatrogénicos), manutencéao, higiene e conceg¢ao das exploragdes, como por exemplo, erros
na escolha do tipo de material a utilizar nas camas, sobrelotacdo animal, ma técnica de
ordenha, assim como a outros fatores como a incorreta afinacdo e manutengao das

maquinas de ordenha.

Sendo esta uma das patologias com maior impacto a nivel mundial nas exploragdes
de bovinos de leite, devido a desvalorizacdo comercial do mesmo, aos custos associados ao
seu tratamento, e a perda de animais para refugo precoce. Foi objetivo desta dissertacao,
testar um desinfectante (Hypred Force 7®) como redutor do numero de microorganismos

patogénicos presentes nas camas das vacas leiteiras, enquanto agentes de mastites.

Para tal foi realizada a desinfecao total das camas de uma exploragdo com trés
tipos de substrato (areia, borracha e orgénica), e foram colhidas amostras, por técnica de
esfregaco de contacto, antes e varios tempos apés a desinfecdo das mesmas. Estas foram
enviadas para andlise laboratorial para contagem dos microorganismos totais

(microorganismos a 30°, coliformes e Escherichia coli).

Como resultado, verificou-se que o desinfectante testado ndo se revelou eficaz, em
exploracdes onde nao esteja previsto um vazio sanitario, e que as camas de areia,
apresentam-se como o melhor tipo de substrato a utilizar tanto em termos de bem-estar

animal, como em termos de higiene.

Palavras-chave: Desinfectante; Hypred Force 7; Sensibilidade; Vacas leiteiras; Eficacia;
Contagens
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Abstract

Mastitis is a pathology of the mammary gland, defined by an inflammation of the
udder of the cow with changes, or not, in the general condition of the animal and in the

produced milk.

This pathology mainly occurs due to management errors (iatrogenic), maintenance,
hygiene and farm designs. These include the type of material for bedding, animal

overcrowding, bad milking technique, incorrect tuning and maintenance of milking machines.

This is one of the pathologies with the biggest worldwide impact on dairy cattle
farms due to its commercial devaluation, the costs associated with its treatment, and the loss

of animals for early refuse.

The aim of this dissertation was to test the efficacy of the disinfectant “Hypred Force
7®”, in order to reduce the number of pathogenic microorganisms present in bedding of dairy

cows - as mastitis agents.

For this purpose, the total disinfection of the beds of a farm with three types of
substrate (sand, rubber and organic) was performed. Samples were taken by contact smear
technique, before and at various times after disinfection and then sent for laboratory analysis

for total microorganisms count (microorganisms at 30°, coliforms and Escherichia coli).

As a result, it was concluded that the disinfectant used for this study was not
effective in farms where a void is not foreseen. In addition, there was also determined that
sand beds are the best type of substrate to use, for the benefit of both animal welfare and

hygiene.

Keywords: Disinfectant; Hypred Force 7; Sensitivity; Dairy cows; Efficacy; counts
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Lista de Abreviaturas

CA Cama de areia

CcB Cama de Borracha

CCs Contagem de células somaticas

cm® Centimetro cubico

co Cama Organica

DAD Deslocamento do abomaso a direita

DAE Deslocamento do abomaso a esquerda

DIV Direcgéo de Intervencao Veterinaria

DNA Acido desoxirribonucleico

E.coli Escherichia coli

Et al. E outros

GnRH Hormona Libertadora da Gonadotrofina

IM Intramuscular

| Litros

LR Lactato de Ringer

m? Metro quadrado

mm Milimetros

NaCl Soro fisiolégico com cloreto de sédio

OFC “On Farm Culture®”

OPP / ADS Organizacao de produtores de Pecuaria / Agrupamento de Defesa
Sanitaria

SADR Sem alteragdes dignas de registo

Staph. Staphylococcus

Strep. Streptococcus

Strep. uberis | Streptococcus uberis

TCM Teste Californiano de Mastites

TSA Teste de Sensibilidade a antibidticos
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1. Natureza e Enquadramento do estagio

O estagio curricular decorreu durante 6 meses (entre o periodo de 1 de Fevereiro
de 2018 a 1 de Agosto de 2018), e consistiu em acompanhar o Prof. Dr. Jodo Cannas da
Silva, Dr. Jodo Caroco e o Dr. Carlos Silva no seu dia-a-dia enquanto médicos veterinarios e
consultores de diversas exploragbes pecuarias. Os trés veterinarios acima citados, prestam
servicos de apoio a reproducao e sanidade, assim como assisténcia médica ou veterinaria

em regime de ambulatério nas zonas de Lisboa e Vale do Tejo e Alentejo.

Além das fungdes designadas anteriormente, o Dr. Jodo Carocgo e o Dr. Carlos Silva

sdo responsaveis pelo Agrupamento de Defesa Sanitaria (ADS) de Sobral de Monte Agraco.

Abaixo, encontra-se representado nos graficos 1 e 2, a distribuicdo de intervengdes

executadas e/ou com as quais tive contacto durante o estagio.

Distribuicao percentual de procedimentos
executados durante o estagio

60,00%

50,00%

40,00% -

30,00% -

20,00% -

10,00% -

0,00% - .

Sanida_lde _ Reprodggép Slligné(r:]iigz
(8400 animais) (8640 animais) (158 animais)
% 48,84% 50,24% 0,92%

Grafico 1: Distribuicdo em percentagem das actividades executadas durante o estagio.

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade de Medicina Veterinaria 14




Jodo Maria Homem de Carvalho Vaillant - Avaliagao da possivel eficacia do desinfectante “Hypred
Force 7®” em diferentes tipos de cama de bovinos leiteiros

Distribuicao percentual de procedimentos realizados
em Clinica de Urgéncias
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(32 animais) d'StO.C'C(.)S problgmag (12 animais) Poc.iall
(8 animais) | (36 animais) (70 animais)
‘% 20,25% 5,06% 22,78% 7,59% 44,30%

Grafico 2: Distribuicdo em percentagem das actividades executadas em Clinica de

urgéncias durante o estégio.

Durante o estagio, por rotina, em sistema ambulatério foram visitadas quinze
exploragdes de vacas de leite (semanal ou quinzenalmente) as quais era dada assisténcia
reprodutiva. Esta englobava: 1) os diagndsticos de gestagdo a partir dos 30 dias apos
inseminagéo artificial ou monta natural; 2) a confirmagéo da gestagéo aos 60 dias e aos 120
dias; 3) e a confirmagédo para secagem das vacas e preparagao do parto 60 dias antes.
Nestas exploracdes era também efetuado o controlo reprodutivo apds o parto, verificando-se
a correta recuperacdo dos animais e a involugdo uterina, diagnosticando-se alteragbes
uterinas poés-parto como por exemplo: metrites, endometrites, aderéncias, ou existéncia de
problemas varios (como quistos de teca-folicular, corpos luteos persistentes, entre outros)
que colocam em causa a produtividade e o préximo ciclo reprodutivo. Era ainda efetuada a
sincronizagao e preparagao de vacas para posterior inseminacao artificial, com base nos
programas de sincronizagdo mais conhecidos como o “Ovsynch”, no qual é administrada ao
dia 0 uma injecdo hormonal intramuscular (IM) de Hormona Libertadora da Gonadotrofina
(GnRH) que estimula o inicio de uma nova onda folicular, e 7 dias depois € administrada
uma prostaglandina para indugéo do cio, e ao 9° dia é administrada novamente GnRH que
induz a ovulagédo, pelo que a inseminacdo €& efetuada 16 horas apds este ultimo

procedimento.
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Na generalidade as exploragbes de vacas leiteiras, possui programas informaticos
de gestao reprodutiva, o que facilita o trabalho do médico veterinario em virtude de poderem
ser separados os animais a examinar por tempo ante-parto e pés-parto (idealmente, 30 dias
apos inseminagao artificial ou cobrigdo por monta natural, € executado o diagndstico de
gestacao). O programa de controlo reprodutivo aplicado em estagio foi executado da
seguinte forma: 1) exame dos animais recém-paridos ao 10° dia, 21° ou 23° dia pds-parto
para avaliar o estado do tracto reprodutivo; 2) acompanhamento dos animais com patologia
reprodutiva ao nivel do Utero ou dos ovarios (metrites, endometrites, quistos, aderéncias, e

outras alteracoes).

No ambito da sanidade e atuagdo ao servico da ADS ou da Organizagdo de
Produtores Pecuarios (OPP) de Sobral de Monte Agragco foram efetuados despistes de
brucelose e tuberculose em vacas (doencgas de declaragcdo obrigatdria). Para pesquisa de
brucelose foram efetuadas colheitas de sangue e/ou de leite (diferenca justificada pelas
normas emanadas pela Direc¢ao de Intervencéo Veterinaria [DIV] a que reporta a referida
OPP). A titulo de exemplo, em vacas secas, € colhido sangue para o referido teste. Ja em
vacas em produc¢ao, o teste dependera das indicagdes da DIV. De acordo com a supracitada
entidade, o teste através do leite deve ser realizado numa amostra proveniente de 200

animais (no maximo) e efetuado 2 vezes por ano.

Ja os testes de tuberculose, foram executados pela prova de
intradermotuberculinizagcdo comparada, obrigatérios para bovinos uma vez por ano nesta
OPP, conforme indicacdo da DIV da zona do Ribatejo e Oeste, assim como é obrigatdrio
executar testes de pré movimentacao para deslocagao de animais para outras exploragdes
fora da DIV.

Ainda no ambito da sanidade, no que concerne aos pequenos ruminantes (ovinos e
caprinos) efetuou-se a identificacdo dos animais dos efectivos com brinco auricular e chip
intra-ruminal, e a colheita de sangue para pesquisa de brucelose assim como a vacinagéo

contra a Lingua Azul, o que esta novamente dependente das indicagdes da DIV regional.

A distribuicdo de animais ao qual se executaram procedimentos relativamente ao

controlo obrigatério da sanidade encontra-se representada no grafico 3.
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Distribuicao percentual de sanidades por
espécie animal

® Vacas (4830 animais)

E Pequenos ruminantes
(3570 animais)

Grafico 3: Distribuicdo em percentagem das actividades sanitarias por espécie animal

Em clinica médica de urgéncia de bovinos, em regime de ambulatério, fez-se o

diagnéstico, tratamento e profilaxia de diversas doencgas dos varios sistemas.

O sistema reprodutor registou a maior ocorréncia de casos clinicos, permitindo
assim assistir a diversos partos distocicos que foram tratados quer por abordagem manual,
quer cirurgica, por cesariana ou fetotomia. Executou-se ainda, a resolugdo de prolapsos
uterinos, tratamento de retengbes placentarias, metrites e endometrites puerperais. Foi
realizado igualmente o diagndstico de diversas situagdes de animais em anestro,
provocadas por: 1) persisténcia de corpo luteo (tratamento com administracdo de
prostaglandinas); 2) quistos foliculares (tratamento com administracido de GnRH); 3) ovarios
disfuncionais, na sua maioria consequentes de erros alimentares, como caréncias
vitaminicas ou balangos energéticos negativos, cuja corregdo implica alteracdes na dieta,
suplementacgao vitaminica e maneio com particular atencdo ao periodo seco, pré e pos-

parto.

Quanto ao sistema gastrointestinal, foram diagnosticadas 12 deslocagbes de
abomaso, o que permitiu acompanhar a sua resolugao cirdrgica quer por técnica aberta a
esquerda (DAE) — Método de Utrecht em 5 casos, quer por técnica aberta a direita (DAD) —
Método de Hannover num Unico caso (com a realizacdo de uma omentopéxia). Nos
restantes casos de DAE foi efetuada a fixagao externa pelo Método de Sterner-Grimmer ou
Toogle-pin, apenas possivel quando a auscultacdo com percussao se identifique grande

quantidade de gas no abomaso.
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Fez-se igualmente o acompanhamento de diversas situagdes de enterite, muitas de
origem desconhecida e diarreias neonatais, ambas provocadas na sua grande maioria por
E. coli, Rotavirus, Coronavirus e Criptosporidium spp. Uma errada administragdo de colostro
ou pobres em imunoglobulinas, uma dieta alimentar deficiente, bem como a utilizacédo de
leites de substituicdo de ma qualidade e/ou a temperatura incorreta, assim como camas

sujas e humidas, sdo igualmente causas de relevancia em diarreias neonatais.

Foram aplicados planos de profilaxia e prevengcdao de cetose bovina com a

administragédo de bolos ruminais (kexxtone®) sendo tratados apenas 3 casos de cetose.

Em relacdo ao sistema cardiovascular, foi observado somente um caso de
endocardite valvular de etiologia desconhecida da valvula pulmonar e tricuspide,
apresentando a vaca um pulso jugular marcado, auscultacdo cardiaca compativel, e

presenca de ascite.

Respeitante ao sistema locomotor, foram diagnosticadas diversas patologias podais
bovinas que implicaram corretagem terapéutica e profilatica de cascos, tratamento de
diversas dermatites interdigitais, digitais, doengas da linha branca, abcessos podais, tilomas,
diversos tipos de fissuras, coriites (antiga denominagdo Laminites), Ulceras da sola
(provocadas por ma conformagéo da mesma ou auséncia de corretagem profilatica) e lesdes

provocadas por excesso de erosao da sola.

Ao nivel da glandula mamaria foram diagnosticadas diversas mastites, com 4 casos
de amputacao dos tetos afetados, sendo estes animais separados do restante efectivo para

evitar o contagio.

Foi ainda possivel acompanhar um caso clinico de intoxicagao por micotoxinas que
afetou toda uma exploracdo, levando a patologias do foro intestinal e reprodutor. Foi
também observado o caso de uma vaca com peritonite, que desencadeou posteriormente
faléncia multiorganica, conduzindo a morte. Por ultimo, faz-se referéncia a um caso isolado

de leptospirose, provocada por silagem mal acondicionada.

Todas estas situacdes estao representadas no grafico 4.
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Distribuigcao percentual das cirurgias realizadas
durante o estagio

m Cesariana (12 animais)
—_ . 3% 3%
m Cirurgia aberta DAE (5 animais) \

u Cirurgia aberta DAD (1 animal)

m DAE fixagao externa (6 animais)

B Amputacao de teto(4 animais)

= Prolapso uterino (1 animal) ‘
3%

Grafico 4: Distribuicdo em percentagem das diversas cirurgias realizadas durante o periodo

de estagio.
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2. Introducgao

O aumento da populagdo mundial, juntamente com a incapacidade de produgao de
alimentos que consigam fazer face as necessidades mundiais, estimulou a procura por parte
dos consumidores de alimentos mais econémicos, seguros e de alta qualidade, como por
exemplo os produtos lacteos (W K Fulwider et al., 2013), estimulando assim os mercados a
procurarem formas de incentivar os produtores a produzir leite de qualidade. Para tal foram
criados prémios, ou seja, um valor acrescentado aos produtores com elevados padrdes de
qualidade, com base na contagem de células somaticas (CCS) do leite (Schukken, llson,
Elcome, lkofsky, & Onzalez, 2003; Rowbotham & Ruegg, 2016). Esta medida obrigou a
reestruturagcdo e adaptagdo das exploragbes interferindo diretamente no aumento de
produtividade, melhoria do bem-estar animal, e por consequéncia numa redugdao dos
problemas normalmente associados a exploracdes intensivas de leite, nomeadamente numa
reducdo do numero de mastites, e num consequente aumento das receitas e lucros das
exploragoes (Bickert & Radostits, 2000; Schukken et al., 2003)

As mastites bovinas sédo consideradas uma das principais doencas das exploracdes
leiteiras em todo o mundo, afectando uma elevada percentagem dos efectivos, sendo por
isso uma das maiores causas de perdas econdmicas na industria leiteira(Huijps, Lam, &
Hogeveen, 2008; Riekerink, Barkema, Kelton, & Scholl, 2008; Lam et al., 2013).

O termo mastite deriva do grego “mastos” ubere, e “itis” inflamagéo. Esta traducao e
interpretagdo permite-nos pressupor que uma mastite € uma reagéao inflamatéria dos tecidos
secretores ou condutores do leite na glandula mamaria, como resposta a uma infecgéo

maioritariamente bacteriana ou leséo traumatica (Saran & Chaffer, 2000).

Esta reacao inflamatéria desencadeia-se com o objetivo de eliminar ou neutralizar
0S microorganismos invasores e promover a repara¢ao dos tecidos lesados, restabelecendo

assim a funcao normal da glandula mamaria.

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade de Medicina Veterinaria 20



Jodo Maria Homem de Carvalho Vaillant - Avaliagao da possivel eficacia do desinfectante “Hypred
Force 7®” em diferentes tipos de cama de bovinos leiteiros

2.1. Caracterizagao das mastites

A maioria das mastites é reconhecida pelos produtores, quando estes conseguem
identificar alteracdes em pelo menos um quarto e ou inflamagdo uUbere, associado a
variagdes na aparéncia do leite. Sendo consideradas mastites clinicas, quando apresentam
sinais e sintomas observaveis como edema dos quartos, calor, rubor ou dor ao contacto, e
com uma secrecao anormal identificada por alteragcbes macroscépicas do leite, que pode
apresentar um aspecto aguado ou cheio de grumos ou floculos (Blowey & Edmondson,
2010).

No entanto, estas também podem ser consideradas subclinicas, nas quais existe
uma infecgao do Ubere, ndo sendo observaveis alteragdes macroscoépicas, sinais clinicos ou
outros sintomas que permitam o seu reconhecimento ( Saran & Chaffer, 2000; Blowey &
Edmondson, 2010),0 que implica que estas sejam apenas identificaveis pela contagem
individual de células somaticas no leite, que ira apresentar sempre valores acima das
200.000 células somaticas por mililitro ou pelo teste californiano de mastites (TCM), descrito
mais abaixo (Blowey & Edmondson, 2010). No entanto em Portugal, o Regulamento CE n°
853/2004, SECCAO IX, Anexo |l aprovada pelo Decreto-Lei n.° 223/2008, permite a venda e
recolha de leite cru com CCS até as 400 000 células somaticas, numa média geométrica
constatada ao longo de um periodo de trés meses, com pelo menos uma colheita mensal.
Ainda assim, e como forma de controlo e incentivo a aplicagao de boas técnicas de maneio
e de bem-estar animal, as entidades responsaveis pela recolha do leite penalizam

produtores que tenham leite com valores de CCS acima das 300 000 células somaticas.

A severidade da mastite clinica pode variar entre aguda a hiperaguda. As mesmas
apresentam sintomatologia sistémica como hipertermia, desidratagdo, anorexia e
desconforto. Nalguns casos a severidade é tal, que pode levar a morte do animal,
desencadeando-se assim uma mastite toxica, normalmente de curta duracgao,
contrariamente as mastites subclinicas que sdo prolongadas ou cronicas, permanecendo 0s

animais assintomaticos (Saran & Chaffer, 2000).

Para além desta classificacdo das mastites, estas também podem e devem ser
caracterizadas tendo em conta o tipo de infeccdo, podendo ser divididas em mastites
contagiosas ou mastites ambientais. Sao classificadas consoante o microrganismo presente,
a fonte de infecgdo do mesmo, o momento de transmissédo e de infecgdo, tal como
demonstrado na tabela 1 (Cannas da Silva, van Harten, & Roque, 2017). Esta classificagéo

permitira o estabelecimento de medidas profilaticas, sanitarias e preventivas mais eficazes.
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Tabela 1: Mastites contagiosas e ambientais - Adaptado de (Cannas da Silva et al., 2017)

Contagiosas Ambientais

Escherichia coli

Klebsiella
Staphylococcus aureus

, Enterobacter
Streptococcus uberis ;
; Streptococcus uberis

Streptococcus agalactiae

Pseudomonas
Streptococcus )

. . ) Citrobacter
Bactéria dysgalactiae Bacillus cereus

SNC - Staphylococcus

. Bacillus lincheniformis
coagulase negativa

. . Pasteurella
Corynebacterium bovis .
Streptococcus faecalis
Mycoplasma
Fungos
Leveduras
Fonte de infeccao Ubere Ambiente

Periodo Seco
Entre ordenhas
Lactacao
Periodo Seco

Momento de transmissao | Ordenha

Momento de infecgao Lactagao

As mastites contagiosas tém como reservatério da infecgdo o Ubere e os tetos, e
estas desenvolvem-se no teto e no seu canal, sendo a transmissao feita sobretudo durante
a ordenha, por deficiéncias na preparacdo do Ubere ou na manutencao e desinfecdo do
sistema de ordenha (Cannas da Silva et al., 2017). A maioria destas infecgbes apresenta-se
na forma subclinica, resultando assim Unica e exclusivamente no aumento da CCS. As
medidas de controlo essenciais sdo a correta desinfecdo dos tetos antes e apds a ordenha
(pré e poés-dipping) e refugo de animais com mastites cronicas. As bactérias mais
frequentemente isoladas neste tipo de mastite incluem: Staphylococcus aureus;

Streptococcus agalactiae; Streptococcus dysgalactiae (Blowey & Edmondson, 2010).

Nas mastites ambientais, o ambiente é o principal reservatério destas infecgdes,
sendo a transmissdo feita essencialmente entre ordenhas, pela falta de manutencao e
higiene dos parques e camas dos animais ou por falhas na higienizagdo do ubere (Cannas
da Silva et al., 2017). Normalmente, as mastites ambientais sdo causadas por infecgdes
oportunistas que se aproveitam de uma baixa na imunidade da vaca para se estabelecer na
glandula mamaria (Schukken, Tikofsky, & Zadoks, 2005). Os microorganismos sobem pelo
canal do teto durante a ordenha ou em vacas que se deitem logo apds a ordenha, por
maneio errado das exploragbes quando ndo € disponibilizada comida fresca nas

manjedouras. A maioria destas infecgbes manifesta-se como uma mastite clinica, podendo
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raramente surgir na forma subclinica. O seu controlo passa essencialmente por um bom
maneio da exploracdo, mantendo o ambiente e os parques limpos, com camas adequadas e
limpas, uma correta higienizacdo do ubere, desinfe¢ao pré-dipping e pods-dipping,
manutengdo e correto funcionamento das maquinas de ordenha, assim como a
disponibilizacdo de alimento nos parques para incentivar as vacas a permanecerem em pé
apo6s a ordenha, para permitir o fechamento do teto. Os microorganismos ambientais mais
isolados s&o: Escherichia coli; Streptococcus uberis; Klebsiella;, Bacillus spp (Edmondson,
2017).

Ainda se pode considerar mais um tipo de classificacdo de mastites consoante o
periodo de infecgdo, existindo as infeccbes em periodo de lactagcdo ou as infecgdes no
periodo seco, normalmente caracterizadas por serem infecgdes ambientais (Edmondson,
2017).

No contexto desta revisdo e tendo em conta o objetivo do trabalho realizado, torna-
se indispensavel descrever algumas caracteristicas dos principais microorganismos

envolvidos nas mastites:

2.2. Mastites contagiosas

2.2.1. Staphylococcus aureus

E um coco gram-positivo, responsavel por mastites contagiosas, que se podem
manifestar na forma crénica ou aguda, sendo mais comum provocarem infeccdes crénicas
subclinicas, convertendo-se em agudas em algumas etapas da lactagcdo como por exemplo
no periodo pés-parto. A principal fonte de infecgdo é o ubere, transmitindo-se basicamente
durante a ordenha através das maos do ordenhador, das tetinas, ou da partilha entre vacas
de panos ou papéis de limpeza dos tetos (Fernandez et al., 2016; Saran & Chaffer, 2000).
Os sinais clinicos provocados por esta bactéria variam consoante os tipos de mastite
provocadas. No caso de mastites clinicas agudas, para além dos sinais clinicos classicos de
uma inflamagdo do ubere, podem-se desencadear sintomas sistémicos, tais como
hipertermia e anorexia, podendo em casos extremos causar uma mastite gangrenosa (Saran
& Chaffer, 2000), isto €, quando o quarto afetado surge com zonas de necrose e gangrena,
provocadas por uma trombose venosa com edema local e congestdo do ubere, que culmina

com uma necrose tecidular(Fernandez et al., 2016).
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O Staphylococcus aureus adere a superficie interna da mucosa e da glandula
mamaria produzindo diversos fatores de viruléncia. A hialuronidase, estafilocinase e outras
proteases colaboram na invasao tecidular, e a sua capsula permite resistir a fagocitose. Este
agente quando fagocitado consegue resistir e multiplicar-se dentro dos macroéfagos, sendo
libertado periodicamente para os tecidos circundantes, escapando aos mecanismos de
defesa do sistema imunitario e a antibioterapia administrada ou preconizada. Libertada por
esta bactéria, a toxina alfa gera necrose dos tecidos por contragao e necrose dos musculos
lisos das paredes dos vasos sanguineos, impedindo assim o fluxo circulatério adequado ao
quarto infectado. Para além disso, esta toxina provoca libertacido de enzimas lisossomais

dos leucécitos que levam a um incremento da necrose tecidular (Fernandez et al., 2016).

Em virtude da sua excrecgdo intermitente, o diagnéstico laboratorial das mastites
causadas por Staphylococcus aureus e o seu isolamento torna-se extremamente dificil,
assim como os resultados das CCS presentes no leite podem ser muito variaveis, nao
significando uma cultura negativa que o animal esteja isento do agente (Blowey &
Edmondson, 2010; Cannas da Silva et al., 2017).

O tratamento deste tipo de mastites pode ser extremamente complexo, dependendo
0 seu sucesso sobretudo da idade dos animais afetados, em virtude de que o éxito diminui
com o aumento da idade da vaca, porque a probabilidade de cura a partir da quarta lactagéo
€ muito baixa (Blowey & Edmondson, 2010; Cannas da Silva et al., 2017; Edmondson,
2017). A terapia de secagem é vital no tratamento, podendo em vacas novas ter uma
eficacia de 70%, diminuindo para cerca de 5 a 10% em vacas mais velhas (Cannas da Silva
et al., 2017; Edmondson, 2017), no entanto a sua aplicagdo diminui o nivel de infecgao e de
exposicdo do restante rebanho, tornando-se num método de prevencdo da sua

disseminacao (Blowey & Edmondson, 2010).

2.2.2. Streptococcus agalactiae

E um coco gram-positivo que faz parte da flora comensal do Ubere da vaca, embora
ocasionalmente possa colonizar o canal e a pele do teto, especialmente se estas superficies

tiverem fissuras (Blowey & Edmondson, 2010).

E um agente altamente contagioso, ocorrendo a sua transmissdo através do leite
durante o processo de ordenha, tal como acontece com o Staphylococcus aureus, que

causa sobretudo mastites subclinica, crénica ou recidivante (Saran & Chaffer, 2000). Ainda
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assim, pode apresentar-se como uma mastite clinica, com sintomas leves a moderados,
com a glandula mamaria aumentada de volume e quente, e alteracées do aspecto do leite,
como a presenga de grumos ou floculos e ou secregdo aquosa (Saran & Chaffer, 2000;
Fernandez et al., 2016).

Os fatores de viruléncia mais importantes do Streptococcus agalactiae sao: as
hemolisinas; as hialuronidases; as desoxirribonucleases; as estreptoquinases; e as

exotoxinas pirogénicas (Saran & Chaffer, 2000)

E um agente que pode originar elevadas CCS, sem alteragdes do aspecto do leite,
provocando perdas de produgéao significativas e altas penalizagbes (Saran & Chaffer, 2000;
Fernandez et al., 2016; Cannas da Silva et al., 2017; Edmondson, 2017;).

Pode gerar episddios repetidos de mastite, com baixa taxa de cura espontanea,
mas com elevadas taxas de cura apds antibioterapia durante a lactagdo, mesmo em animais
ja com alguma idade (Fernandez et al., 2016; Cannas da Silva et al., 2017). E possivel
erradicar este agente de uma exploragdo, mediante a terapia de secagem, melhorias no
maneio da exploracgdo, e tratamento de todos os animais portadores, sendo estes isolados e
tratados com antibiotico, até que as culturas bacterioldgicas nao detetem portadores (Saran
& Chaffer, 2000; Edmondson, 2017).

2.2.3. Streptococcus dysgalactiae

E um coco gram-positivo hemolitico que origina colénias muito pequenas, que
segundo Blowey e Edmondson (2010) é a quarta maior causa de mastites contagiosas,
apresentando como alto factor de viruléncia a producao de toxinas. Os seus métodos de
controlo e erradicacado sao idénticos aos utilizados nos agentes anteriores, respetivamente

Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae (Blowey & Edmondson, 2010).

E um microorganismo com grande capacidade de adaptagdo as condigdes
ambientais, pelo que é comummente encontrado no habitat das vacas leiteiras, estando
sobretudo associado ao complexo das mastites de verao. Além do mais, a mosca Hydrotaea
irritans, vulgarmente encontrada nos estabulos, pode atuar como vetor do agente nos meses
de temperaturas mais altas (Saran & Chaffer, 2000; Blowey & Edmondson, 2010; Cannas da
Silva et al., 2017).
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E frequentemente isolado na pele dos tetos, sobretudo quando a sua integridade
esta comprometida por fissuras, cortes, lesdes provocadas pela maquina de ordenha, ou
pelo virus da variola (Cannas da Silva et al., 2017). Pode também estar presente nas
amigdalas e, portanto, a amamentacdo dos vitelos ou o acto de mamar entre vacas em
producao, pode transmitir a infeccao aos tetos, sendo por isso, um dos agentes comuns de
mastites em novilhas, em bezerros e em vacas secas (Saran & Chaffer, 2000; Blowey &
Edmondson, 2010).

Normalmente provoca mastites clinicas moderadas ou subclinicas, néo afectando o
estado geral do animal. No entanto os seus fatores de viruléncia permitem a adeséo e
colonizagdo de células epiteliais, levando o agente a sobreviver no interior das células sem
perder a viabilidade, caracteristicas estas que estdo associadas a facilidade de evolugéo
para uma mastite crénica, a protecédo e resisténcia a antibidticos, e aos mecanismos de
defesa do hospedeiro (Fernandez et al., 2016). E uma causa pouco comum de CCS

elevadas (Blowey & Edmondson, 2010; Cannas da Silva et al., 2017).

2.3. Mastites ambientais

2.3.1. Escherichia coli

Pertencente ao grupo dos coliformes, € um bacilo gram-negativo ubiquo, presente

nas fezes, estrume, camas, agua e solo (Haskell, 2008; Fernandez et al., 2016).

A exposicdo do ubere ao agente ocorre em especial entre as ordenhas, por
deficientes condicbes de higiene das camas, ou mau maneio apés a ordenha (Haskell,
2008).

As mastites causadas por este agente tém um grande impacto do ponto de vista
clinico, tendo em conta a diversidade de sintomas locais e sistémicos que as vacas podem
apresentar, podendo ocorrer de forma aguda ou hiperaguda como mastite clinica ou
subclinica, e provocar uma mastite téxica com a consequente morte (Saran & Chaffer, 2000;
Cannas da Silva et al., 2017;).

A colonizacdo de E. coli no canal do teto raramente causa mastites clinicas e em
cerca de 70% a 90% dos casos, o agente é eliminado pela prépria vaca sem sintomatologia

de mastite (Blowey & Edmondson, 2010; Cannas da Silva et al., 2017). Em algumas vacas,
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a unica alteragao detetavel € um aumento na CCS e nas contagens bacterianas, noutros
animais apenas sao observaveis danos muito leves do revestimento endotelial da parede do
teto, com a produgéo de alguns coagulos leitosos com fléculos brancos e secregdo aquosa,

que desaparecem na ordenha seguinte (Blowey & Edmondson, 2010).

Geralmente em quadros hiperagudos, as estirpes oportunistas, apds colonizarem a
glandula mamaria de forma ascendente, provocam efeitos clinicos pela libertagdo de
endotoxinas, elaboradas a partir dos lipopolissacarideos presentes na membrana bacteriana
do agente e produzidos durante a sua multiplicacdo, sendo depois libertados com a morte
dos mesmos (Saran & Chaffer, 2000; Blowey & Edmondson, 2010; Fernandez et al., 2016).
Durante o desenvolvimento da mastite as endotoxinas sdo responsaveis pela actividade
pirogénica, provocando danos na microvascularizagdo das paredes alveolares, e no tecido
intersticial, com ocorréncia de coagulagdo vascular disseminada, alteragdo da
permeabilidade das membranas celulares e do endotélio, levando a toxémia que pode
terminar com choque séptico (Saran & Chaffer, 2000; Fernandez et al., 2016; Cannas da
Silva et al., 2017;).

O inicio do quadro clinico geralmente é repentino, com a apresentagédo do animal
com sinais de toxémia, tais como anorexia, prostracdo, hipertermia, leite aquoso e
amarelado com floéculos, seguindo-se em poucas horas uma evolugao para hipotermia,

diarreias intensas e desidratagao severa (Fernandez et al., 2016).

A variagao de respostas em diferentes vacas a uma infecgao por E. coli é causada
pela velocidade com que as células inflamatdrias podem ser mobilizadas do sangue para os
tetos e para a glandula mamaria (Blowey & Edmondson, 2010), tendo ja sido demonstrada
uma associagao entre baixas CCS e uma maior incidéncia de mastites hiperagudas
(Fernandez et al., 2016).

2.3.2. Streptococcus uberis

O Streptococcus uberis € um coco gram-positivo ndo hemolitico (Blowey &
Edmondson, 2010), com uma grande heterogeneidade de estirpes, podendo comportar-se
como agente ambiental ou contagioso, dependendo da capacidade de adaptacdo ao

hospedeiro (Fernandez et al., 2016).
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E normalmente encontrado nas camas, sobretudo de palha e organicas, nos labios,
patas e no uUbere (Schukkenet al., 2005; Saran & Chaffer, 2000; Cannas da Silva et al.,
2017;).

O papel patogénico de certas estirpes Streptococcus uberis € desempenhado por
certos fatores de viruléncia que permitem: a adeséo e colonizagao deste agente nas células
epiteliais; a sua evasdo a mecanismos de defesa do hospedeiro (incluindo a fagocitose,
devido a sua capsula bacteriana antigénica de acido hialurénico) (Saran & Chaffer, 2000); e

a resisténcia a antibioterapia (Almeida, Batcha, & Oliver, 2005; Fernandez et al., 2016).

As mastites causadas por este agente normalmente ocorrem no primeiro més pés-
parto ou em vacas secas, e apresentam-se como mastites clinicas subagudas ou mastites
subclinicas, podendo evoluir para quadros de cronicidade (Blowey & Edmondson, 2010;
Fernandez et al., 2016).

Embora nalguns casos clinicos de mastite por Streptococcus uberis a
sintomatologia possa ocorrer de forma repentina, apresentando-se ao exame fisico o quarto
afetado duro e edemaciado, com libertagdo de secre¢gdes com grandes coagulos brancos no

leite, e por vezes com hipertermia severa do animal (Blowey & Edmondson, 2010).

Em suma, a sintomatologia das mastites clinicas por este agente incluem
inflamacao da glandula mamaria e alteragées do aspecto do leite, estando descrita uma taxa

de cura espontanea de 48% (Fernandez et al., 2016).

2.3.3. Staphylococcus Coagulase Negativa (SCN)

Grupo de bactérias cocos gram-positivo, hemoliticos ou ndo hemoliticos, que inclui
mais de 50 espécies distintas do género Staphylococcus, algumas delas fazem parte da
flora da pele, sendo consideradas oportunistas quando colonizam o esfincter e o canal do
teto (Blowey & Edmondson, 2010; Fernandez et al., 2016).

Estes agentes tém uma capacidade variavel de espécie para espécie, de produzir
um biofilme, que os protege contra a agao das células imunitarias do hospedeiro e contra a

acao dos antibioticos (Fernandez et al., 2016).

Originam maioritariamente mastites subclinicas e nalgumas ocasides mastites
clinicas, sendo uma causa do aumento nas CCS (Blowey & Edmondson, 2010; Fernandez
et al., 2016).
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2.4.Diagnéstico

Previamente ao tratamento de uma mastite € fundamental identificar o agente
causador da mesma a fim de utilizar a terapia mais indicada, fundamentalmente a
identificacdo do agente sobrepdem-se ao teste de sensibilidade antibidtica (TSA) pela
simples razao de que um TSA é efetuado in vitro e o comportamento dos antibiéticos in vivo
nao € idéntico (pH do leite diferente e alteracdes de leite mastitico que podem dificultar a
eficacia do antibiotico). Desta forma, torna-se fundamental a execugcdo da CCS
mensalmente para identificar animais com mais de 200 000 células somaticas e envio do
leite para exame microbioldgico, o que permite identificar quais os agentes prevalentes na
exploragao. Com a sistematizagdo da CCS laboratorial, ou com o “Teste Californiano de
Mastites” (TCM), explorado mais adiante, € possivel reduzir drasticamente a utilizacao de
antibioticos e elaborar um quadro epidemioldgico da exploracdo no que diz respeito aos
agentes causadores de mastites. E igualmente importante a verificagdo da maquina e
circuitos de ordenha, bem como a avaliagcido da técnica de ordenha de forma a evitar
agressoes fisicas dos tetos (devido a excesso de vacuo e sobre-ordenha) como acima
referido, animais com CCS elevadas devem ser objeto de colheita de leite e posterior

anadlise laboratorial. (Veiga, 1998; Blowey & Edmondson, 2010; Fernandez et al., 2016)

A identificagdo dos microrganismos presentes nos varios tipos de mastites de uma
exploracao é essencial, ndo s6 para definir quais os protocolos e boas praticas a adotar,
bem como para definir quais as medidas preventivas a adquirir de forma a reduzir as CCS
(Saran & Chaffer, 2000).

Para o diagndstico de uma mastite € primordial fazer um exame fisico detalhado do
animal antes da ordenha, com especial atengdo ao exame do Ubere e dos tetos, procurando
diferengas no tamanho ou no formato, apresentando normalmente o quarto afetado um
aumento de tamanho assim como uma linfadenomagalia dos géanglios retromamarios, no
entanto, na presenga de uma mastite cronica o quarto afetado pode estar atrofiado. Em
mastites agudas, a palpagado do ubere afetado, é possivel identificar nédulos, regides de

fibrose, edema, aumento da temperatura e outros sinais inflamatérios (Veiga, 1998)

Para identificar mastites clinicas € essencial avaliar a aparéncia dos primeiros jatos

de leite sobre uma superficie que contraste, observando possiveis alteragdes, tais como a

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade de Medicina Veterinaria 29



Jodo Maria Homem de Carvalho Vaillant - Avaliagao da possivel eficacia do desinfectante “Hypred
Force 7®” em diferentes tipos de cama de bovinos leiteiros

presenga de grumos ou floculos, mudangas de coloragéo, textura aquosa, filamentosa ou

mais espessa, ou presenga de pus ou sangue (Veiga, 1998).

As mastites subclinicas ndo séo téo facilmente reconhecidas através dos sinais
inflamatérios do Ubere, ou das alteragdes do leite. Sdo necessarios exames especificos do
leite para identificar e diagnosticar os agentes causadores da doenga. Estes exames
dividem-se essencialmente em exames laboratoriais, como o caso dos testes eletrénicos de
contagem de CCS (“fotossomatic / fossomatic”) ou culturas microbiologicas, e exames de
campo / exploragao, como por exemplo o TCM, testes de condutividade eléctrica, ou o teste
“OneFarmCulture®’(OFC) (Radostits, Gay, Hinchcliff, & Constable, 2007).

2.4.1. “Fotossomatic”

O teste de CCS “Fotossomatic” ou mais vulgarmente conhecido por fossomatic € a
tecnologia mais avangada para o efeito, utilizando a fluorescéncia para a contagem de
células somaticas. As amostras de leite sdo diluidas numa solugdo tampao e misturadas
com um corante fluorescente que por microscopia direta deteta o nimero de células
presentes em cada amostra. Este aparelho é totalmente automatizado, podendo processar
mais de 100 amostras por hora com uma alta taxa de repetibilidade (VEIGA, 1998; Saran &
Chaffer, 2000;).

O factor mais importante de variagdo das CCS individuais & o numero de quartos
afetados por microrganismos, no entanto, esta técnica pode camuflar mastites por excessiva
diluicdo do leite de um quarto mastitico com os restantes quartos normais, obtendo-se desta

forma CCS totais dentro dos parametros aceites (Radostits et al., 2007).

Para além do numero de quartos afetados outros fatores podem influenciar as CCS
de uma exploragao, como o tipo de infecgdo e microrganismos presentes, a idade da vaca
(quanto mais velha maior as CCS), o estagio de lactagéo (primeiros dias pos-parto e no final
da lactagdo ha propensao para CCS mais altas), a produ¢gao média do rebanho, e o rigor

com que o leite mastitico & separado do tanque de armazenamento (Radostits et al., 2007).

Alguns autores, sugerem que CCS com valores abaixo das 100.000 células/ml sao
indicativos da presenga ou auséncia de uma infecgéo intramamaria, balizando este como
valor padréo (Radostits et al., 2007; Blowey & Edmondson, 2010).
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2.4.2. Teste Californiano de Mastites — TCM

O TCM ¢ o teste de campo mais pratico, eficiente e barato, para ser realizado em
contexto de campo, demonstrando a presenca ou nado de células somaticas no leite por
alteragdo da consisténcia deste que se torna gelatinoso. O reagente utilizado tem uma base
detergente (Linear Alquil Benzeno Sulfonato de Sédio), que reage com o DNA presente nos
nucleos celulares, e um corante indicador de pH (roxo bromesol) que altera a sua cor
quando o pH do leite tem valores acima dos valores de referéncia 6,6 (as mastites
incrementam um aumento deste valor acima dos 6,8) (Saran & Chaffer, 2000; Radostits et
al., 2007).

Ao haver contacto do reagente utilizado com as células, da-se a libertacdo do acido
desoxirribonucleico-DNA presente no nucleo destas que vai provocar o aumento da
viscosidade da amostra (Saran & Chaffer, 2000; Radostits et al., 2007).

Para a realizacao do teste deve-se utilizar a “raquete” de TCM que contem 4 copos
iguais, para a qual se recolhe respetivamente uma amostra de cerca de 2 cm?® (copos com
marca de volume) de leite de cada quarto. Em seguida adiciona-se a quantidade de
reagente necessario para completar o copo ate & marca seguinte, ou seja, 2 cm®, mistura-se
durante cerca de 20 segundos em movimentos circulares e faz-se a leitura (Veiga, 1998),

como demonstrado na Imagem 1.

Imagem 1 — Exemplos de teste TCM

Em funcdo da quantidade e viscosidade de gel formado as amostras sao
classificadas segundo niveis como negativas, ligeira precipitacdo, 1+, 2+ ou 3+ como

descrito na tabela 2 apresentada em seguida.
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Tabela 2- Reagdo do TCM e equivaléncias com as CCS - Adaptado de (Saran &Chaffer, 2000;
Radostits et al., 2007)

Resultado do

Reacao Observada CCS Equivalente
teste
_ Amostra permanece fluida sem 0
Negativo . )
espessamento ou formagao de gel 200 000 células/mi
Presenca de uma leve formacao de tracos
Ligeira gelatinosos. Esta reagéo € mais percetivel 150 000

precipitacao quando a raquete é balancada de um lado | 500 000 células/ml

para o outro

Ha formacao de gel imediatamente apos a
mistura das solugdes. Esse gel pode-se

dissipar com o tempo.
400 000

1+ Quando a raquete é girada, o fluido ndo
1 500 000 células/mi

forma uma massa periférica nem a
superficie da solugao se torna convexa ou

abaulada

Ha formagéao de gel ou limo imediatamente

ap6s a mistura das solugdes. Quando a
800 000

2+ raquete € agitada, o fluido forma uma
5 000 000 células/mi

massa periférica e o fundo do copo fica

exposto

Ha formacao de gel imediatamente apds a
mistura das solucdes.

O gel pode-se dissipar com o tempo. )
3+ o .| >5000 000células/ml
Quando a raquete é agitada, a superficie
da solugdo torna-se convexa ou

arredondada.

Se o TCM for utilizado com o objetivo de minimizar os resultados falsos negativos,
ou seja com altos valores de sensibilidade, deve-se considerar ligeira precipitagdo como um
resultado positivo, caso contrario para ter valores com uma alta especificidade apenas

devemos considerar positivos os resultados com 1+, 2+ e 3+ (Radostits et al., 2007).
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Ao fazer este teste deve-se ter em atencéo ao tempo de lactagdo das vacas, pois
na semana pos-parto ou nos ultimos estagios de lactacdo podem apresentar reacgdes

positivas exuberantes dando origem a falsos positivos (Radostits et al., 2007).

2.4.3. Condutividade elétrica

Uma das primeiras alteragdes a acontecer na presenca de uma reagao inflamatodria
do ubere, provocada pela invasdo e multiplicacdo de microrganismos, € a alteracao iénica
do leite com um aumento da concentracido de ides de sodio e cloro e uma diminuicdo do
potassio, que consequentemente provoca um aumento da condutividade elétrica do leite
mastitico (Saran & Chaffer, 2000; Radostitset al., 2007;).

Para a analise e estudo destas alteracdes, hoje em dia as salas de ordenha estao
munidas de um sistema de monitorizagdo ligado a um computador de registos, que faz
medi¢cdes de condutividade elétrica do leite a cada ordenha, a cada quarto do ubere
isoladamente, criando assim um registo diario com a realizacdo de uma média para cada
vaca, que é uma caracteristica individual e que varia entre vacas. Esta média calculada,
juntamente com a andlise de condutividade diferencial entre os quartos, aumenta a
sensibilidade e especificidade do teste permitindo assim a detecdo antecipada de uma
mastite (Saran & Chaffer, 2000; Radostits et al., 2007;).

A utilizacdo desta tecnologia é de especial interesse, pois mede a real lesdo do
Ubere, em vez de medir a concentragdo e desenvolvimento dos microorganismos (Radostits
et al., 2007).

No entanto deve-se sempre considerar as limitacbes deste tipo de analise, pois
deverao sempre ser analisados os quatro quartos e devera existir um registo de médias de
condutividade para cada vaca, pois estes valores variam consoante a idade, fase produtiva,
e a raca. Para além de que, uma vaca que esteja com uma mastite crénica nao ira
apresentar picos de aumento de condutividade no leite, mantendo-se dentro da sua média
habitual (Veiga, 1998; Saran & Chaffer, 2000; Radostits et al., 2007)

Outro método utilizado ainda com base neste principio € a medicdo da
condutividade do leite com um aparelho portatil, num copo para o qual é recolhida uma
amostra, sendo neste caso preferivel a recolha dos primeiros 3 a 4 jatos de ordenha (Veiga,
1998; Radostits et al., 2007).
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2.4.4. “OneFarmCulture®”

O “OneFarmCulture®” (OFC) € um novo sistema de diagndstico de mastites criado
pela “Zoetis” com o conceito de “terapéutica da mastite com base na identificacdo
bacteriologica”, procurando reduzir os impactos econdmicos negativos que as mastites tém
sobre uma exploracdo e sobretudo reduzir as resisténcias dos microrganismos aos
antimicrobianos, evitando o uso indiscriminado de antibiéticos de largo espectro, com base
na detecéo de forma rapida e pratica dos agentes envolvidos numa mastite.

Para a realizacéo do teste deve ser feito pré-dipping do teto, em seguida este deve
ser limpo e seco antes de serem eliminados pelo menos os 3 jatos de leite iniciais. Em
seguida o esfincter deve ser desinfetado com alcool, e procede-se a recolha da amostra
diretamente para um tubo concebido para o efeito que € imediatamente refrigerado.

Apos refrigeracao da amostra, com auxilio de uma ansa de plastico estéril, deve-se
mergulhar esta na amostra e em seguida arrastar suavemente nas 3 superficies do meio de
cultura da “Placa OFC by Zoetis” mergulhando a ansa a cada mudanga de meio.

As placas semeadas devem ser incubadas durante 18 a 24 horas a uma
temperatura de 37°C, e em seguida deve ser feita a leitura e interpretagdo dos resultados
conforme o resumo das caracteristicas do produto representadas nas imagens 2,3, 4 € 5
(RCM).

Se houver crescimento apenas na primeira tira sera um caso de Streptococcus spp.

conforme a imagem 2.

Imagem 2 - Interpretacéo de teste "OFC" positivo para Strepfococcus spp — adaptado de (Zoetis,
2020)

Se houver crescimento na primeira e na terceira tira sera um resultado positivo para

Staphylococcus spp, sendo ainda possivel diferenciar Staphylococcus aureus, caso haja
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hemdlise da primeira tira e uma descoloragao da terceira tira, conforme exemplo da imagem
3.

Imagem 3 - Interpretacéo de teste "OFC" positivo para Staphylococcusspp, sendo na terceira imagem
possivel ainda identificar um cultura positiva para Staphylococcusaureus — adaptado de (Zoetis, 2020)

Se houver crescimento apenas na segunda tira sera uma mastite com origem em

coliformes, conforme o exemplo da imagem 4.

a

Imagem 4 - Interpretacao de teste "OFC" positivo para Coliformes — adaptado de (Zoetis, 2020)

r
il |
Wi e el

Caso nao haja crescimento em nenhuma das tiras € considerado um resultado

negativo, como o exemplo da imagem 5.

Imagem 5 - Interpretacéo de teste "OFC" Negativo — adaptado de (Zoetis, 2020)
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2.5.Tratamento

O tratamento de uma mastite varia consoante a sua classificacdo, desde
hiperaguda, aguda ou crénica, consoante os agentes envolvidos, e mediante o quadro
clinico exibido pela vaca. Torna-se fundamental que antes de qualquer tratamento
executado, seja feita a recolha de leite para envio ao laboratério para pesquisa

microbioldgica e antibiograma ou Teste de sensibilidade microbiana (TSA).

De salientar que, o uso de antibidticos no tratamento das mastites & realizado
essencialmente com o objetivo de eliminar os microrganismos responsaveis, aliviar
sintomas, diminuir as perdas de producgado, impedir a diminuicdo da qualidade do leite,
diminuir o impacto negativo no Ubere, assim como prevenir recidivas (Saran & Chaffer,
2000; Blowey & Edmondson, 2010).

Atualmente, com o crescente aumento de resisténcias microbianas aos antibioticos,
a escolha destes deve ser criteriosa e deve ter-se em consideracao diversos fatores
importantes como: sensibilidade dos microrganismos envolvidos ao antibiético, capacidade
de penetragao do antibidtico no ubere, capacidade de persistir no Ubere numa concentragao
(minima inibitéria) suficiente para eliminar os microrganismos apods infusées Unicas ou
multiplas, eficacia na presenga de leite, se ¢é bactericida ou bacteriostatico,

Lipossolubilidade, intervalo de seguranca; e o custo/beneficio (Blowey & Edmondson, 2010).

2.5.1. Tratamento mastites agudas ou hiperagudas

Nas mastites agudas ou hiperagudas o tratamento precoce é fundamental para o
seu progndstico, a pesquisa microbioldgica nestes casos € secundaria em consequéncia do
tempo necessario para a cultura e antibiograma, sendo o tratamento de suporte para tentar
controlar o estado de choque em que o animal se encontra, tdo importante como a
antibioterapia. Para tal, a estratégia de tratamento passa pela rehidratacéo, fluidoterapia via
parental e oral, restituicdo do equilibrio acido-base e administracao de eletrélitos procurando
corrigir uma possivel acidose metabdlica, e antibioterapia normalmente de largo espectro
associada a administragcdo de farmacos anti endotéxicos como anti-inflamatérios nao
esteroides (Fernandez et al.,, 2016). A estratégia de hidratacdo pode ser efetuada por via
endovenosa administrando elevados volumes de solugdes isotdnicas, ou pela administracao

de solugdes hipertdnicas em menor volume, acompanhadas de uma hidratagao oral.
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No caso da utilizacdo de solugcdes salinas isotdnicas deve-se recorrer a
administragéo de volumes que podem variar entre 20 e 40 litros (L), de solugdo de Lactato
de Ringer (LR) ou uma solugéo salina de NaCl a 0.9%, em fung&o do grau de desidratagéo
do animal, procurando assim corrigir e restabelecer o equilibrio acido-base. Em trabalho de
campo, € mais pratico a infusao de um volume de 2 a 3 L de solugéo hiperténica de NaCl a
7,5%, acompanhado de uma reidratagéo por via oral com um volume de 20 a 40 L de agua

balanceada electroliticamente (Blowey & Edmondson, 2010; Fernandez et al., 2016).

2.5.2. Tratamento de mastites subclinicas ou cronicas

O tratamento de mastites subclinicas durante a lactagdo normalmente néao
apresenta resultados significativos, sendo por isso economicamente inviavel devido aos
altos custos do tratamento, versus os resultados obtidos. Para além disso, o tratamento
isolado dos casos subclinicos, sem a adogédo de outras medidas profilaticas e preventivas
nao ira afetar a incidéncia de forma significativa no efectivo (Du Preez, 2000; Pyoérala, 2009).

E aconselhado apenas o tratamento ou a aplicagdo de medidas preventivas em
casos de mastites subclinicas provocadas por agentes muito contagiosos, tais como:
Staphylococcus aureus ou Streptococcus agalactiae (Pyorala, 2009), tal como

demonstradas as taxas de sucesso do tratamento no grafico 5.

20-30

% de Cura apas tratamento

-1
0-10
L
Streptococcus SCN Streptococcus Staphylococcus Coliformes
agalactiae ambientais aureus

Grafico 5 - Taxas percentuais de cura apds tratamento, para mastites subclinicas causadas por
microorganismos mais comuns. Adaptado de (Nickerson & Rayman, 2019).
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Como referido no paragrafo anterior, o Staphylococcus aureus, € um dos agentes
responsaveis pelas mastites subclinicas ou crénicas, com maior impacto nas exploracdes
leiteiras. As caracteristicas das mastites causadas por este agente sao de tal forma graves,
que levam ao refugo ou eliminagdo dos animais positivos ou portadores (Cannas da Silva et
al., 2017). Muitos dos quadros apresentam abcessos encapsulados no Ubere, onde os
agentes microbianos se isolam, protegendo-se assim da acdo da antibioterapia, por outro
lado, os mesmos microrganismos conseguem adquirir também a capacidade de colonizar
células como macréfagos, ficando igualmente protegidos dos antibiéticos que circulam nos
varios fluidos corporais. A producao de enzimas como as beta-lactamases, € outro
mecanismo que torna os Staphylococcus aureus resistentes a certas penicilinas. A
capacidade deste mesmo agente se manter em estado de laténcia envolvido numa capsula
mucoide, onde cessa a sua multiplicagdo, impede-o igualmente de ser
reconhecido/destruido pelo organismo hospedeiro (Blowey & Edmondson, 2010). As
mastites por Staphylococcus aureus, além de originarem quadros subclinicos com grande
resisténcia a antibioterapia, sdo de dificil detecdo, obtendo-se muitas vezes culturas
negativas do agente (falsos negativos), sendo de tratamento complexo, pelo que se
recomenda o refugo de um animal que apresente no minimo uma cultura positiva (Saran &
Chaffer, 2000; Blowey & Edmondson, 2010; Cannas da Silva et al., 2017).

O Streptococcus agalactiae € um microrganismo que apenas coloniza os ductos e
as cisternas glandulares do ubere pelo que é facilmente acessivel aos antibioticos.
Normalmente é um agente sensivel ao grupo dos betalactdmicos de administragdo parental,
e/ou intramamaria com taxas de sucesso no seu tratamento superiores a 80% (Du Preez,
2000; Fernandez et al.,, 2016). O tratamento mais habitual para este tipo de mastites é
universalmente denominado de “terapia Blitz’, e este implica o tratamento de todos os
animais do efectivo pela infusdo de antibiético em todos os quartos durante 3 ordenhas
consecutivas. Infecgdes por Streptococcus agalactiae sdao mais faceis de diagnosticar e
estdo mais estritamente associada a elevadas CCS, pelo que se pode optar por realizar um
tratamento “Blitz’ parcial, tratando apenas o0s animais positivos ou com células somaticas
elevadas (Blowey & Edmondson, 2010). A presenca de um elevado numero de mastites
causadas por este agente, deve implicar uma revisdo dos métodos de maneio e higiene
aplicados na exploragao, pois a disseminacao do mesmo esta diretamente relacionada com
erros de higiene e desinfe¢cdo durante e apds a ordenha, com uma errada gestao do periodo
seco das vacas, erros de calibragcdo da maquina de ordenha, erros na escolha de animais

de reposicao, e pela desvalorizacao de casos positivos (Blowey & Edmondson, 2010).
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Antibioterapia

Uma das maiores dificuldades que existe é a escolha de um antibiético e a fraca
correlagédo entre os testes de sensibilidade in-vitro com os resultados dos tratamentos em
campo, ndo podendo estes dados ser extrapolados. Esta falta de correlacdo deve-se
essencialmente a diferenca de comportamento dos farmacos na presenca do sistema
imunitario da vaca, como a presenca no leite de imunoglobulinas, leucécitos
polimorfonucleares, macréfagos e citocinas, bem como a presenca de fatores imunes
inespecificos, como a lactoferrina, lactoperoxidase e lisozimas. Dai a importancia da recolha
e anadlise dos dados obtidos com resultados dos tratamentos nas diferentes exploragdes
(Saran & Chaffer, 2000).

Os antibidticos tém diversos mecanismos de ag¢ao, podendo inibir a sintese da
parede celular, aumentar a permeabilidade da parede celular ou interferir na sintese proteica
e no metabolismo do acido nucleico e outros processos metabdlicos dos microorganismos.
Com base na estrutura quimica e nas semelhangas funcionais, os antibidticos sao
agrupados em classes (tabela 3), ainda que dentro da mesma classe possam existir

diferencgas no espectro de actividade e na sua farmacocinética.

Tabela 3 - Divisdo de antibidticos segundo classes - elaborado com base na (Msd & Todo, 2021)

Classificagao Exemplos

Penicilina
e Ampicilina
Penicilinas e
Amoxicilina

Penetamato

Cefapirina
12 Geragao Cefazolina

Betalactamicos Cefalexina

Cefonicina
Cefalosporinas 22 Geragao Cefoxitina
Cefuroxima
Ceftiofur
Cefoperazona

3?2 Geragao

42 Geragao Cefquinoma

Glicopeptideos Bacitracina

Gentamicina
Aminoglicosideos Neomicina

Estreptomicina

Tetraciclinas Doxiciclina
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Oxitetraciclina

Tetraciclina

Tilmicosin
Macrolidos Tilosina

Eritromicina

) Enroflaxacina
Fluoroquinolonas .
Marbofloxacina

Sulfacetamida
Sulfonamidas Sulfadiazina

Sulfametoxazol

Inibem a sintese da parede celular
Inibem a sintese de proteinas
Inibem DNA topoimerases

Inibem a sintese de acido félico

Penicilinas - s&o antibidticos betalactdmicos, bactericidas pela ativacdo de
enzimas autoliticas que destroem e inibem a sintese da parede celular bacteriana de alguns

microrganismos (Werth, 2021b).

Estas, regra geral, sdo antibiéticos efectivos contra microorganismos gram-positivos
e com uma capacidade de penetragao razoavel no uUbere, difundindo-se bem tanto no tecido
mamario como nas glandulas saudaveis e mastiticas. Dentro das penicilinas, o penetamato,
por ser mais lipofilico que as restantes, é o que tem melhor penetragdo do Ubere e € um dos
antibioticos especificos para o Streptococcus uberis (Du Preez, 2000; Blowey & Edmondson,
2010;).

OStaphylococcus aureus sendo um agente gram-positivo, acaba por ter variadas
estirpes resistentes as penicilinas, pela ja referida capacidade de produgdo de beta-

lactamases (Blowey & Edmondson, 2010).

Cefalosporinas— sido antibiéticos de largo espectro contra agentes gram-positivos
e gram-negativos, incluindo microorganismos produtores de beta-lactamases, no entanto,
nao tém uma penetragdo tado eficaz no tecido do ubere como as penicilinas (Blowey &
Edmondson, 2010; MSD, 2021). Estas dividem-se em quatro geragdes consoante o seu

espectro de agdo antibacteriana (Werth, 2021a).

As cefalosporinas de primeira geracdo tém excelente actividade contra bactérias

gram-positivas, alguma actividade contra bactérias gram-negativas, mas sdo completamente
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ineficazes no tratamento de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) (Werth,
2021a).

As cefalosporinas de segunda geragao, apesar de eficazes contra os cocos gram-
positivos, sdo relativamente menos ativas em relagcdo as de primeira geracdo, mas a sua
actividade contra bacilos gram-negativos € superior, sendo por isso frequentemente
utilizadas para infecgbes polimicrobianas. Para o combate a Staphylococcus aureus séo

menos eficazes (Werth, 2021a).

As cefalosporinas de terceira geragdo tém melhor eficacia contra gram-negativos
que as anteriores, mas nao tém um aumento da eficacia contra gram-positivos. No entanto
sdo bastante seguras no tratamento de doengas provocadas por enterobactérias que néo

produzam beta-lactamases (Werth, 2021a).

As cefalosporinas de quarta geragdo, pela sua capacidade de penetrar mais
rapidamente a membrana externa dos microorganismos, assim como pela maior resisténcia
as beta-lactamases possuem maior actividade contra agentes gram-positivos e gram-
negativos, incluindo Pseudomonas e enterobactérias produtoras de beta-lactamases (Werth,
2021a).

Aminoglicosideos — sdo ativos contra a maioria dos bacilos aerobios e anaerdbios
facultativos gram-negativos, mas nao tém actividade contra anaerdébios e a maioria das

bactérias gram-positivas.

E um grupo de antibiéticos formado pela estreptomicina, neomicina e o framicetin,
efectivos contra coliformes, agentes gram-negativos, mas com muito pouco poder de
penetracao no ubere. No entanto, estes sao frequentemente utilizados em conjugagdo com
as penicilinas para o tratamento das mastites (Blowey & Edmondson, 2010).0 uso sistémico
de aminoglicosideos ndo é de todo recomendado em animais em lactacao pelos elevados
intervalos de seguranga a que obrigam, correndo-se o risco de contaminacgéo do leite (Du
Preez, 2000).

Tetraciclinas — sao antibidticos bacteriostaticos que inibem a sintese proteica

bacteriana.
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Sao frequentemente utilizadas na medicina veterinaria, pois sao de facil
disponibilidade e custo relativamente baixo (Effendi, Oktavianto, & Hastutiek, 2018), no
entanto, para além de serem irritantes para o tecido mamario, tem uma fraca absorgao e
uma distribuicdo heterogénea pelo tecido do ubere quando administradas diretamente nos
tetos (Blowey & Edmondson, 2010).

Quando administradas via endovenosa, sdo um farmaco que atinge boas
concentragdes na glandula mamaria, no entanto sado facilmente inativadas pelo leite
(quelagao pelos ides de magnésio e calcio e por ligagdo a caseina), provocando por isso
resultados de teste de sensibilidade in vitro muito diferentes dos resultados reais (Du Preez,
2000).

Macrélidos — sido antibidticos principalmente bacteriostaticos, com um excelente
espectro para o combate a microorganismos gram-positivos aerobios e anaerdbios, e
quando administrados de forma parenteral tem uma boa difusdo para os tecidos do Ubere.
Quando usados no tratamento de uma mastite aguda devem ser combinados com o uso de
macrélidos de administragdo intramamaria (Du Preez, 2000). No entanto, a maioria dos

Enterococcus e dos de Staphylococcus aureus sao resistentes (MSD, 2021).

Fluroquinolonas — sdo frequentemente utilizadas no tratamento das mastites
clinicas durante a lactagdo e subclinicas no periodo seco, sobretudo as provocadas por
coliformes (Quintiliano & Paranhos da Costa, 2006). Algumas fluroquinolonas mais recentes

tém um espectro mais amplo contra Streptococcus e contra alguns agentes anaerdbios.

Sulfonamidas — s&o antibidticos bacteriostaticos sintéticos. As sulfonamidas séo
ativas contra um amplo espectro de bactérias gram-positivas e varias gram-negativas, tendo
por isso um bom espectro de agdo contra os principais agentes patogénicos de mastites,
principalmente quando associados com outros farmacos (Quintiliano & Paranhos da Costa,
2006)

Antibioterapia conjugada — frequentemente o tratamento tem e deve ser realizado

com a conjugacao de pelo menos 2 antibidticos, muitas vezes com formas de aplicagao
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diferente (parenteral / tépica). O objetivo deste tratamento é poder cobrir um maior espectro
de microorganismos conciliando dois ou mais farmacos que se completem e que atuam em

sinergia (Blowey & Edmondson, 2010).
Anti-inflamatérios

Juntamente com o uso de antibidticos e de terapias de suporte devem ser usados
anti-inflamatérios como a Flunixina meglumina, meloxicam, carprofeno, cetoprofeno ou o
acido tolfendmico, com o objetivo de diminuir as tumefagdes, e a resposta inflamatdria,
(tabela 4) (Blowey & Edmondson, 2010).

Alguns dos farmacos intramamarios disponiveis ja contém anti-inflamatérios
esteroides, nomeadamente 10mg de prednisolona, para reduzir a inflamacgao, turgidez e
edema do quarto afetado, permitindo assim uma melhor penetracdo do antibiético no tecido,

no entanto nao podem ser utilizados em vacas gestantes (Blowey & Edmondson, 2010).

Outro dos objetivos do uso de anti-inflamatérios, € o combate das endotoxinas
libertadas e dos danos tecidulares, funcionando assim como anti-endotéxico (Fernandez et
al., 2016).

Tabela 4 - Opgodes de AINE a utilizar no tratamento de mastites Adaptado de (Fernandez et al., 2016)

Farmaco Caracteristicas Dose
Flunixina
_ AINE, inibidor efeito COX-1 e 2 1,1 — 2,2 mg/kg SID, 3 dias
meglumina
_ AINE COX-1 especifico e COX-2

Meloxicam ) 2 —4 mg/kg
baixo
AINE, inibidor efeito COX-1 e 2

Carprofeno » 1,4 mg/kg SC/ 1V 1 dose
especifico
AINE, inibidor nado selectivo efeito

Cetoprofeno 3 mg/kg SID, 3 dias
COX-1e2

Acido tolfenamico | AINE 4 mg/kg

Terapia para vacas secas

E o tratamento de vacas com mastites subclinicas com a administracdo de

antibidtico de longa acao em todos os quartos das vacas no momento da secagem,
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independentemente do estado de infecgcdo do animal. No entanto, com o aumento de
resisténcias aos antibioticos, é aconselhada a terapia seletiva de vacas secas, ou seja,
apenas o tratamento de vacas com infecgdes. A selecdo destas vacas deve ser feita com
base nas CCS anteriores ao momento da secagem, histéricos de mastites e um eventual
TCM no momento do tratamento. E também aconselhado um diagndstico bacteriolégico
assim como um teste de sensibilidade a antibiéticos para que o tratamento efetuado seja o
mais direcionado possivel para a mastite em causa. A grande maioria dos tratamentos de
vaca seca baseiam-se na aplicacdo intramamaria de penicilinas e cefalosporinas de acao
prolongada (Saran & Chaffer, 2000; Blowey & Edmondson, 2010; Rajala-Schultz, Nadtvedt,
Halasa, & Persson Waller, 2021)

Esta terapia ndo tem apenas como objetivo tratar mastites ja presentes no
momento mas também prevenir novas mastites que se possam desencadear durante o

periodo de seca (Blowey & Edmondson, 2010).

Para completar este tratamento é importante também administrar selantes internos
na base e no canal do teto para prevenir a entrada ascendente de novos agentes
patogénicos. Existem dois tipos de selantes disponiveis, os filmes externos que
proporcionam uma barreira fisica flexivel, assemelhando-se a uma pelicula na ponta do teto
durante pelo menos 7 dias; Selante de cera do canal interno do teto, mais utilizado e mais
efectivo que o anterior, que € um sal de bismuto numa base de cera que é infundido no
canal do teto para secar (este selante ndo tem propriedades antibacterianas, sendo por isso
essencial uma higiene rigorosa antes e durante a sua aplicagao) (Blowey & Edmondson,
2010)
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2.6.Prevencgao e Maneio

A prevencao e maneio das mastites passa pela gestdo multifatorial do meio
ambiente e desenho das instalagbes, pelo bem-estar animal, pela correta terapia e duragéo
de secagem, pela CCS individuais e do efectivo, assim como pela gestao eficiente das
alteragdes metabdlicas, prevencgao das micotoxinas presentes na alimentacgao e profilaxia da
imunossupressao dos animais, e uma boa corretagem das ungulas com incidéncia principal

nas vacas claudicantes (Fernandez et al., 2016).

2.6.1. Tipos de Parque

Tal como referido anteriormente a prevencdo e a minimizagao dos riscos de
mastites passa essencialmente pela concegdo e manutengdo de um alojamento e de um
ambiente propicio para o bem-estar e conforto das vacas, mantendo assim a saude dos
animais e dos uberes (Bickert & Radostits, 2000), favorecendo a eficiéncia alimentar, a
produtividade, o desenvolvimento dos animais, e o controlo de outras doengas e parasitas
(Quintiliano & Paranhos da Costa, 2006). Para tal existem atualmente varias opc¢des de
parques de estabulacdo e de camas, tendo todas elas vantagens e desvantagens. A escolha
da melhor opg¢do para cada produtor deve ter em conta os custos, areas disponiveis e a
disponibilidade de materiais. No entanto, € fundamental, que as camas dos animais
obedecam a trés critérios: 1) cama deve estar sempre limpa; 2) seca e 3) ser confortavel,
permitindo assim que as vacas descansem 12 a 14 horas diarias minimizando ao maximo
ferimentos, contusdes, hematomas e abrasbes. (Passillé, & Rushen, 2001; Rodenburg,
2005; Haley, De; Mcfarland & Tyson, 2016; Cannas da Silva et al., 2017).

Para a manutenc¢ao de animais em regime intensivo e tendo em vista a manutencgao
da sua saude e bem-estar, existem diversas op¢des e métodos, sendo hoje em dia as
opgdes mais frequentemente utilizadas parques abertos ou de cama livre, ou parques de
cubiculos (lojjetes) universalmente denominados de free-stall (Campos, Klosowski, Santos,
Gasparino, & Aloisio T. Campos, 2004; Rushen, 2017).
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Nos parques de cama livre os animais circulam a vontade por todo o parque, o que
representa grande vantagem em termos de conforto, permite que estes se deitem e se
levantem com grande facilidade. Neste tipo de alojamento recomenda-se pelo menos
7m?/vaca como zona de descanso e 5 a 10 m%vaca como area de exercicio e alimentacao,
no entanto a maioria destes parques peca por falta de espago por animal, pois € muito facil

nao atingir a area minima (Fernandez et al., 2016; Cannas da Silva et al., 2017).

Os parques de cubiculos ou lojjetes sao parques que permitem a manutengédo de
mais animais por m?, em relacdo aos anteriores, quando estes sdo bem desenhados e
dimensionados (Cannas da Silva et al., 2017), fornecendo as vacas um espago de descanso
limpo, seco e confortavel, quando bem mantidos (Mcfarland & Tyson, 2016). No entanto a
sobrelotagcao, ou seja a presenca de cubiculos insuficientes para o niumero de vacas, (é
recomendado que existam mais 10% de cubiculos para o numero de vacas totais presentes
no estabulo), aumenta a prevaléncia de lesdes dos tetos, a diminuicdo da producéao de leite,
reduzem a longevidade das vacas, e contribuem para a ocorréncia de mastites (Buenger,
Ducrocq, & Swalve, 2001; Ruud, Bge, & QOsteras, 2010). A auséncia de uma cama profunda
neste tipo de sistema é um importante factor de risco para o aumento das claudicagdes,
bem como lesbées nos curvilhées e joelhos (Husfeldt & Endres, 2012; Solano et al., 2015).
Para desenhar um estabulo de cubiculos é necessario saber as dimensdes das vacas e o
espaco de que elas necessitam. O tamanho dos cubiculos deve permitir que o animal fique
em pé, se deite, faga movimentos para se levantar e deitar sem se magoar ou sentir dor ou
medo. Os cubiculos ndo devem apenas ser confortaveis para as vacas, mas também devem
ser de facil manutencdo e devem ser mantidos limpos («Ministére de | * Agriculture , de |’

Alimentation et des Affaires rurales», 2020)

2.6.2. Tipos de Cama

A escolha do tipo de cama utilizado vai depender do tipo de alojamento usado
(Endres, 2012), no entanto o material da cama deve ser de boa qualidade, confortavel,
higiénico e duravel, ter um baixo custo e minimizar a necessidade de mao-de-obra (Natzke,
Bray, & Everett, 1982; Fernandez et al., 2016;), preferindo as vacas deitar-se em camas
macias, dependendo a suavidade da cama essencialmente da quantidade e qualidade do

material utilizado (Herlin, 1997), existindo variadissimas op¢bes no mercado.

Os diversos tipos de camas podem ser divididos em 2 classes, as de material

organico e as inorganicas (Endres, 2012). As organicas compreendem camas de palha,
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serrim, aparas de madeira, de compostos ou organicas e materiais a8 base de papel e

composto. As camas inorganicas sdo basicamente de areia ou colchdes de borracha.

2.6.2.1. Camas organicas

2.6.21.1. Camas de Palha

As camas de palha, quando bem Ilimpa, seca e bem armazenada, sao
habitualmente extremamente confortaveis, € com uma excelente capacidade de isolamento
térmico (Tuyttens, 2005; Endres, 2012). No entanto € um material que para ser mantido
seco e limpo, se torna bastante dispendioso, ndo so6 pela quantidade de material necessario,
assim como pela exigéncia de mao-de-obra (Barnes, 1989). Caso contrario torna-se um
6timo substrato de crescimento de diversos microrganismos patogénicos ambientais,
causadores de mastites, tais como E. coli e Streptococcus uberis (Zdanowicz & Shelford,
2001; Ward et al., 2002; Endres, 2012; Cannas da Silva et al., 2017)

2.6.2.1.2. Serradura, serrim e aparas de madeira

A serradura, o serrim e as aparas de madeira sao dos produtos mais
frequentemente utilizados mundialmente nas vacarias de leite. E uma cama que quando em
particulas pequenas tem uma excelente capacidade de absor¢do e uma textura macia
proporcionando uma cama confortavel. A juntar a estas vantagens, o material permite uma
boa gestdo dos residuos por ser facilmente biodegradavel. No entanto, permite um rapido
crescimento de bactérias e microorganismos, sendo essencial uma constante manutencao e
limpeza das camas para que ndo acumule humidade excessiva. Além do que a sua origem
deve ser conhecida e de confianca, devendo esta passar por processos de limpeza e
peneira para evitar conter objetos estranhos como pregos, outros objetos cortantes ou

perfurantes, o que infelizmente ndo é uma pratica corrente (Endres, 2012).

2.6.2.1.3. Camas de compostos ou organicas
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As camas de compostos ou organicas sao geralmente uma fonte renovavel
facilmente disponivel em grandes quantidades, sendo composta por fibras alimentares nao
digeridas que séo separadas do restante estrume (composto). Estes produtos organicos séao
obtidos a partir dos sistemas de separacao de solidos e liquidos e a parte sélida é colocada
ao sol (que em principio devera inativar as bactérias, o que podera ndao acontecer se por
exemplo as temperaturas nao forem elevadas ou chover). Porém esta cama ¢ de trabalhosa
manutencado, exigindo que seja renovada frequentemente para evitar o inicio de
fermentagcdes indesejaveis, e o consequente aquecimento das camas e crescimento
bacteriano (Endres, 2012).

2.6.2.1.4. Materiais de cama a base de papel

Na procura de solugbes eficientes e com um baixo impacto ambiental surgiram
diversos produtos a base de papel, como papel picado, polpa de papel ou granulados de
papel. Normalmente sdo materiais com excelentes caracteristicas térmicas e absorventes, e
com um pH alcalino que acaba por ter um efeito desinfectante que retarda o
desenvolvimentos de microorganismos, tornando-os uma boa opgédo para as camas de
vacas estabuladas. No entanto quando mal mantidos podem criar uma pasta que apods
solidificacao cria superficies irregulares e desconfortaveis, assim como facilmente entra em
fermentacdo e o aumento de temperatura pode favorecer o aparecimento de
microorganismos patogénicos e € um material pouco disponivel e de elevado custo (Endres,
2012).

2.6.2.2. Camas inorganicas

2.6.2.2.1. Camas de areia

As camas de areia sao uma excelente opcao, pois para além de ser um material
relativamente econdmico e de origem inorganica, normalmente apresenta cargas
microbianas significativamente mais baixas em relagdo aos outros materiais disponiveis,
como é possivel constatar no grafico 6, oferecendo um grande conforto, evitando lesdes dos

curvilhdes e unhas, assim como um excelente nivel de higiene, desde que sejam bem
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mantidas, o que significa arejar e remover diariamente a sujidade da cama (Espejo, Endres,
& Salfer, 2006; Endres, 2012; Cook & Nordlund, 2015; Cannas da Silva et al., 2017).

Nas camas de areia € preciso ter atengcdo ao tamanho das particulas, tendo a areia
fina ou com as particulas muito pequenas uma excelente capacidade de reter a agua e um
conforto superior a uma cama com areia grossa ou de particulas grossas (> 3mm) que se
tornam desconfortaveis para os animais. Para além deste factor, a origem da areia é de
extrema importancia, pelo que a areia de origem natural de particulas arredondadas é
consequentemente mais confortavel e menos traumatica que uma areia proveniente de uma

extracgéo por esmagamento de rochas (Endres, 2012).

Log (10 da contagem de bactérias por cama (CFU/g)
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Grafico 6: Grafico comparativo da quantidade de microorganismos presentes nos diversos tipos de
cama - adaptado de (Ospina&Rauch, 2016)

2.6.2.2.2. Camas de Borracha

O custo em material e mao-de-obra despendidos na manutencgao dos tipos de cama
anteriormente descritos, assim como a dificuldade de maneio do esterco e a
indisponibilidade de alguns materiais ao longo do ano, desencadeou a pesquisa de novos
materiais para fazer face a estes problemas, procurando materiais permanentes ou semi-
permanentes, como as camas de borracha (Natzke et al., 1982), camas estas que oferecem
varias formas de apresentagdo no mercado, como colchdes e colchdes de agua, entre

outras. No entanto, apesar da facilidade de manutencdo e higiene das camas, estas
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apresentam-se mais desconfortaveis e menos apeteciveis para as vacas, sendo a longo
prazo muito abrasivas, provocando lesdes nos curvilhdes e quebras produtivas (Cannas da
Silva et al., 2017).

Estas camas sao fabricadas com uma camada externa de borracha sdélida, e no seu
interior ou nucleo podem ser preenchidos com aparas de borracha, espuma de polietileno,
agua, serradura ou cortica. Estas camas foram desenvolvidas com o intuito de ndo ser
necessaria a utilizacdo de mais nenhum substrato sobre as mesmas, no entanto, a sua

utilizagdo demonstrou ser mais confortavel (Endres, 2012).

As principais vantagens atribuidas a este tipo de cama prende-se com a baixa
manutengao, pois quando bem instaladas e pela sua impermeabilidade a fluidos mantém-se
facilmente limpas e secas nado oferecendo um substrato de desenvolvimento de
microorganismos ou fungos, além disso oferecem uma superficie ndo abrasiva e

antiderrapante, e um bom isolamento térmico (Endres, 2012).

Em seguida, nas imagens 6, 7 e 8 € apresentado um exemplo de um tipo de cama

de borracha.

Imagem 6 - Exemplo de um tapete de borracha coberto com substrato de areia, com uma excelente
capacidade de amortizagédo do peso (procedeu-se ao teste de deixar cair de joelhos) utilizado numa
exploragdo acompanhada durante o estagio - Aplicado no Parque (foto do Autor).
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Imagem 7 - Exemplo de um tapete de borracha utilizado numa exploragdo acompanhada durante o
estagio - Superficie superior (foto do Autor).

Imagem 8 - Exemplo de um tapete de borracha utilizado numa exploragdo acompanhada durante o
estagio - Superficie inferior, com um sistema e capacidade de amortecimento excelente (foto do
Autor).

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade de Medicina Veterinaria 51



Jodo Maria Homem de Carvalho Vaillant - Avaliagao da possivel eficacia do desinfectante “Hypred
Force 7®” em diferentes tipos de cama de bovinos leiteiros

2.7.0bjetivos

Neste trabalho foi testado, numa exploracgéao leiteira intensiva, com 3 tipos de camas
diferentes, areia, organica e borracha, um desinfectante ja testado em suiniculturas e

aviculturas (em parques em vazio sanitario).

O objetivo fundamental deste estudo foi pesquisar a sua aplicabilidade como
inibidor do crescimento de microorganismos nas diversas camas dos bovinos de leite, o que
seria de total interesse para a empresa que o representa, pois encontraria uma nova via de

comercializagéo, as exploragdes leiteiras.
Para este efeito foram analisados os seguintes parametros:

1) Qual o material de cama com a menor carga microbiana antes da
desinfecao;

2) Se o desinfectante é eficaz na reducdo da carga microbiana nos
diversos tipos de camas de exploragoes leiteiras;

3) Em que tipos de camas pode ser mais eficaz;

4) Qual o tempo de eficacia da desinfegao;
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3. Material e Métodos

3.1. Materiais

3.1.1. Caracterizagao do desinfectante — Hypred Force 7®

Desinfectante eficaz no combate a doengas contagiosas para espécies pecuarias,

com um largo espectro de agéo, sendo bactericida a 0.4%, fungicida a 2% e virucida a 1%.

A sua férmula desinfectante é conseguida pela associacao de 3 substancias ativas
biocidas, tendo por 100 g, 13 g de glutaraldeido, 8 g de cloreto de benzalcénio e 1,5 g

cloreto de didecildimetil amodnio.

E um produto do Grupo 1 de desinfetantes e produtos biocidas, e do tipo 3 e 4 de
produtos biocidas destinado a higiene veterinaria e desinfetantes de superficies em contacto

com géneros alimenticios e alimentos para animais.

Tem uma apresentagao liquida, transparente a amarelo palido, com um pH de

6+0,5, sem formol.

Modo de utilizagdo: 1) lavar e enxaguar previamente o material e superficies a
desinfetar com agua corrente ou detergente comum; 2) pulverizar a baixa pressdo numa
concentragao de 1% (10ml para 1lt de agua); 3) manter em contacto durante pelo menos 30

minutos; 4) ndo enxaguar e deixar secar totalmente na superficie.

(Anexo Il e Ill - ficha técnica do desinfectante)

3.1.2. Caracterizagao da exploragcao

Para a realizacdo deste estudo foi utilizada uma exploragao intensiva de vacas
leiteiras de média dimensao, situada no distrito de Setubal com um efectivo médio de 400
animais. Pela reduzida area disponivel e por opcdo do produtor a exploracdo € do tipo
aberta, ou seja, o efectivo € reposto por animais provenientes de outras exploragdes, ja em

idade produtiva, pelo que nao é feito nenhum tipo de recria de animais.

A exploragdo funciona com uma rotina diaria de 3 ordenhas, feitas de forma

mecanica numa sala paralela de 2 linhas com 12 postos cada. Durante 3 dias por semana é
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feita uma passagem de todos os animais por um pedilivio com uma solugao desinfectante

de sulfato de cobre e formol.

A exploragao esta dividida em 7 parques, sendo 4 deles parques de vacas em
produgédo. Estes dividem-se em 2 tipos de parques diferentes (livre ou cubiculos) e 3 tipos
de material de cama diferente (areia, borracha, organica) sendo todos eles cobertos, como

resumido na tabela 5 e 6.

Tabela 5- Divisao dos diversos parques da exploragao consoante o tipo de estabulagao.

Parques
Tipode | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 6 7
Parque Vacas em Producao Pre- Doentes | Secas
parto
Livre /
Aberta
Free-stall /
Cubiculos

Tabela 6- Divisao dos diversos parques da exploragao consoante o tipo de cama utilizado.

Parques
Tipo de 1 | 2 | 3 | 4 5 6 7
Cama Pré-

Vacas em Producao Doentes | Secas
parto

Borracha
Orgénica
Terra

Os parques de vacas em producao podem-se dividir em parques com camas; de

areia, material orgénico e de borracha

Parques de Areia - na exploragédo existem 2 parques destes exatamente com as
mesmas caracteristicas, como apresentado na imagem 9, cada um com um total de 90
animais em produgdo. S3o parques com uma area total de 682,5 m? com as camas tipo
cubiculos, sendo a area total de cama de 321,5 m? com um total de 115 cubiculos
individualizados. Tendo cada cubiculo um comprimento total de 2,30 m uma largura de 1,15
m e uma altura na barra ao garrote de 1,20 m ou seja uma area total de cada cama de 2,65
m?. Estes parques dispdem cada um de 80 “cornadis” para alimentagdo dos animais, numa
extensdo de 52 m, 3 bebedouros automaticos com cerca de 600 litros cada um, e 5

ventiladores de arejamento por parque.
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O piso destes parques é em cimento, sendo a limpeza dos corredores feita por rodo
de arrastamento, as camas ou “lojettes” sdo cobertas com areia substituida mensalmente,
sendo feita a manutencao diaria destas por remog¢ao do esterco ou possiveis fontes de

sujidade, e a reposi¢cédo de material quando necessario.

-

Imagem 9 - Parque com camas de areia em estilo "lojjete" da exploragdo em estudo (foto do Autor).

Parque de Borracha - Existe apenas 1 parque com este tipo de material, sendo a
sua estrutura muito semelhante aos parques anteriormente descritos, como €& possivel
observar na imagem 10, mas com menor dimensao, pelo que o parque tem um total de 60
vacas em produgdo. O parque tem uma area total de 405 m? com 62 camas tipo cubiculos
com as mesmas dimensdes que as descritas nos parque de areia, ocupando estas um total
de 176,7 m?. O parque dispde de 42 “cornadis” de alimentacdo, numa extensdo de 30 m, 2

bebedouros automaticos de 600 litros cada, e um total de 3 ventiladores.

O piso deste parque € também em cimento, no entanto a limpeza dos corredores é
feita a cada ordenha com auxilio de um trator. O material usado nas camas é um tapete de

borracha, sendo efetuada diariamente a remocgao de possiveis fontes de contaminacgao.

BNRLALLILTTRTT T

Imagem 10 - Parque com camas de borracha em estilo "lojjete" da exploragdo em estudo (foto do
Autor).
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Parque de matéria organica — na exploracido existe apenas 1 parque destes que
comporta 90 animais e tem uma estrutura completamente diferente dos restantes, como é
possivel constatar na imagem 11. E um parque aberto, ou livre, com uma area total de 875
m?, e uma area de cama nio delimitada com cerca de 630 m?, sendo esta area apenas
delimitada pela presenca de material para as vacas se deitarem. Este parque dispde de 69
“cornadis” de alimentacao, 2 bebedouros automaticos com 2400 litros cada, e 4 ventiladores

de arejamento.

O piso deste parque é em cimento, sendo a limpeza dos corredores de alimentacao
e abeberamento feita diariamente com auxilio de um trator, a cama é concentrada
diariamente e quando necessario reposto material e € completamente substituida 1 vez por

~

mes.

Imagem 11 - Parque com camas orgéanicas em estilo livre da exploragao em estudo (foto do Autor).

Os restantes parques dividem-se em 1 parque de vacas ante parto e parto, 1

parque de vacas secas e 1 parque de vacas doentes.

Os parques de ante parto e de vacas doentes sdo parques de menor dimenséao,
com cama livre de matéria organica em todo o parque, tendo cada um deles um total de 80

“cornadis” e a presenca de 2 bebedouros automaticos de 600 litros cada.

As vacas secas estdo num parque ao ar livre podendo quase ser considerado que

estdo a campo.
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3.2.Metodologia de trabalho

3.2.1. Teste de sensibilidade

Para realizacdo do estudo antes de qualquer outro procedimento e apds discussao
com o laboratério responsavel pelo desinfectante, confrontados com a recomendacao de
que os animais nao deveriam estar em contacto com as superficies desinfetadas nas 24
horas seguintes, foi sugerido que se fizesse um teste de sensibilidade ao produto, no qual
foram desinfetadas 3 camas com 3 litros de solugdo desinfectante a 1% (30 ml de
desinfectante e 3 Lt de agua). Apds desinfecdo foram observados e registados todos os
animais que se deitaram nas mesmas e foram controlados nas 24 horas seguintes, na
procura de possiveis reagdes inflamatdrias do Ubere ou superficies corporais em contacto
com a cama, foram igualmente registadas as médias produtivas nas 2 ordenhas seguintes,
para comparagdo com os valores da ordenha anterior a desinfecdo, permitindo assim
detetar quebras ou flutuagbes de produtividade, enquanto variaveis de alguma reacéo ou

stress provocado pelo produto.

Foram controladas 6 vacas, as Unicas que se deitaram nas primeiras 12 horas nos

cubiculos previamente desinfetados.

3.2.2. Teste de método de amostragem e analise

Apos reuniao com a Dra. Ana Cardoso da LMV-Laboratério de Medicina Veterinaria,
foi aconselhado a que se procedesse a uma fase experimental de recolha de amostras para
analise, com o objetivo de testar qual o melhor método de recolha de amostra, procurando o

que iria apresentar resultados mais fiaveis e susceptiveis de estudo e interpretacéo.

Para tal foram recolhidas 6 amostras, de duas formas de colheita diferentes, em 3
tipos de cama diferentes, cama organica, cama de areia, cama de borracha. Uma amostra
de cada parque, composta por 100g de material da cama de diversas zonas. Uma amostra
de cada parque pelo método de esfregago de superficie com auxilio de umas botas para
esfregagco previamente embebidos no “diluente salino de peptona” (fornecido pelo
laboratério — descricdo em anexo V) que eram calgados por cima de uns sapatos plasticos,

€ com 0s quais se devia caminhar nas camas percorrendo as mesmas em Sucessivos
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trajetos longitudinais, depois transversais e diagonais de forma a percorrer toda a area do

parque e pisar todo o material disponivel.

Apos colheita, todas as amostras foram para analise, sendo feitas as pesquisas e
contagens de Bolores e Leveduras em suspensao no ar, contagem de bactérias coliformes,
contagem de Escherichia coli, contagem de Estafilococcus coagulase positiva e contagem
de microorganismos a 30°C, estes ultimos representam um conjunto de microrganismos
viaveis que se desenvolvem a 30 °C em presenga de oxigénio, incluem todas as células
vegetativas, esporos de bactérias, leveduras e bolores. Apresentam uma temperatura 6tima

de crescimento de 30 °C — 37 °C e uma temperatura minima a cerca de 7 °C.

(anexo V resultados da primeira analise laboratorial).

3.2.3. Desinfecao e recolha de amostras

A realizacao do estudo foi coordenado com o produtor responsavel pela exploragéo

para que tivesse inicio no momento em que as camas fossem totalmente trocadas.

No dia de inicio do estudo, apds a limpeza das camas e troca do seu material foram
recolhidas as primeiras amostras, pelo método de esfregago de superficie com auxilio de
umas botas para esfregago. Para tal, ja dentro do parque e apds lavagem das botas de
borracha, eram colocadas umas protecdes plasticas de calgcado para que nado houvesse
contaminacdo da amostra com residuos provenientes de outros locais, € por cima destas
eram calgcadas as botas para esfregago previamente embebidas no “diluente salino de
peptona” (descricdo em anexo IV). Em seguida as camas eram percorridas
transversalmente, longitudinalmente e na diagonal de forma tentar pisar a maior area
possivel da cama e assim recolher uma amostra representativa de todas as camas do
parque. Apds recolhida a amostra, as botas para esfregaco eram retiradas com auxilio de
umas luvas estéreis e eram acondicionadas dentro de um saco tipo zip para recolha de
amostras e eram devidamente identificadas antes de ser acondicionadas em refrigeragcéo. A
identificacdo destas amostras para além da data e hora de recolha tinham a denominagéao
de CAO, COO0 e CBO respetivamente para cama de areia 0, cama orgéanica 0 e cama de
borracha 0, sendo 0“0” a designagdo dada a primeira amostra recolhida ou tempo zero,
ainda antes de se iniciar qualquer tipo de desinfecdo da cama, servindo esta amostra como
um valor referéncia para o total de microorganismos presentes nos diversos tipos de

material sem qualquer tratamento.
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Apo6s a primeira colheita de amostra seguiu-se a desinfecdao do parque com o
produto a testar. Foi preparada a solugao desinfectante numa concentragao de 1 %, ou seja,
10 ml de solugéo de desinfegéo para 1 litro de agua, tendo sido feitos 36 litros de solugao
(360ml de desinfectante, 35,641 de agua) para o parque com camas de areia, 18 litros de
solucado (180ml de desinfectante, 17,82| de agua) para as camas de borracha e 56 litros
(560ml de desinfectante, 55,441 de agua) para o parque de cama organica. Em seguida
procedeu-se a desinfe¢ao das camas das vacas por pulverizagdo manual a baixa pressao,
tentando distribuir a solugdo homogeneamente por toda a area das camas (marca e modelo

do pulverizador em Anexo VI).

Uma hora apds a desinfe¢do, ainda antes do regresso das vacas ao parque foi
recolhida a segunda amostra das camas seguindo o0 mesmo processo e método da recolha
anterior. Estas amostras foram denominadas de CA1, CB1 e CO1, seguindo o mesmo
esquema de identificacdo da recolha anterior significando o 1 a recolha feita uma hora apos

a desinfecdo da cama.

Ainda neste dia foram entregues as amostras na LMV, tendo o seu transporte sido

feito em condigbes de refrigeragao e temperatura controlada.

Apos esta colheita as vacas voltaram aos parques retomando a sua actividade e
rotina habitual, incluindo a remocéo de matéria fecal dos parques, mas sem qualquer adicao

de desinfectante ou de novo material nas camas.

Repetiram-se as colheitas de amostras, pelo mesmo processo das recolhas
anteriores, 3 dias ap6s a desinfegdo, ou seja, 72 horas depois, 6 dias depois ou 144 horas
ap6s a desinfecdo e 9 dias ou 216 horas apds a desinfecdo, sendo as amostras
identificadas e nomeadas conforme os esquemas anteriores com CA2, CB2 e CO2, CA3,
CB3 e CO3, e CA4, CB4 e CO4 respetivamente para as 72 horas, 144 horas e 216 horas
pos desinfecdo. Todas as amostras colhidas foram entregues no laboratério no dia de
recolha, em condigbes de refrigeragdo e temperatura controlada, para evitar erros de

contagem por deterioracdo das amostras.

3.2.4. Metodologia de pesquisa ao nivel Laboratorial

A realizagdo das analises laboratoriais ficou a cargo do Laboratério de Medicina
Veterinaria - LMV, tendo estas sido efetuadas segundo as normas definidas pela

responsavel do departamento de microbiologia Dra. Ana Cardoso. Os protocolos de
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realizagcao destas analises cumprem as normas internacionais e estdo definidos no caso da
pesquisa de E. coli e de coliformes no Anexo VII, e a pesquisa de microorganismos a 30° no
Anexo VIII.

3.2.5. Método de analise estatistica

Tendo em conta o elevado custo de cada analise laboratorial, os dados encontram-
se apresentados como uma unica medida para cada condi¢ao, impossibilitando a realizacéo
de anadlise estatistica e a apresentacdo de meédias + e desvio padrdo. Os dados
apresentados foram tratados utilizando o software GraphPadPrismversion 6
(GraphPadSoftware.Inc, CA, USA).
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4. Resultados

4.1.Teste de sensibilidade

Apobs a observagédo e identificagdo dos animais que se deitaram nas 12 horas
seguintes nas 3 camas que sofreram desinfecgdo, seguiu-se o seu controlo durante 24
horas na pesquisa de qualquer tipo de alteracdes, como sinais de inflamagéo ou reacgdes
alérgicas, sendo os resultados obtidos apresentados na tabela 7. Foram ainda registadas as
suas medias produtivas durante as 24 horas seguintes e comparadas com a ordenha
anterior a este procedimento, consoante os resultados apresentados no grafico 7.

Tabela 7 - Resultados da observagao de alteragbes ao nivel da glandula mamaria e superficies em

contacto com as camas (0 - sem alteragdes; 1 - com alteragdes; SADR — Sem Alteragées Dignas de
Registo).

ID |d:ge Dias em Observagdes de alteragdes
animal | , . |Lactacao | Calor |Rubor |Edema| Dor |Outra| Exame Clinico
5156 4 178 0 0 0 0 0 SADR
5210 3 157 0 0 0 0 0 SADR
5153 4 215 0 0 0 0 0 SADR
5151 4 195 0 0 0 0 0 SADR
656 6 187 0 0 0 0 0 SADR
5102 5 197 0 0 0 0 0 SADR
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Grafico 7- Teste de sensibilidade ao principio ativo, resultados das médias de lactagdo nas 2
ordenhas seguintes.
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4.2. Avaliagao da eficacia do desinfectante

Os resultados da avaliagdo de microorganismos presentes nos 3 tipos de cama

estudados foram analisados e comparados com o objetivo de responder as questdes
colocadas nos objetivos.

Para tal foram comparados os valores de contagens de coliformes, E.coli e
microorganismos a 30° com o objetivo de perceber qual a cama que apresentava uma
menor carga de microorganismos na hora 0, ou seja, sem qualquer tipo de tratamento ou
desinfecao, e ainda para equiparar as curvas evolutivas dos microorganismos ao longo do

tempo apods a desinfegdo, como apresentado respetivamente nos grafico 8 (Coliformes), 9
(E.coli) e 10 (Microorganismos a 30°).
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Grafico 8 - Comparativo das contagens de Coliformes nos trés tipos de cama estudados
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Grafico 9 - Comparativo das contagens de E.coli nos trés tipos de cama estudados
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Grafico 10 - Comparativo das contagens de Microorganismos a 30°C nos trés tipos de cama
estudados
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5. Discussao e Conclusao

5.1.Discussao

Teste de sensibilidade

Um dos factos constatados € que o desinfectante ndo provocou qualquer tipo de
alteragdo no estado de saude e produtivo das vacas, o que vem contradizer o fabricante, ao
referir na bula que os animais ndo devem contactar com o mesmo nas primeiras 24 horas,
pois poderiam provocar mudancas ao seu estado higido. Este teste permitiu por isso
continuar com o estudo da eficacia da desinfecdo das camas das vacas em pavilhdes

inteiros.

Avaliacao da eficacia do desinfectante

Com a analise dos dados dos graficos 8 e 9 pode-se inferir que a cama de areia
sera a mais indicada para utilizagdo em cubiculos por ser inorganica, e consequentemente
sem qualquer espécie de desinfectante apresentar as contagens de microorganismos mais
baixas. Além de contribuir para um melhor bem-estar dos animais tal como referido por
Ospina & Rauch, (2016)

Através das indicacbes da empresa que comercializa o desinfectante seria
expectavel uma reducgéo drastica e duradoura da carga microbiana. Este pressuposto ndo
foi verificado, apesar de nas camas de borracha ter sido observada uma redugdo com uma
duragdo maxima de 144 horas, o que significa que este desinfectante nao esta indicado para
utilizacdo nos diversos tipos de cama no qual foi aplicado. Porém, na cama de tapete de
borracha e na cama de areia observou-se uma diminuicdo das contagens de coliformes 1
hora apds a aplicacdo do desinfectante, o que ndo aconteceu nas camas organicas, que
pelo contrario tiveram um aumento das contagens. As 72 horas manteve-se uma diminuicéo
da contagem de coliformes nas camas de borracha e uma diminuicdo na cama organica, o
que sugere que nas camas organicas o tempo de atuagdo maxima do desinfectante é mais
retardado do que nos outros tipos de cama. A partir das 144 horas apds a aplicacao do

desinfectante, ndo ha qualquer diminui¢ao ou inibicdo do crescimento dos coliformes.

Relativamente as contagens de E.coli 1 hora apés a aplicacdo do produto houve
uma reducgdo nitida das contagens nas camas de areia e de borracha, que se manteve nas

camas de borracha até as 72 horas, no entanto na cama organica houve uma redugao das
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contagens as 72 horas, 0 que sugere novamente que a cama orgéanica tem um tempo de
atuagdo maximo do produto mais retardado. A partir das 144 horas volta novamente a ndo

haver uma diminuigdo dos microorganismos em todos os tipos de camas.

Relativamente as contagens de microorganismos a 30° verificou-se uma diminui¢ao
nas camas de areia 1 hora apos aplicagdo do produto, o que n&do sucedeu quer com as
camas de borracha, quer com as camas orgéanicas. Porém a carga microbiana nas camas
organicas e de borracha diminuiram ligeiramente as 72 horas apés a aplicagdo do produto.
A partir das 144 horas nao se verifica qualquer tipo de redugdo ou inibigdo do

desenvolvimento dos microorganismos a 30°.

O atraso ou aumento do tempo de actuagdo maxima do desinfectante nas camas
organicas, pode dever-se a sua elevada espessura, e a necessidade de movimentagdo da
mesma para sua homogeneizagao, e assim distribuir o desinfectante por todo o seu volume,

movimentacdo esta conseguida pela utilizagdo da cama por parte dos animais.

Estes resultados sugerem que o desinfectante poderia ter mais eficacia se fosse
aplicado com mais frequéncia, porém seria extremamente dispendioso e trabalhoso, no
entanto seriam necessarios mais estudos com amostras mais significativas e incluindo mais

variaveis para poder afirmar que o produto é eficaz.

Se as camas fossem mudadas com mais frequéncia, os resultados poderiam ser
mais positivos, o que poderia ser objeto de um novo estudo inserindo mais exploragdes com

outros métodos de maneio.

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade de Medicina Veterinaria 65



Jodo Maria Homem de Carvalho Vaillant - Avaliagao da possivel eficacia do desinfectante “Hypred
Force 7®” em diferentes tipos de cama de bovinos leiteiros

5.2.Conclusao

Com este estudo demonstrou-se que o desinfectante “HYPRED FORCE 7®’
utilizado nao € aplicavel para reduzir os coliformes totais, E.coli, € microorganismos a 30°
em condi¢cdes normais de camas utilizaveis em exploragdes de bovinos leiteiros. Apesar de
ter havido alguma reducao até as 72 horas a mesma nao foi de encontro aos resultados
espectaveis.

Assim, considera-se que provavelmente a concentragcio do desinfectante aplicada a
cada tipo de cama deveria ser reavaliada, o que significa provavelmente aumentar a dose
do mesmo, o que seria talvez incerto por poder provocar reacdes nos animais.

Considera-se ainda que o aumento da quantidade de desinfectante iria humedecer
demasiadamente as camas pondo em causa o bem-estar animal.

Além de que a frequéncia de limpeza e mudanga das camas deveria ser mais
frequente, o que leva a querer que daria um resultado melhor, mais eficaz, no entanto muito
dispendioso no acréscimo de trabalho na exploracdo que provavelmente nao teria
resultados significativos nos efectivos leiteiros.

Por outro lado, seria interessante correlacionar a diminuigdo de microorganismos
nas camas e a ocorréncia de mastites nas exploracdes, o que nao tendo sido possivel neste
estudo por dificuldades logisticas e orgamentais seria um estudo a conjeturar no futuro,
usando uma maior amostra de exploragdes, de tipos de camas e de tipos de maneio.

Apesar de este desinfectante ser extremamente eficaz em vazio sanitario, ficou
provado por este estudo que nao é aplicavel neste tipo de exploragao.

No entanto, considera-se que este estudo ndo pode ser considerado significativo

por ser limitado a uma Unica exploragao e a apenas um ensaio.
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7. Anexos
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Anexo | — Triptico “One Farm Culture” by Zoetis
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ON FARM CULTURE BY ZOETIS

A mastite & 3 patologia mais frequente & com maior repercuss3o econdmica nas exploracies de
bowinos de aptidao leiteira, a nivel mundial. Os custos desta doenca devem-se, scbretudo, acs
tratamentos, & mao de obra extra, & diminuicio da producao, & necessidade de descarte do leite das
vacas afectadas, 20 seu impacto negativo na fertilidade, 8 mortalidade acrescida e ao refugo precoce.

Uma ver gue a origem da mastite & na maioria das veres, bactenana, esta doenca tomou-s2 o
princpal motivo de utilizado de antibidticos na producdo de leite, merecendo preccupagdes
crescentes do ponto de vista weteringrio @ humano, no gue diz respeito a0 desenvolvimento de
resizténcias das bactérias aos antimicrobianos.

Para se obterem resultados satisfatdrios e =2 desacelerar o desenvolvimento destas resisténcas, os
antimicrobiznos devem ser saleccionados com base no seu espectro de actividade, o que inclui o
diagndstico do agente patogénico responsavel pela doenga.

A OFC by Zoatis permite detectar, de uma forma rapida (em mencs de 24h) e pratica (na exploracao)
0= principais agentes bacterianos de mastite a fim de tomar o tratamento alinhado com o uso racional
de antibidgticos, mais direccionado, eficaz e sustentdveal, e evitar custos acrescidos com medicamentos
e perdas de leite desnecessarizs.

METODOLOGIA OFC BY ZOETIS

- MATERIAIS - COLHEITA DA AMOSTRA SEMENTEIRA - CULTURA BACTERIANA

A. MATERIAIS
L L 1 AR L
TUBO DE PLACA OFC ANSA DE INCUBADORA
RECOLHA BY Z0ETIS PLASTICO OFC BY Z0ETIS
e (N
B. COLHEITA DA AMOSTRA

RECOLHA DE LEITE MASTITICO

1 APLIQUE O PRE-DIPPING NA SUPERFICIE DO TETO E DEIXE ACTUAR POR 30 SEGUNDOS

2 LIMPE E SEQUE 0 TETO, ESPECIALMENTE 0 ESFINCTER

3 ELIMINE 05 PRIMEIROS JACTOS DE LEITE (NO MINIMO TRES)

4 DESINFECTE O ESFINCTER DO TETO COM ALCOOL E DELXE SECAR

5 RECOLHA O LEITE INCLINANDO O TUEO DE RECOLHA 45° ATE 3/4 DA CAPACIDADE DO MESMO
6 REFRIGERE 0 TUBO IMEDIATAMENTE
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(. SEMENTEIRA
L 1
INSIRA ARRASTE SUAVEMNTE A ANSA
AANSA NO TUBD nmismm ONA
DEENSAI0 L SUPERFICIE DO MEIO DE CULTURA.
COM LEITE MERGULHE A ANSA NO
MASTITICO TUBO A CADA MUDAN(A DE MEIO

D. CULTURA BACTERIANA

1 L

LIGUE A INSIRA
INCUBADORA AS PLACAS
A3l C SEMEADAS

E. INTERPRETACAO DO RESULTADO

CRESCIMENTO APENAS A P TRA CRESOMENTO NA F E3°TRA
ESTREPTOCOCOS ESTALOCOCOS
CRESCIMENTO APENAS NA 2 TRA SEM CRECMENTO EV NENHUMA
COLIFORMES DAS TIRAS NEGATIVO
ON FARM
CULTURE
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E Streptococcus spp.

=
.

1. CRESCE NA 1* TIRA
L. NAD ALTERA A COR DO MEIO DE CULTURA

E Coliformes

1. CRESCE NA Z* TIRA
L. NAD ALTERA A COR DO MEIO DE CULTURA
3. COLGNIAS BACTERIAMAS DE COR ROSADA

§ Staphylococcus spp. e Staphylococcus aureus

JE————

Staphylococaus spp. Staphylococcus aivets
LCRES(ENATPETTIRA 1. CRESCE MA 1P E3? TIRA
2. MAD ALTERA A COR DO MEXD DE CULTURA 2. PROVOCA HEMGLISE MA T TIRA

T ALTERAACORDA T TIRA PARA AMARELD
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SEM CRESCIMENTO OU CRESCIMENTO NAO SIGHIFICATIVO

E (resdmento polimorfoldgico / contaminacao

CRESCIMENTO DE NUMEROSAS COLONIAS NAS TRES FAIAS E / OU CRESCIMENTO
DE COLONIAS COM DIFERENTES MORFOLOGIAS
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TERAPEUTICA DA MASTITE COM BASE
NA IDENTIFICACAO BACTERIOLOGICA

m PRIORIDADE DE ABORDAGEM

GRAU 1. MASTITE LIGEIRA
Alteraao do leite
(Fiocos / codguios)

IJ.bere n::.ljnw adema) ’ 5 :.IHEHT ) BACTERIAND
MANTER VIGILAMCIA CLINICA E
AINE

ERAU 3. MS"TE SE'\‘EH ANTIEIOTERAPIA IMEDIATA

A
URF

he seiative traaiment 3l mastits b arm colbure results: | Effects on antibictic use, milk withholding tme, and short ferm
diinical and bacteriolog AF 1] SCAm
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Anexo Il - Flyer “Hypred Force 7®” by Kersya

@ @ H Product 5

Equipment  Systems datasheet \

QUALITY
PROGRAM
Desinfecdo de instalagdes pecuarias
sl =
VANTAGENS DE FORCE 7 ¢ ' P
el ANTAGENS DE i -.i’:‘ | I’ \‘
B i Tem um largo espgclro de agdo g A (AR
S Bactericida |
i Fungicida
In between/ Virucida

Entre/
Entre

DESINFECAO
HYPRED FORCE 7 € uma férmula desinfetante que associa 3 substancias activas biocidas:
- Glutaraldeido
- Cloreto de benzalcdnio
- Cloreto de didecil dimetil amdnio

HYPRED FORCE 7 ¢ eficaz no combate a doengas consideradas contagiosas para as espécies
pecudrias (bovinos, suinos, ovinos e caprinos, cavalos, aves e coelhos):

- Bactericida a 0,4%

- Virucida a 1%

- Fungicida a 2% (Candida albicans 0,5%, Aspergillus fumigatus 2%)

- Eficaz contra os virus da gripe das aves e HIN1

Modo de utilizagdo:
De forma a assegurar uma boa desinfe¢cdo:

1 - Limpar as superficies (com detergente a baixa pressdo ou
espuma).

2 - Enxaguar.

3 - Desinfetar com HYPRED FORCE 7, ndo enxaguar

,V kersia.

INVENTING A FOOD SAFEWORLD

1 PROTECT - E
] PRO C E
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Anexo lll -Bula “Hypred Force 7”

FEE VR PUARLY

' HYPRED

HYPRED FORCE 7

Liquido concentrado de utilizagcao exclusivamente

profissional

DIOCIGOd O USO vVeleiinarin
DESINFETANTE PARA OS EQUIPAMENTOS E INSTALAGOES
PECUARIAS

T INDHISTRIAS AGRO-AL IMFET

PRODUTOS BIOCIDAS

Composigao :

amonio quaternario, benzilalquildimetil, cloretos 8g+Glutaral 13g, excipientes g.b.p. 100g

GRUPO 1: Desinfetantes e produtos biocidas gerais; Tipo de produto 3: Produtos biocidas destinados

a higiene veterinaria; Tipo de produto 4: desinfetantes das superficies em contacto com os géneros

ACM n°176/00/14NBVPT

. Liquido limpido, Transparente a amarelo palido

. pH puro : 6+0,5

SPGB Ui . G,0X 0,0

HYPRED SAS
55, Boulevard Jules Verger B.P 10180
35803 DINARD Cedex - FRANCE
Tél : +33 (0)2 99 16 50 00 / Fax : +33 (0)2 99 16 50 20

a-mail * hypredfhuored com

-1/4-
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Produto: HYPRED FORCE 7

"HYPRED

Data de actualizacdo: 15/07/14 Cadigo : 0 301 0

V/nrnRa 4 E

. Massa volumétrica a 20°C : 1,025+0,01 g/lcm?®
. Ponto de congelagédo : -3 C

. Mistura de aménios quaternarios e glutaraldeido

FArmiila snm farmal

PROPRIEDADES

. Desinfectante bactericida e virucida sem formol, para as instalagdes (estabulos,

currais de ovinos e caprinos, pocilgas, pavilhées de criagéo de aves, cavalarigas)

material da transnarte & material de criacino de animais domésticns

APLICACAO

Madan da utilizacan:

O HYPRED FORCE 7 é um desinfectante bactericida, leveduricida e

virucida {virns H1N1, HEN1 dnanca de Newrastle. neste suina henatite

infecciosa canina, virus da febre aftosa).

Limnar a anvaquar nraviamanta o matarial as edificins e as sunarficias a

desinfectar.

* Pulverizacin a haixa nressan e anlicacan de espuma

HYPRED SAS
55, Boulevard Jules Verger B.P 10180
35803 DINARD Cedex - FRANCE
Tél : +33(0)2 99 16 50 00/ Fax : +33 (0)2 99 16 50 20
BT Ry M i

L
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FIOGUG . TEE D INLD PUINCOE

{ HYPRED

Data de actuadiizagcas . igiudis

Concentragdo: 1% (10 ml de HYPRED FORCE 7 para 1 litro de agua)

Tempo de contacto : 2 30 minutos

* Termonebulizacéo :
LUiiCSiiliatal badigiivida € viiutida: 2,0 iiiljiiid
Tempo de contacto aconselhado: 4 h

Temperatura: Ambiente

NEU giiXdyudi 1ids dplicagues gili peiudiid.

A aplicagao nas instalagbes pecudrias deve ser feita na auséncia de
animais (vazio sanitario) e na auséncia dos seus alimentos. Remover ou
TOLITT HUUUS UB CUINSUDUIUS 8 DBLBSULUIUS U0 i0Udl & USikgl Jue as

superficies tratadas sequem completamente antes de os reabastecer.

CiiXaguai CUili agud polave 1ias aphicagues Sii Ndusiiias agio-aiineniidies.
Aguardar 24 h antes do regresso das pessoas e dos animais aos locais ou

instalagdes.

LilTiPar 1Syuiaiingiine o inaisia U aphiagau.

55, Boulevard Jules Verger B.P 10180
35803 DINARD Cedex - FRANCE
Tél : +33 (0)299 16 50 00/ Fax : +33 (0)2 99 16 50 20
e-mail : hypred@hypred.com
- 3/4-
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Produto : HYPRED FORCE 7

' HYPRED

Data de actualizagdo: 15/07/14 Codigo : 0 301 0

VinenAn 4 E

ACONDICIONAMENTO

Bidao 10l Branco 10kg

L ilizar o produtn nns 12 meses ands a data de fahricn

SEGURANCA
Cansultar a ficha de datos de seauranca dignanival na INTERNET -
http://www.hypred.com
LEGISLACAD
Este produto respeita a legislag&o relativa aos produtos de limpeza das

superficies podendo estar em contacto com géneros, produtos e bebidas

nara a alimantacia da hamam a das animais

Utilize os biocidas com cuidado. Leia sempre o rétulo e a informagéo relativa

an nrodutn antas da n utilizar

HYPRED SAS
55, Boulevard Jules Verger B.P 10180
35803 DINARD Cedex - FRANCE
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Anexo IV — Bula “Diluente salino de peptona”

Dehydrated Culture Media =

| You ar= wiewing the prinber friendly version of @is page. To returm io the regular view cBck Fere.

RECOVERY DILUENT {FEPTOHE ZALINE DILUENT]
Code: CMOT2Z
@ profecive and Isodonic OVvent o masimal ecovery of mCno-orpanisms (15 VDS 5840
Typloal Formula*
Pepione
1o
Eodium chioride

BS

pH 7002 25°C

= Az bl

Diireodicng
Cisscdve 9.5g in 1 Hre of distiled waber. Dispense inko the Snal contsiners and sterlise by sulocaving
af 121G for 15 minutes.

Dscoripkisn

Maximum Recovery Dluent combines @ protectve effect of pepione in the diuting sclution with the
csmobic support of physkoiogical saline"~. The low concentrabion of peptone does not causs
muibiplcation of B crganismes within 45 mintes () 20-25"C) of diution of e sampie. The isolonic
siremgii of the diuent erswnes recovery of ongankisms from varfous sources wihich may be vuinerable
In disHled watsr of 3qUEDUS SUSPERSIoNS.

Taohnlgua

1. Prepare the medium actording o e direciions. Forthe 120 method” distibute the medium
Imio 50m| volumes or inlo Smi volumes.

. Put 10g of thie fest sampls inty & sberile hisnder Jar or sterle plasic bag.

Add S0mi of sterie Maximum Recovery Diuent

Opembe e bender acconding b lts speed for suficient Bme to give @ fotal namiber of 15,000

20,000 revoiubions. Allemaiively operale a peErstalbic pe biender | Slomacher) for 2 minuies.

WERN 15 minutes tramsfer 1mi of e macerals 10 9miof sterle diuens amd mi well {10°1

dliudon)

&. Prepare addiional decimal dilusons I T Same way.

Aszpticaly transfer 1mi of ezch diion of the InERl =aspensicn In duplicate o e oenire of 3

sierle Fef dish.

Prepare pour plabes with the medium of choioe.

Alow e agar to soldiy amd Incubabe in a manner approprabe o e agar medium.

o

)

Storage sondiione and 3 hadf 110
Store the dehydrated medum at 10-30°C and use beTors e expiry dabe on the label.
Bhore the preparsd medium at nooe fermperabne.

A Dparanos
Dehydraied medium: Staw coloured,, free-Sowing Dowder
Frepared medium: Colouriess, clear solation

Qusiry aorbral

The diuent Is inoculxied with £ach organism, separaiehe amd hield at 20 -25°C. Counts of colamy
fiormimg unks are obiained af O minuies and 45 minutes from inoculafion, using suitabée et
medum. The resuls are compared, using e time "0° count &5 the base bench mark.

Fochive pondrole: Expeobsd recufic

E schevichia ool ATCO# 25902 + 50 orginal oount
Escherichily ool ATCOS B735" 250% original count
SiapiABCDITUS Sureus ATCOS 20203 +S0% oniginal count

[Folaranases

1. Sfraker AL F. and Stokes J. L. (1957 Aped. Microbe!, S, 24-25,

2. Fafferson J. W, and Cassalls J. A (15531 L Aonl Bact. 26, £53457.

2. BBOHTHE BE49. Ad=af and Leaf Procucrs-Defeciinn and Enumeration of Closrigium parhingens.
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Anexo V- Resultados teste de método de recolha e tipo de analises a realizar

JLMV Relatorio de Ensaios

LARCHAI TR <UHCHT = A

Enfrada M= 1629163 Tipo e Anallas: Comtmiéo Amblental
Data de Entrada:  2013-10-10 162127 [ata da Colheltac 2018-10-10 14:00:00
Data de Emizsdo: 20431017 15:16:00 Rasp. pela Colhalta:  Jodo Valiant (Clene)
M. de mmm: H.® da Amiairas: 1

Requisitants: Jodo Marla Homem Valllant

HoraFarmatatiigr ol Mads Homem Yellan ‘Cisme note: Dias Vadiciads
[ Orgen T deAvcarne:  Cares’ Boles Pt d Dol

Termp. 28 Colssty Dapsdeis hnirrai-  Bardtems e

WY, Rsaporaiwst [ Jods Caregn " TS Hig il T et
[T PR S Sim 1Tl Trsnapcrte LS Mo
Jomb ds emoETa U Laby § e aaice
D - I s il 2201 B 90700 1700000 e e - - % [
Cliants a Facturar:
Home:. kersla M.° Comribubnis: SS0550632
Morada: Fua Tomds da Fonseca C.emp. Tomes de Lisboa Tome & 5° Cod. Postal: 1500-209 Lisboa
Talf.: Talm.: 861755457 Fan.- a-Mall:avan comeiagkersia-group. com

Mioroblcicgla Slinkea & Ambderial
AMDETRA: Cama Palka'Ssmim (12288452)

Valor Paramétrion *
Determinagdo Midodo Unidadas A= AsGuitado
Contagem de
backras cofformes Aot Ao sy 42610
Conage de
bokores & leveduras Ao A sy 1.7t
Conbage de
Exchera ool U [T -H = 3,5:‘:”}"
Contagem de Eshafiocos - '
coagulase positiva e =g <10 il
Contagem de .
microrganismos & 305G ANt leysmn g . e Ly [y
Aprsolapda:  —
W alkda peor:
Laymeada
B - Al spitdeet LED - e Formedonil e DodRel (T ree o Malneds et 30 Labomstian A cabats 2@ dovars 4 08 P
raspocEabiedeE o ckae  DaEidc O Dhassd, dea O Bemd Apfe poe dre Dermae A waecupks saae dooawans & Fsponsded TEcnica g
Pt APAAEN B30 B AoTTe O ST cADE REprel 08 BuE pls O ! - s s Microbiciogla Clinlca & Amblental
PETE T O = -~
o 4 &
_Mw T w0
L&A - Laborabino de Medicra Veferinana - Lugar da Somaieim - Alalals - Z002-110 Amosier ETR
Tei 24348177 - Faon 2434540277 - e-hial: geral ot - hitpcwess ime.pt - MIPC: S00846551
LANESE 02 Emitido por GO =m 30-12-20HE Pagira 1M1 1D Ent 1525985
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Relatorio de Ensaios

frrrrer—rr—
Entrads M 1EZ91E3 Tipo de Anallas: Contmoio Amblental
Data de Entrada:  2013-10-10 16:21:27 D:ata da Colhalta: 2015-10-10 14:00:00
Data de Emissdo:  2013-10-17 15:16:00 Rasp. pela Colhelta:  Jodo Wallant (Clems)

M. d& Amostragem:

H.* dia Amostras:

1

Requisitants: Jodo Maria Homem Valllant

HormFaracadorCidgs _indls Waria Homern Vailant [ T Dt s ke
Laviac CriganTipes e Amactrre: Dok’ Bobam Pomta da Ciolhalte
Terp. 38 Colssiy Eapedcis hirrai-  Bordfe g
LY. Rssporadwst [F Jodie Caregn [TENELE T Higenimgis. TRGesEs:
Do 7 Pl W | Ml Sim 1Tkl Trnmaposme LA Mo
Crsaildade du emoriac  Cofloitre Lk Subcorvirats:

Dt e e s ilimeer: 203169090 1700000

Cliante a Fachurar:

Do e oo o e 201 8- 10-77

Homa: k=mEla

Morada: Fua Tomds da Fonseca C.emp. Tomes de Lisboa Tome & 2F
Telm.: 561755457

Telf.:

H.® Comtribulnis:
Cod. Postal: 1600-20% Lisooa
a-Mall:aivan comeia ersia-group.com

Fam.:

SE0se0632

Migrabiologla Clinkea & Ambienal

ARDETRA: Cama Borraoha (15238483)

Valor Paramétrion *

Detsrminagdo Miioido Unidades == RAscuttado
Bachiri comormes sz o s 5,010
Con | e S
mu:i?ﬁm . g E1x1l’
Dok - g 1100
Conguae pas e o e <1010
Contage de :
microrganismos & 3050 Uidscdic: Iesarra g 1,71l
Aprsolapho.  —

Waldato poar:
ra - Al spitdes! LT - Lvedaced Formasdonss o CofRer 1T FCl AT L A calf-ats g8 dowams 4 38 A i

respoEabdaiecs do clewe Paetins o Drasos, sasdc 9 Eome dgie! por dre Jersae A sprcplo sears dooemants &

o o .

prTatice SpanEl Ba0 F foTmd o8 S cdnE el 28 i
ST L

Responsdied TEcnkca o=
Microbiologla Clinica e Amblental

— P
L I S
L e T A2
d
LA - Laborabiria de Medicina Veferindria - Lugar da Somabeirs - Adsiaks - 2005-110 Amoser ETR
Tk 243451797 - Faor 243451277 - e-Mal: geralimy.pt - hitpc\wasw imy. pt - NIPC: 502646551
LMW3ESZ 02 Emitido por &0 &m 30-12-2016 Pagires 11

ID Ent: 1823183
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Relatorio de Ensaios

Enirada M2 1829169 Tipo de Anallas: Contmio Ambiental

Data de Entrada:  2048-10-10 1621:27 Diata da Colhalia 21E-10-10 14:00:00

Data de Emissdo: 20131017 15:16:00 Ragp. pela Colhalta:  Jodo vallant (Clems)

M. de Amoatragem: N.° dia Amstraa: 1

Redquizitants: Jodo Marla Homem Valllant

HoraTaraataCige odo Made Homern Yeilan DR Dis Vst

Lucwtac Origan o de Avoarne D’ Bolis Pamta de Doty

Terp. e Ooltwits Enpsdchs Animaic:  Birdfem ki
WV, Rssporadwst- [ Jolis Caiego " EAEE TS Higardmale ' Trmmeme:

D i ool e i SimoTl Trsnagorme: LAY: Mo
- du swirac G Labn Subacrrirate e

Dt e i s miinen: 201 8- 90-190 1700000

Cliants a Facturar:

Home: kemsla

Morada: Fua Tomas da Fonseca Cemp. Tomes de Lisboa Tore & 5°
Tell.: Tabm: 351735487 Fam.-

D e onmomc o e 201 8- 10-77

N.® Comribubnie:  SS0550632
Cod. Postal: 1500-20% Lisboa
a-Mall @van comsiaiersia-group.com

Miorobicicgla Clinka o Ambiental
AMOLTRA: Cams Arela | TE2SE441)

Detsrminagho Metnsn Unidades Valor Parametrion » RAssultada
- s e = 55010
Contage de
balores & veduras oo =g [ gl s
Contagem de
ES-Cthl;hcnl Wdross | reaTe uitsg 3,5'.(1“"
Contage™ de Estafiooos 1
:uas;.flnas-z positva S Ea 1,010
miTlmos a30a M = 266100
Apradlag¥o:  —

Walkdado por:

Layeds
i - Al spicles’ UEC - Unideces Fomuedonis de Dodimer (T SR ) i A calfats g8 drcams 4 98 mm.
resporaabicdcs oo ckame  FaEidin o Drasod s oF Bord dghed por dre Jermus A wardupks Jel dooumani & Responsied Técnica de
perTaSE BEAEN B30 B A0TTd o8 ST cADE Ripred 08 Bl S el = A woa Microbiclogia Clinlca & Amblental

T L -
N
I_ -’i.c - PR I

F

Lk - Laborabino de Medicira Veberinana - Lugar da Somaieim - Alalals - 2005-110 Amosier ETR
Tt 2434 TST - Faor 243454277 - e-al: geral Sirmy pt - psweass iy pt - HIPC: 500646551

LMNESE 02 Emitid por &0 &m 30-12-20M6 Pagiea 1M1 ID Ent: 1829189
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JLMV Relatorio de Ensaios

e
Enirads M 1829169 Tipe oe Analias: Controla Amblental
Data de Entrada:  2018-10-10 162127 Data da Colhaltas AME10-10 14:00:00
Data de Emizsdo; 20131017 15:16:00 Raap. pela Colhalta:  Jodo vallant (Clleme)
M. de Amoafragem: M.® da Amoatras: i

Requisttants; Jodo Maria Homem Valllant

HoraFaraakatCidgr ol Warin Homem Vailan fes T2 Das Vst
Livtar v Tipss e vt Carems’ Boles P de Doy

Terp. ds Coltaiy Eapedecbs dsirrat B fom i

WY, Rssporadwst DO Jods Caregn MW Dicem e Higandmgde' Trimrssme:
JETRE N PR S $F 12Tl Trsnaporie LW PMio
Ouaildade da smwirac O Ly Subsconrats
D - b el 201601000 1700000 e e - - [
Cliants a Fachurar:
Homa:. kersla N® Comtribuints:  SS0550632
Morada: Fua Tomas da Fonseca C.emp. Tomes de Lisboa Tome & 5 Cod. Postal: 1500-208 Lisboa
Telf: Telm.: 361755457 Fa.: e-Mall:avam comeiakersia-group.com

Miorobicicgla Clinkca » Ambiental
AMOETRA: Botas Palha/Semrim | 15258442)

‘alor Paramétrioo *
Determinagio Medodo Unidadec. =3 Ascultado
m?cﬁmi (TSN, i gace . d,.‘E:iHD"
ContagesT de
Irul\:\::.;: IavedurEs s Rl Ui gun - 5.3x10"
ContagesT de
ESACHEEEBCH Marozz o U Cramgrea = 4.,1:‘:1“"
E:;;;Taz‘::ﬁﬂ Mdoss | (8 gt T T T . -:‘Lmin'
Conages de
microrganismos @ 30 4G [TFSER), 7 P g - l&:ﬂﬂ"
Apraalanda.  —
“Walkdado por:
- Kils spidemt LT - Uvidesea Fomaedorss e Collmer 0T el R L M cofats 08 sovars 4 4 Nuﬂadmu
Mﬁ:dﬂn EﬂﬂhﬂMWﬂtﬂunﬂd&mumAw”mi Responsined Técnica de
Pt BEANEN B35 F AoTTa o8 W cdnie inieprel O B ok s Miorobiclogla Clinlca & Arblenéal

PRl OO e

¥
l.._{l!ﬁ -.-I'.-:-l.-ﬁ‘"-"‘l.-

LI - Labomabdrio de Medicira Veterinda - Lugsr ds Somateirn - Alalabs - 2002-110 Amosier STR
TR 2434077 - Fane 243400277 - e-bal: geraliiom pt - Wipcwes e pt - MIPC: SO0E4ES5]
LMNES2 02 Emitide por G0 &m 30-12-20M6 Pagina 11 ID Ent: 1829183
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Relatorio de Ensaios

LABEEAFTAEE: SUHE R - AL
Enfrada M.~ 1E29169 Tipe de Analias: Contmig Amblental
Data de Entrada:  2013-10-10 162127 Data da Colhaltac 2018-10-10 14:00:00
Data de Emi=s8o:  2018-10-17 15:16:00 Raap. pela Colhelta:  Jodo Vallant (Clenis)
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Anexo VI — Marca e manual de utilizagao do pulverizador

> despiece
> recambios

SU NUEVA TECNOLOGIA LE GARANTIZA LA
CAPACIDAD DE PRESTAR EL MEJOR SERVICIO.

®
®—2
@—o @
m- @
i) coe ®
@—-
®
o T-o
S =A ®
o ©® s

>

provisto de recambios

y accesorios / contenido

Ouw | B

Q |=+

L e
T A

> utilizacion

PULVERIZACIGN
DE PRODUCTOS
FITOSANITARIOS

> mantenimients

enjuagar

después de cada utilizacién, enjuagar bien con agua
clara y hacer funcionar para eliminar completamente
todo el resto de producto utilizado.

lubricar
lubricar periédicamente con aceite de vaselina o similar
todss las partes méviles del pulverizador.

mantener fuera del alcance de los nifios.

> garantia

este producto esté garantizado contra cualquier defecto
de fabricacion siempre que sea uilizado dentro de las

caracterfsticas técnicas y resistencias para las que ha

sido disefiado.

> instrucciones de montaje

Para su montaje utilizareros dnicamente los accesorios

sefalados, manteniendo guardados los recambios para su
utilizacién en el caso de que fuera necesario.
Normalmente la accién del bombeo scbre la palanca, se
realiza con la mano izauierda, utiizando la lanza con la
mano derecha.

Peso vacio: 2,5 kg

Peso lleno: 14,5 kg

Capacidad nominal del tanque pulverizador: 12 L

SU CONCEPCION FUNCIONAL, ROBUSTEZ
Y EFICAGIA, HACEN QUE SE ADAPTE
AL PROFESIONAL MAS EXIGENTE.

MANUAL DE INSTRUCCIONES

Con el depésito en pasicion horizontal, introduciremos la
palanca (12) en el orificio inferior del depésito. (fig.14) (el mas
alsjado a nuestra espalda) haciendo coincidir al mismo tiempo
el alojamiento cilindrico de la misma con la parts inferior de
la biela doblada a tal efecto (fig. 15). Una vez efectuada esta
operacion debemos fiiar la palanca en 2 puntos:

1. En la parte inferior del depésito con la abrazadera {fig. 16)
de la forma siguiente: Accionaremos la paianca hasta observar
en el alojamiento correspondiente el pequefic orfficio de la
palanca, donde introduciremos la abrazadera (fig. 16)

2. En la parte lateral colocaremos la arandsla y el pasador,
abriendo las 2 patillas para su correcta fiiacion (fig.17).

Una vez realizadas correctamente estas operaciones
roscaremos a la lanza la boquilla (n® 7, 8, 8) que se adapte
alas funciones que debemos realizer. En el otro extremo de
la lanza roscaremos la empufiadura a palanca (grifo).

Las correas (10) se suministran sujetas al pulverizador para
su comoda utilizacién, aungue también pueden sujetarse
individualmente con las hebillas correspondientes en los

alojamientos bajo el asa disefiados para tal fin.
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Anexo VIl — Método de pesquisa laboratorial de E. coli e Coliformes

RAPID’E.coli 2/Agar

DEFINITION

A selective chromogenic medium used for direct
enumeration without confirmation of colonies
of Escherichia coli and other coliforms in food
products for human and animal consumption
(depth method) and in water (Membrane-filtration
method)

NB: In the context of AFNOR (The Association
Frangaise de Normalisation) only enumerations
of Escherichia coli and other coliforms in food
products for human consumption are validated.

AFNOR VALIDATION

The RAPID’E.coli 2 method (Enumeration of
E.coli at 44°C) has been validated by AFAQ
AFNOR Certification as a valid altemative method
to the NF ISO 16649-2 standard for the
enumeration of B-Glucuronidase-positive Esche-
nichia coli at 44°C for all food products intended
for human consumption, according to NF EN
ISO 16140: 2003 protocol, under Attestation No:
BRD 07/1-07/93.

Valid until: 02/12/2008

The RAPID’E.coli 2 method (Enumeration of
E.coli at 37°C) has been validated by AFAQ
AFNOR Certification as a valid altemative method
to the NF ISO 16649-2 standard for the
enumeration of B-Glucuronidase-positive
Escherichia coli at 44°C for all food products
intended for human consumption, according to
NF EN ISO 16140: 2003 protocol, under
Attestation No: BRD 07/7-12/04.

Valid until: 02/12/2008

The RAPID’E.coli 2 method (Enumeration of
coliforms at 37°C) has been validated by AFAQ
AFNOR Certification as a valid altemative method
to the NF ISQ 4832 standard for the enumeration
of coliforms for all food products intended for
human consumption, according to NF EN ISO
16140: 2003 protocol, under Attestation No: BRD
07/8-12/04.

Valid until: 02/12/2008

Validation
__/

Certified by AFAQ AFNOR Certification
www afnor-validation.com

355-5299
356-4024

AOAC-RI VALIDATION

RAPID’E.coli 2 is validated by the AOAC
Research Institute under the Performance
Methods Tested status, under Certificate n°
050601.

NORDVAL VALIDATION

The RAPID’E.coli 2 method (Enumeration of E. coli
at 44°C) has NordVal approval as a valid afternative
method to the NF ISO 16649-2 standard for the
enumeration of B-Glucuronidase-positive Esche-
richia coli at 44°C for all food products intended
for human consumption.

Valid until: 01/06/2009

The RAPID'E.coli 2 method (Enumeration of E. coli
at 37°C) has NordVal approval as a valid alternative
method to the NF ISO 16649-2 standard for the
enumeration of B-Glucuronidase-positive
Escherichia coli at 44°C for all food products
intended for human consumption.

Valid until: 01/06/2009

The RAPIDEcoli 2 method (Enumeration of
coliforms at 37°C) has NordVal approval as a valid
altemative method to the NF ISO 4832 standard for
the enumeration of coliforms for all food products
intended for human consumption.

Valid until: 01/06/2009

STANDARDS

FOOD MICROBIOLOGY

« NF ISO 16649-2 (July 2001): Food micro-
biology — Horizontal method for the enumeration
of glucuronidase-positive Escherichia coli 3 - Part
2: Technique of colony count at 44°C by means
of 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- B-D-glucuronate
acid (IC: V08-031-2)

* NF ISO 4832 (July 1991): Microbiology — Gene-
ral guidelines for the enumeration of coliforms -
Colony count method

3, boulevard Raymond Poincaré
Tel. : +33 (0)1 47 95 60 00 - Fax : +33 (0)1 47 41 91 33

www.foodscience.bio-rad.com 1/4
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RAPID’E.coli 2/Agar

PRINCIPLE

The principle of the medium relies on the

simultaneous detection of 2 enzymatic activities:

B-D-Glucuronidase (GLUC) and pB-DGalacto-

sidase (GAL). The medium contains 2 chromo-

genic substrates:

+ one substrate specific to GAL that leads to blue
coloration of colonies positive for this enzyme.

* one substrate specific to GLUC that leads to pink
coloration of colonies positive for this enzyme.

Coliforms (GAL +/GLUC-) form blue to green

colonies, E. coli (GAL +/GLUC +) form violet to pink

colonies.

Detection of GLUC makes the culture medium

highly specific. Escherichia coli is in fact one of the

only species of enterobacteria to possess this

enzyme.

NB:

- A few B-D-glucuronidase-negative strains of E. coli
exist, e g. E. coli O157.

- Some serovars of Salmonella and a few species of
Shigella possess the enzyme B-D-glucuronidase (<
1.5%).

PRESENTATION

* Ready to use
100 ml x 6 bottles code 355-5299

* Dehydrated
5009 code 356-4024

STORAGE

* Ready fo use: +2-8°C in a dark place

* Dehydrated: +15-25°C, in carefully-sealed bottles
ina cool, dry, dark place

* Expiration date and batch number are shown on
the package.

* Medium prepared by user from dry medium: 1
month at +2-8°C in a dark place.

THEORETICAL FORMULA

Peptones 109

Sodium chloride 5g

Yeast extract 3g

Selective chromogenic mixiure 69

Agar 13g

Distilled water 1,000 ml
Final pH g5y =7.2 £ 0.2

OTHER PRODUCTS REQUIRED

(NOT SUPPLIED)

* RAPID’E.coli 2 Supplement (Lyophilized):

packof 6 vials (1 vial contains lyophilized in
quantity sufficient for 100 ml of RAPID’E.cali 2
medium) (code 355-5298) (utilization in water only)
* Diluent(s)

« Distilled water

See corresponding Technical Sheet(s)

V5 - 11/02/2007

EQUIPMENT REQUIRED (NOT SUPPLIED)

(non-exhaustive)

* Scales

» Sterile weighing bags

* Grinder

* Mixer-homogenizer

* 125 ml bottles with autoclave-proof stoppers

* Sterile pipettes (1 ml, etc)

* Sterile Pelri dishes (O =55 mm and 90 mm)

* Water-bath precise to +1°C

* Thermostatically-controlled incubator or
incubation room, precise to +1°C

* Autoclave

* All usual laboratory equipment

PREPARATION OF DEHYDRATED MEDIUM
Always shake before use.

Dissolve 37 g of powder in 1 liter of distilled
water. Wait for 5 minutes, then mix until a
homogenous suspension is obtained. Heat
gently, swiding frequently, then bring to the boil
untl  completely dissolved. Dispense, then
steriize in autoclave at 121°C (+ 1°C) for 15
minutes.

Reconstitution ratio: 37 g/l
500 g of powder reconstitutes 13.5 liters of
medium.

PROTOCOL

* Preparation of samples

According to the standard applicable to the
product concemed

* Inoculation

Food

- Using sterile pipettes, transfer 1 ml of sample to
be tested (liquid product) or 1 ml of stock
suspension (other products) and/or 1 ml of its
decimal dilutions in sterile Petri dishes (O =90
mm).

- Rapidly pour about 15 ml of melted medium,
cooled to 44-47°C.

- Homogenize.

- Leave to solidify on a cool, level surface.

Water

- Pour approximately 9 ml (8 to 10 ml) of RAPID’
Ecoli 2 supplement (code 355-5298) (see
corresponding Technical Sheet) per sterile Petri
dish (O =55 mm).

- Leave to solidify on a cold, level surface.

- After filtration of 100 ml (or more, depending on
the origin) of water to be tested, the membrane
is deposited on the surface of the agar (square
side uppermost).

3, boulevard Raymond Poincaré
Tel. : +33 (0)1 47 95 60 00 — Fax : +33 (01 47 41 9133
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RAPID’E.coli 2/Agar

¢ Incubation

Tum the dishes over and incubate at:

-37°C £ 1°C for 21 hours (£ 3 hr) for simul-
taneous enumeration of E.coli and coliforms (=
total coliforms)*.

- 44°C x 1°C for 21 hours (x 3 hn) for enumeration
of E. colf*.

* Incubation temperature for which the RAPID'E. coli 2

method has AFNOR validation (alternative method)

READING AND INTERPRETATION
(food products)

For water, refer to the Technical Sheet for
RAPID’E.coli 2.

* Colony count (UFC)
After incubation, count the characteristic
colonies:

- Coliforms (other than E.coli) = blue
- E. coli = violet to pink

As Escherichia coli is a species belonging to the
coliform group, total coliforms are enumerated by
adding together blue-green colonies and violet to
pink colonies.

NB:

- Select only dishes containing fewer than 150
characteristic colonies and fewer than 300 colonies
inall.

- Depending on the various calculation methods,
dishes containing no colonies can be selected.

* Expression of results/Calculations
Refer to standard NF I1SO 7218 for the calcu-
lation method.

PRECAUTIONS

- For ready to use media prepared in advance,
avoid any prolonged overheating during fusion
(in general, 20 minutes is enough to obtain a
homogenous liquid agar) and supercooling
(maximum 6 hr). To conserve an optimal quality
the medium must not undergo more than 2
regeneration cycles.

- The medium may look frothy after gelification in
bottles. It nevertheless conserves all its qualities
when the froth disappears after melting and
shaking.

- As development of colonies at the bottom of
the Petri dish may interfere with reading, the
period between the deposition of the inoculum
at the bottom of the dish and the dispensing of
the culture medium be limited.

It is preferable to use a double-layered medium
at 37°C for the enumeration of E. coli and
coliforms in matrices containing abundant
mesophilic flora. The aim of the second layer is
to limit invasion of the surface, which can
interfere with reading (untreated milk, raw meat).

V5 - 11/02/2007

- Avoid trapping any air bubbles underneath the
membrane when depositing it on the agar.
If necessary, gently and carefully flatten the
membrane using tweezers.

- Comply with Good Laboratory Practice.

QUALITY CONTROL OF MANUFACTURER
Every product manufactured and marketed by
Bio-Rad is subject to a quality-assurance proce-
dure at all stages, from the reception of raw
materials to the marketing of the end-product.
Each batch of finished product undergoes quality
control and is marketed only if it satisfies the
acceptability criteria.

Documentation relative to the production and
control of each batch is kept on file.

PERFORMANCES/QUALITY CONTROL OF
THE TEST

The growth performances of the media are
verified with the following strains:

Appearence of colonies
STRAIN after 18-24 hr culture at 44°C
‘GROWTH COLOR
?mhﬂ ool + Violet
Aspect of colonies
after 18-24 hr culture at
STRAINS 3rc
GROWTH COLOR
Kiebskila oxytoca
SDP 12.1.4 * Blue
Proteus mirabilis .
ATCC 25933 + Non typical
Staphylococcus aureus ~ NA
ATCC 25223

NA: Not applicable

KEY WORDS

RAPID’E.coli 2/Escherichia colifColiforms/
Food products/Water/Detection/Enumeration/
Béta-DGlucuronidase/Béta-D-Galactosidase/
Chromogen/Filtration/Medium

3, boulevard Raymond Poincaré
Tel. : +33 (0)1 47 95 60 00 — Fax

www.foodscience.bio-rad.com

1433 (0)147 419133
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RAPID’E.coli 2/Agar
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Anexo VIl - Método de pesquisa laboratorial de Microorganismos a 30°C

INTERNATIONAL ISO
STANDARD 4833-1

First edition
2013-09-01

Microbiology of the food chain —
Horizontal method for the
enumeration of microorganisms —

Part 1:

Colony count at 30 °C by the pour plate
technique

Microbiologie de la chaine alimentaire — Méthode horizontale pour
le dénombrement des micro-organisimes —

Partie 1: Comptage des colonies a 30 °C par la technique
d’ensemencement en profondeur

Reference number
oN— ISO 4833-1:2013(E)

@IS0 2013
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1SO 4833-1:2013(E)

Foreword

ISO (the International Organization for Standardization) is a worldwide federation of national standards
bodies (ISO member bodies). The work of preparing International Standards is normally carried out
through ISO technical committees. Each member body interested in a subject for which a technical
committee has been established has the right to be represented on that committee. International
organizations, governmental and non-governmental, in liaison with ISO, also take part in the work.
ISO collaborates closely with the International Electrotechnical Commission (IEC) on all matters of
electrotechnical standardization.

The procedures used to develop this document and those intended for its further maintenance are
described in the ISO/IEC Directives, Part 1. In particular the different approval criteria needed for the
different types of ISO documents should be noted. This document was drafted in accordance with the
editorial rules of the ISO/IEC Directives, Part 2, www.iso.org/directives.

Attention is drawn to the possibility that some of the elements of this document may be the subject of
patent rights. 1SO shall not be held responsible for identifying any or all such patent rights. Details of
any patent rights identified during the development of the document will be in the Introduction and for
on the ISO list of patent declarations received, www.iso.org/patents.

Any trade name used in this document is information given for the convenience of users and does not
constitute an endorsement.

The committee responsible for this document is ISO/TC 34, Food products, Subcommittee SC 9,
Microbiology.

This first edition, together with ISO 4833-2, cancels and replaces [SO 4833:2003.

ISO 4833 consists of the following parts, under the general title Microbiology of the food chain —
Horizontal method for the enumeration of microorganisms:

— Part 1: Colony count at 30 °C by the pour plate technique

— Part 2: Colony count at 30 °C by the surface plating technique
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Microbiology of the food chain — Horizontal method for
the enumeration of microorganisms —

Part 1:
Colony count at 30 °C by the pour plate technique

1 Scope

This part of ISO 4833 specifies a horizontal method for enumeration of microorganisms that are able to
grow and form colonies in a solid medium after aerobic incubation at 30 °C. The method is applicable to:

a) products intended for human consumption and for animal feed;
b) environmental samples in the area of food and feed production and handling.
This part of ISO 4833 is applicable to:

1) products that require a reliable count when a low limit of detection is specified (below 102/g
or 102/ml for liquid samples or below 103/g for solid samples);

2) products expected to contain spreading colonies that obscure colonies of other organisms, e.g. milk
and milk products likely to contain spreading Bacillus spp.

The applicability of this part of ISO 4833 to the examination of certain fermented food and animal feeds
is limited and other media or incubation conditions can be more appropriate. However, this method can
be applied to such products even though it is possible that the predominant microorganisms in those
products are not detected effectively.

For some matrices, the method specified in this part of ISO 4833 can give different results to those
obtained using the method specified in ISO 4833-2.

2 Normative references

The following documents, in whole or in part, are normatively referenced in this document and are
indispensable for its application. For dated references, only the edition cited applies. For undated
references, the latest edition of the referenced document (including any amendments) applies.

ISO 6887 (all parts), Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial
suspension and decimal dilutions for microbiological examination

ISO 7218, Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations

IS0 11133, Microbiology of food, animal feed and water — Preparation, production, storage and performance
testing of culture media

3 Terms and definitions

For the purposes of this document, the following terms and definitions apply.
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31
microorganism
entity of microscopic size, encompassing bacteria, fungi, protozoa and viruses

[SOURCE: I1SO/TS 11139:2006,2 2.26]

Note 1 to entry: For the purposes of this part of ISO 4833, microorganisms are bacteria, yeasts and moulds that
are able to produce colonies under the conditions specified in this part of ISO 4833.

4 Principle

A specified quantity of the liquid test sample, or a specified quantity of an initial suspension in the case
of other products, is dispensed into an empty Petri dish and mixed with a specified molten agar culture
medium to form a poured plate.

Other plates are prepared under the same conditions using decimal dilutions of the test sample or of the
initial suspension.

The plates are incubated under aerobic conditions at 30 °C for 72 h.

The number of microorganisms per gram or per millilitre of the test sample is calculated from the
number of colonies obtained in the plates containing fewer than 300 colonies.

5 Culture media and diluents

5.1 General

Follow ISO 11133 for preparation, production and performance testing of culture media.

5.2 Diluents

Use the diluent(s) specified in ISO 6887 for the product concerned or the specific International Standard
dealing with the product under examination.

5.3 Agar medium: plate count agar (PCA)

5.3.1 Composition

Enzymatic digestion of casein 50g
Yeast extract 25¢g
Glucose, anhydrous (CgH120¢) 1,0g
Agara 9gtol18g
Water 1000 ml

a  Depending on the gel strength of the agar.

When dairy products are examined, add skimmed milk powder at 1,0 g/l of the culture medium. The
skimmed milk powder shall be free from inhibitory substances.

5.3.2 Preparation

Dissolve the components or the dehydrated complete medium in the water, by heating if necessary. Mix
thoroughly and leave to stand for several minutes.
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Adjust the pH (6.4), if necessary, so that after sterilization it is 7,0 + 0,2 at 25 °C.

Dispense the medium into tubes, flasks or bottles (6.8) of suitable capacity. Sterilize in an autoclave (6.1)
at 121 °C for 15 min.

If the medium is to be used immediately, cool it to 44 °C to 47 °C in a water bath (6.3) before use. If not,
store it in the dark at a temperature of (5 + 3) °C for no longer than 3 months, under conditions which do
not allow any change in its composition and properties.

Before beginning the microbiological examination, completely melt the medium, then cool it to 44 °C
to 47 °C in a water bath (6.3) before use. See [SO 11133.

Use the molten agar as soon as possible; it should not be retained for more than 4 h.
5.3.3 Performance testing of the culture medium

5.3.3.1 General

Plate count agar is a non-selective medium, used in this part of ISO 4833 as a pour plate. Productivity
shall be tested according to ISO 11133.

5.3.3.2 Productivity
Incubation (30x1)°Cfor(72+3)h

Control strains Escherichia coli WDCM 00013 or WDCM 000122 [World Data Centre for Micro-
organisms (WDCM)]

Bacillus subtilis subsp. spizizenii WDCM 000032
Staphylococcus aureus WDCM 00032 or WDCM 00034

Reference medium Tryptone soya agar
Control method Quantitative
Criterion Productivity ratio (PR) 20,7

a  The strainsto be used asa minimum by the userlaboratory. See Reference [7] for information on culture collection strain
numbers and contact details.

5.4 Overlay medium (if necessary; see 9.2.7)

5.4.1 Composition
Agara 12gto18g
Water 1000 ml

a2 Depending on the gel strength of the agar.

5.4.2 Preparation

Add the agar to the water and heat to boiling, stirring frequently until the agar is completely dissolved,
or steam for about 30 min.

Adjust the pH (6.4), if necessary, so that after sterilization itis 7,0 + 0,2 at 25 °C.
Dispense the medium into tubes, flasks or bottles (6.8) of appropriate capacity.

Sterilize in an autoclave at 121 °C for 15 min.
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If the medium is to be used immediately, cool it to 44 °C to 47 °C in a water bath (6.3) before use. If not,
store itin the dark ata temperature of (5 + 3) °C for no longer than 3 months, under conditions which do
notallow any change in its composition and properties.

Before beginning the microbiological examination, completely melt the medium then cool it to 44 °C
to 47 °C in a water bath (6.3) before use. See ISO 11133.

6 Apparatus

Disposable apparatus is an acceptable alternative to re-usable glassware and plastic if it has suitable
specifications.

Usual microbiological laboratory equipment (see ISO 7218) and in particular the following.

6.1 Oven for dry sterilization or autoclave for wet sterilization, used in accordance with 1SO 7218.
6.2 Incubator, capable of being maintained at (30 + 1) °C.

6.3 Water bath, capable of being maintained at 44 °C to 47 °C.

6.4 pH-meter, accurate to within £0,1 pH unit at 25 °C.

6.5 Petri dishes, made of glass or plastic, of diameter 90 mm to 100 mm.

6.6 Total delivery graduated pipettes, of nominal capacity 1 ml, graduated in 0,1 ml divisions,
IS0 83511 class A, or automatic pipettes, ISO 8655-2,[2] with use of sterile tips.

6.7 Colony-counting equipment (optional), consisting of an illuminated base and, optionally, a
mechanical or electronic digital counter.

6.8 Tubes, flasks or bottles, of appropriate capacity and not greater than 500 ml.

7 Sampling

Sampling is not part of the method specified in this part of ISO 4833. See the specific International
Standard dealing with the product concerned. If there is no specific International Standard, it is
recommended that the parties concerned come to an agreement on this subject.

It is important the laboratory receive a truly representative sample which has not been damaged or
changed during transport or storage.
8 Preparation of test sample
Prepare the test sample in accordance with the specific International Standard appropriate to the

product concerned.

9 Procedure

9.1 Test portion, initial suspension and dilutions

Follow the specifications of ISO 6887 or the specific International Standard appropriate to the
product concerned.

9.2 Inoculation and incubation

9.2.1 Take two sterile Petri dishes (6.5). Transfer to each dish, by means of a sterile pipette (6.6), 1 ml
of the test sample if liquid, or 1 ml of the initial suspension (10-1 dilution) in the case of other products.
If plates from more than one dilution are prepared, this may be reduced to one dish (ISO 7218).
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9.2.2 Take one other sterile Petri dish (6.5). Use another sterile pipette (6.6) to dispense 1 ml of
the 10-1 dilution (liquid product) or 1 ml of the 10-2 dilution (other products).

9.2.3 Ifnecessary, repeat the procedure with the further dilutions, using a new sterile pipette for each
decimal dilution.

9.2.4 If appropriate and possible, select only the critical dilutions steps (at least two consecutive
decimal dilutions) for the inoculation of the Petri dishes that will give colony counts of between 10 and
300 colonies per plate.

9.2.5 Pour about 12 ml to 15 ml of the plate count agar (5.3) at 44 °C to 47 °C into each Petri dish.
The time elapsed between the end of the preparation of the initial suspension (or of the 10-1 dilution
if the product is liquid) and the moment when the medium (5.3) is poured into the dishes shall not
exceed 45 min.

9.2.6 Carefully mix the inoculum with the medium by rotating the Petri dishes and allow the mixture
to solidify by leaving the Petri dishes standing on a cool horizontal surface.

9.2.7 After complete solidification, and only in the case where it is suspected that the product under
examination contains microorganisms whose colonies overgrow the surface of the medium, pour about
4 ml of the overlay medium (5.4) or plate count agar (5.3) at 44 °C to 47 °C on to the surface of the
inoculated medium. Allow to solidify as specified in 9.2.6.

9.2.8 Invert the prepared plates and place them in the incubator (6.2) at (30 + 1) °C, in accordance
with ISO 7218. Incubate for (72 + 3) h.

9.3 Counting of colonies

9.3.1 After the specified incubation period (9.2.8), retain the plates with, if possible, fewer than
300 colonies. Count the colonies on the plates, using the colony-counting equipment (6.7) if necessary.
Examine the dishes under subdued light. It is important that pinpoint colonies be included in the count;
however, it is essential that the operator avoid mistaking particles of undissolved or precipitated matter
in dishes for pinpoint colonies. Examine doubtful objects carefully, using higher magnification where
required, in order to distinguish colonies from foreign matter.

9.3.2 Spreading colonies shall be considered as single colonies. If less than one-quarter of the dish
is overgrown by spreading, count the colonies on the unaffected part of the dish and calculate the

corresponding number of the entire dish. If more than one-quarter is overgrown by spreading colonies,
discard the count.

10 Expression of results

10.1 Method of calculation

Follow the procedure specified in 1SO 7218.
10.2 Precision

10.2.1 General

Precision data have been evaluated for dishes containing more than 15 and fewer than 300 colonies. The
precision data depend on the flora association and the sample matrix. The data presented are derived
from collaborative studies (see References [4]-[6]) and are valid for raw and pasteurized milk. These
data may be used as estimates when colony counts in other products are determined.
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10.2.2 Repeatability

The absolute difference between two independent single test results, obtained using the same method
on identical test material in the same laboratory by the same operator using the same equipment within
ashortinterval of time, will not be greater than the repeatability limit, r = 0,25, in logjoN, where N is the
number of microorganisms per millilitre (corresponding to 1,8 on the normal scale in microorganisms
per millilitre).

NOTE This repeatability limit derives from collaborative studies of raw and pasteurized milk (see References
[4]-[&]) and can be used for such products.

10.2.3 Reproducibility

The absolute difference between two single test results, obtained using the same method on identical
test material in different laboratories with different operators using different equipment, will not be
greater than the reproducibility limit, R = 0,45, in logioN, where N is the number of microorganisms per
millilitre (corresponding to 2,8 on the normal scale in microorganisms per millilitre).

NOTE This reproducibility limit derives from collaborative studies of raw and pasteurized milk (see
References [4]-[6]) and can be used for such products.

10.3 Interpretation of test results

10.3.1 General

In the examples (10.3.2 and 10.3.3), the average precision data, a probability level of 95 % and the
analysis of one sample are considered. It should be noted that, under practical conditions, the average
of several samples is often used. The figures are expressed in numbers of microorganisms per millilitre.

10.3.2 Repeatability conditions

Firstresult: ~ 105=100000

The difference between the first and the second result should not be greater than 0,25log1oN.
Second result: Lower limit: 10475 = 56 000

Upper limit: 10525 = 178 000

The difference between the first and the second result is acceptable if the second result is not lower
than 56 000 or not higher than 178 000.

10.3.3 Reproducibility conditions
Results obtained in the first laboratory (average of duplicate determination): 105 = 100 000

The difference between the first and the second result obtained in the second laboratory should not be
greater than 0,45 logioN units:

Second results: Lower limit: 10455 =36 000
Upper limit: 10545 = 280 000

The difference between the results obtained by the first and the second laboratory is acceptable, if the
second laboratory obtains a result which is not lower than 36 000 and not higher that 280 000.

Annex A shows the calculation and use of the critical difference (CD) to interpret results.
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11 Test report

The test report shall contain at least the following information:

a) all information necessary for the complete identification of the sample;

b) the sampling method used, if known;

c) the test method used, with reference to this part of ISO 4833 (ISO 4833-1:2013);

d) all operating details not specified in this part of ISO 4833, or regarded as optional, together with
details of any incidents which may have influenced the test result(s);

e) the testresult(s) obtained;

f) Ifthe repeatability has been checked, the final quoted result obtained.
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Annex A
(informative)

Use of the critical difference for the interpretation of results

A.1 General

In the examples (A.2 and A.3), the average precision data, a probability level of 95 % and the analysis
of one sample are considered. It should be noted that, under practical conditions, the average of several
samples is often used. The figures are expressed in numbers of microorganisms per millilitre.

A.2 Reproducibility conditions

Results obtained in the first laboratory (average of duplicate determination): 105 = 100 000

The difference between this result and a result obtained by a second laboratory (average of n
determinations; n = 2 in this example) is acceptable if it does not exceed the critical difference dc, in

log1oN units:
2 2
dg= R?-r2[1-1 :\/RLL:\/UASLLZS =0,41
n 2 2
where

r  isthe repeatability limit;

R isthe reproducibility limit.
The difference between the results obtained by the firstand the second laboratoryisacceptable ifthe second
laboratory obtains a result which is not lower than 10459 = 39 000 or not higher than 10541 = 257 000.
A.3 Comparison with a limit (one-sided test)

Limit: 105 =100 000

It is necessary to compare the difference between the limit and the laboratory result (average of n
determinations; n = 2 in this example) with the CD limit, dcr:

2
doy =284 Rz _p2[1-1 )08, gz 7 _g o4
2 n J2 2

Test results up to 10524 = 174 000 do not indicate non-compliance with the limit.
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Anexo IX — Resultados das Analises Camas de Areia realizadas pelo LMV
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Jodo Maria Homem de Carvalho Vaillant - Avaliagao da possivel eficacia do desinfectante “Hypred
Force 7®” em diferentes tipos de cama de bovinos leiteiros

J LMV Relatorio de Ensaios

Enfrada M.*: 1635643 Tipo ds Anallss: Controio Ambiental
Data de Entrada:  2018-12-05 14330003 [ata da Ciolhalta: 201512-05 1Z50:00
Dats de Emissdo:  2015-12-11 12:06:03 Resp. pela Colhalia:  Jodo vallant (Clleme)
M. de Armoatragem: M. dia Amostraa: 1

Redquisttants: Jodo Marla Homem Valllant

HoraFaraaiatidgr oo Mala Somen Vallanl [ T [if TRUTETETY
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Home:  Jodo Mara Homem Valllant N.* Comtribulnie: 237200435
Morada: Campo Pequeno i1 RCDE Cod. Postal: 1000-07E Lisboa
Teilf.: Tedm: 513725218 Fam.: e-Mall:joao_valllant &5 hotmall.com
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Jodo Maria Homem de Carvalho Vaillant - Avaliagao da possivel eficacia do desinfectante “Hypred
Force 7®” em diferentes tipos de cama de bovinos leiteiros

JLMV Relatorio de Ensaios

=TT
Enfrada M5 1635106 Tipex e Analias: Contmio Ambiental
Data de Entrada:  2015-12-07 13:04:16 [ata da Colhelta: 20151207 1Z200:00
Data de Emizsfo:  2013-12-11 121021 Rasp. pela Colhslta:  Jodo Wallant (Cllente)
M. de Arnoairagem: M. g8 Amostras: 1

Requisttants: Jodo Marla Homem Valllant
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Cliants 3 Fachurar:
Moma:  Jodo Marla Homem Vallant H* Comtribubnis: 257200435
Morada: Campo Pequeno i1 RCTrE Cod. Postal: 1000078 Lisboa
Taif: Telmi: 513795213 Fam.: a-Mall;joao valllar 56§ hotmail. com
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Jodo Maria Homem de Carvalho Vaillant - Avaliagao da possivel eficacia do desinfectante “Hypred
Force 7®” em diferentes tipos de cama de bovinos leiteiros

Anexo X — Resultados das Analises Camas Organicas realizadas pelo LMV

Relatério de Ensaios

AR T SLHETE - )

Entrada M. 1634745 Tipo da Anallas: Commio Amblental

Data de Entrada:  2013-11-26 17:5%15 [:ata da Colhalita 2015-11-26 10:30:00

Data de Emi==30:  2013-12-03 12:44:55 Resp. pela Colheltac  Chente [Clisnba)

M. de Am:mtm;am: H.® da Ampstras: 1

Redquisitants: Jodo Marla Homem Valllant
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Jodo Maria Homem de Carvalho Vaillant - Avaliagao da possivel eficacia do desinfectante “Hypred
Force 7®” em diferentes tipos de cama de bovinos leiteiros

-J LMV Relatorio de Ensaios

e
Entrada M= 1E34T45 Tipo de Anallas: Contmio Ambiental
Data oe Entrada:  2013-11-26 1755015 Data da Colhalta: 2018-11-26 1003000
Data de Emizsdo:  2018-12-05 12:44:55 Reap. pela Colhalfa:  Clente [Clisnte)

M. ds Amosiragem: M.* da Amostras: 1

Requisttants: Jodo Maria Homam Valllant

oo Ve e ko g Comtacte: Dt Vst
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Clisnts a Facturar:
Mome: Jodo Mana Homem Vallant M.® Contribubnis: 257200435
Morada: Campo Pequeno i1 RCTee Cod. Postal: 1000-076 Lisboa
Talt: Telm: 513795213 Fani.- a-Mallzjoaa vallant_65ihhotmaillcom

Mioroblolcgla Clinksa & Ambdemial
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Jodo Maria Homem de Carvalho Vaillant - Avaliagao da possivel eficacia do desinfectante “Hypred
Force 7®” em diferentes tipos de cama de bovinos leiteiros

JLMV Relatorio de Ensaios

e
Enfrada N.™: 1635073 Tipx e Anallas: Contmio Ambiental
Data de Emtrada:  2013-11-29 1420612 [ata da Colheita: 2015-11-25 103000
Diata s Emissdo:  2018-12-04 10:16:00 Raap. pela Colhalta:  Jodo Vallant (Cllente)
M. de Amoatragem: HL* da Ampetras: 1

Requisitants: Jodo Marla Homem Valllant
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Clients a Fachurar:
Moma:  Jodo Mara Homem Vallant N.* Contribubnie: 257200435
Morada:  Campo Pequeno n*l{ RCDe Cod. Postal: 1000-07E Lisboa
Telf.: Telm.: 513725213 Fa.- a-Malljoan_vallant_S5ghomallcom
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Jodo Maria Homem de Carvalho Vaillant - Avaliagao da possivel eficacia do desinfectante “Hypred
Force 7®” em diferentes tipos de cama de bovinos leiteiros

JLMV Relatorio de Ensaios

CEmarman S
Entrada M. 1635185 Tipo e Anallas: Contoio Ambiental
Data de Entrada:  2013-12-03 1230028 [ata da Colhaltac 201811402 15:40:00
Diata de Emisedo;  2045-12-07 09056:11 Rasp. pela Colhalta:  Jodo Vallant (Cllente)
M. de Armoatragem: H.* dia Amiostras: 1

Requisttants; Jodo Marla Homem Valllant
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D e b o il 2001 B 12405 15 00000 D e soombomc e e 001 B- 12080
Cliants a Fachurar:
Homa. Jodo Mana Homem Vallant N.° Comribubnie: 257200435
Morada: Campo Pequeno m™l1 RCDrE Cod. Postal: 1000-078 Lisboa
Tedr.: Telm: 513795218 Fa.: a-Mall:joa0 valllam_G5Ehotmal com

Miorobicicgla Clinkoa & Ambdenial
AMO3TRA: Cama Crgdnica CO3 - 18200 (15348264)
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Jodo Maria Homem de Carvalho Vaillant - Avaliagao da possivel eficacia do desinfectante “Hypred
Force 7®” em diferentes tipos de cama de bovinos leiteiros

J LMV Relatério de Ensaios

LABCRANSHIDS <LHEHTE - A

Entrata M. 1635643 T G Analias: Contmids Ambiental
Dats de Entrada:  2015-12-05 14:30:03 [ata da Colhelta: 201512405 1250100
Data de Emi=ado;  2013-12-11 120603 Rasp. pela Colhelta:  Jodo Wallant (Clente)
M. de Amosiragem: ML 8 Amoetras: 1

Raquisitants: Jodo Marla Homem Valllant
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Home: Jodo Mana Homem Valllant N.* Comtribubngs: 257200435
Morada: Campo Pequeno i1 ARG Cod. Postal: 1000-07E Lisboa
Telf. Tedm.: 513725213 Fan.: e-Mall:joac_valllant 658 hotmall. com
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Jodo Maria Homem de Carvalho Vaillant - Avaliagao da possivel eficacia do desinfectante “Hypred
Force 7®” em diferentes tipos de cama de bovinos leiteiros

Anexo Xl — Resultados das Analises Camas de Borracha realizadas pelo LMV

JLMV Relatorio de Ensaios

Enfrads M. 1634745 Tipo ge Anallss: Controia Amiblental
Data e Entrada: 20131126 1755015 [ata da Colhalta 2018-11-26 10:30:00
Data de Emissdo: 2013-12-03 12:44:55 Roep. pela Colhelia:  Chente (Cliznt2)

M. de Amoatragem: M. s Amostras: 1

Requisttants: Jodo Marla Homem Valllant
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Mome:  Jodo Marla Homem Vaillant M.° Contribubnis: 257200435
Morada: Campo Pequeno 1§ RCDE Cod. Postal: 1000-07E Lisboa
Tell.: Telm.: 513725218 Fam.: e-Mall:joao_valllani G558 hotmallcom
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Jodo Maria Homem de Carvalho Vaillant - Avaliagao da possivel eficacia do desinfectante “Hypred
Force 7®” em diferentes tipos de cama de bovinos leiteiros

JLM Relatorio de Ensaios

LABCRAI TR ~LHE-TE + AHICH . - (T TR

Entrada M2 1634745 Tipe de Analise: Controio Ambiental
Data de Entrada:  2018-11-26 17:55015 [:ata da Colhalta: 2015-11-26 1003000
Diata de Emi=sdo:  2013-12-03 12:44:55 Rasp. pela Colhelfia-  Clente (Client2)

M. de Amuu!ragm: H.® dha Amoatras: 1

Requisttants: Jodo Mara Homem Valllant
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Mome:  Jodo Marla Homem Valllant N.® Comtribuints: 257200435
Morada: Campo Pequeno n*11 RCDE Cod. Postal: 1000-07E Lisboa
Talf.. Tedm: 5135213 Fax.: e-Mall-joan vallant esghotmalcom
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AMOETRA: Cams d» bomasha 1 [(18241724)
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Jodo Maria Homem de Carvalho Vaillant - Avaliagao da possivel eficacia do desinfectante “Hypred
Force 7®” em diferentes tipos de cama de bovinos leiteiros

J LMV Relatorio de Ensaios

Entrads M. 1633079 Tipo g Anallas: Controiio Amblental
Data de Entrada:  2013-11-29 140612 [ata da Colhalta: 201511-29 10c30:00
Data de Emisalo:  20153-12-04 1001600 Rasp. pela Colhelta:  Jodo Vallant (Cllems)
M. de Amoatragem: N dia Amiostras: 1

Requisitants: Jodo Marla Homem Valllant
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Lot Origan o de hvaarne D’ Bobes Foma de Dodreizi

Temp. 38 olbsis Enpedcis Animaic  Birdfas ik
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s P e * I SimiaTl Tenmaports LAY Sim
Domb dn wrcintee Lab. Subacrmiratee:
Do e b o oallboen: 200167112800 15 30000 Do e oo o niboer: 2071 B 1255
Clients a Fachurar:
Noma: Jodo Maria Homem Vallan N® Conlribulnis: 257200435
Morada: Campo Pequeno 1 RCTDE Cod. Postal: 1000-07E Lisboa
Telfl.: Tedm: 513725213 Fam.: e-Malll:joao_valllani 658 hotmallcom

Miorobiclcgla Clinka & Ambiental
AMCETRA: Camade Bomsohs - CEZ (15248773)
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Jodo Maria Homem de Carvalho Vaillant - Avaliagao da possivel eficacia do desinfectante “Hypred
Force 7®” em diferentes tipos de cama de bovinos leiteiros

J LMV Relatorio de Ensaios

LANCEANTARE: SUHEHTHR - A3

Enfrada N.*: 1635185 Tipx e Anallas: Controio Ambiental
Data de Enfrada:  2013-12-03 1230028 Data da Colhalita A018-11-02 15:40:00
Data de Emizedo:  2015-12-07 09C3811 Resp. pela Colhelia:  JodoVallant (Cllerte)
M. de Amoatragem: M.* o Amatras: 1

Requisttants: Jodo Mara Homem Valllant
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Ot da smowinc G Lab. S ubconinatmi:
Do s b oo il 01 B- 205 1500000 e - - o P
Cllants a Facturar:
Noma:  Jodo Mana Homem Valllant N® Contribuinis. 257200435
Morada:  Campo Pequeno nel1 RGDE Cod. Postal: 1000-07E Lisboa
Tedf. Tedm.: 513725213 Fam.: a-Malll:joan vallamt eSghhotnal.com

Mioroblciogla Clinkea & Ambdantsl
AMOITRA: Cama de Bormreoha GBI - 1816 (15346268
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Jodo Maria Homem de Carvalho Vaillant - Avaliagao da possivel eficacia do desinfectante “Hypred
Force 7®” em diferentes tipos de cama de bovinos leiteiros

J LMV Relatorio de Ensaios

LARCRAITD SLHEHTE + A

Entrada M.°: 1635643 Tipe de Anallas: Contmoio Amblental
Data de Entrada:  2015-12-05 14:30003 Dwata da Colhalta: 20151205 1250:00
Data ¢e Emissdo:  2015-12-11 12:06:02 Raap. pela Colhelta:  Jodo Valant (Clenie)
M. de Armoatragem: M. dha Amoatras: 1

Requisitants: Jodo Marla Homem Valllant
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Cliants a Fachurar:
Home:  Jodo Marla Homem Vallant N* Comtribubnies: 257200495
Morada: Campo Pequeno i1 RICTeE Cod. Postal: 1000078 Lisboa
Talf.: Telm: 513795213 Fan.- e-Mall:joao_valllant 654 hotmall.com

Mioroblclcgla Clinke & Ambderial
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Valor Farametrioo *
Determinagda Midodo Unidades. == Assuitado
ContagsT de
bactérias coffarmes Nofs v e el
ContagesT de
o T — Wdnsas Imara UFCiragase - 5 410"
Contagem de
microrganismes @ 30 20 [T LR, 0 LPCirarsgara 3ix10*
Aprsolagdo: —
Walkdata peor:
Lagmesda
il - il spdcdes’ LEC - Dvpdeca Sormaedonall o CoEVREL 1T 000 sndic ThbEsds DT 30 Lsbammtlat A cofade g8 sowars 4 o8 . anla"!:IH
resporEabiciics oo cise  Awetdne oF DEaol sseds f8 Eemue S’ por T Sk 4 g oauplc SR SooutwEE & P Responsied Técnica de
pebrmifich Rpanes bah 5 Aome 8 L cdm niegre) 0@ RaE on P £ 5\ e KMicrobiiagia Clinlca & Amblental
LTy T I ?n{am |
i 8
LN - Laborabino de Medicra Veternans - Lugsr ds Somabeirg - Alaiaks - 2005-110 Amoster TR
Tk 2438591737 - Faor 2434540277 - e-bal: peraliinm ot - o imv_pt - MIPG: S02648551
LMNZS2 0T Emmiido por &0 &m 30-12-20ME Fagina 11 ID Ent 1835545 2

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias - Faculdade de Medicina Veterinaria Ll



