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« The efficient production of wholesome milk is
the primary mission of a dairy farm. Mammary
gland health is essential for maximizing milk

production and farm profitability. »

Bradford P. Smith



Ao avb Zeca, que Deus o tenha.
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RESUMO

Quando um microrganismo patogénico invade a glandula maméria, através do canal
do teto, pode ocorrer infeccdo intramamaria, desencadeando uma resposta inflamatéria — a
mastite. Esta possui diversas etiologias, sendo normalmente de origem bacteriana. Na resposta
inflamatdria, actuam as células somaticas presentes no leite.

O presente estudo teve como principal objectivo avaliar a relagéo entre as contagens
de células somaticas e 0s agentes causadores de mastite em amostras de leite.

Foram utilizados dados referentes aos resultados de analises de leite para diagnostico
de mastite realizadas em amostras de exploracdes de Entre Douro e Vouga. Os resultados
consistem em identificacdo dos agentes e respectivo antibiograma, CCS, sendo ainda
registado o objectivo da analise (Secagem ou Tratamento).

Determinaram-se as prevaléncias dos agentes, avaliando de seguida a relacdo entre as
seguintes variaveis: agentes e CCS; CCS e objectivo da analise; e entre agentes e objectivo da
andlise.

Concluiu-se que os Staphylococcus coagulase-negativa sdo os mais prevalentes,
14,5%, seguindo, Streptococcus uberis, 7,6%; Escherichia coli, 6,3%; Lactococcus garviae,
5,8% e Staphylococcus aureus, 4,1%. Concluiu-se ainda, a existéncia de diferencas
estatisticamente significativas nas andlises realizadas, confirmando a relacdo entre as demais

variaveis.

Palavras-chave: Mastites, CCS, Entre Douro e Vouga



ABSTRACT

When a pathogen invades the mammary gland trough the teat canal, intramammary
infection may occur, triggering an inflammatory reaction — the mastitis. It may have several
etiologies, but the bacterial origin is usually the most common. In the inflammatory response,
the somatic cells present in milk take action, trying to protect the mammary gland.

The aim of this study was to evaluate the relation between somatic cell counts and the
causative agents of mastitis in milk samples.

There was used data referring to the results of milk analysis to diagnose mastitis
performed on samples from farms of the Entre Douro e Vouga region. The results consist in
identifying agents and their antibiotic sensitivity, CCS, yet being registered the purpose of the
analysis (Drying therapy or Treatment).

The prevalence of the agents was first determined, and after, assessed the relation
among agents and CCS; CCS and analysis’s objective; and between agents and analysis’s
objective.

It was concluded that the coagulase-negative Staphylococci are the most prevalent
bacteria, 14.5%, followed by, Streptococcus uberis, 7.6%, Escherichia coli, 6.3%;
Lactococcus garviae, 5,8% and Staphylococcus aureus 4 1%. In addition, it was, also,
concluded, the existence of statistically significant differences, confirming the relationship

between the variables.

Key-words: Mastitis, SCC, Entre Douro e Vouga
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1. INTRODUCAO

A industria leiteira caracteriza-se por elevadas producfes que, consequentemente,
levam a uma exploragdo exaustiva dos animais e a diversas patologias resultantes dessa
mesma exploracao.

Uma das patologias de maior importancia nas exploracfes leiteiras € a mastite e,
como tal, é importante conhecé-la e estuda-la nas suas diferentes vertentes e em todos os
factores intervenientes.

Quando um agente patogénico entra no canal mamario e se multiplica no leite, é
iniciada uma resposta inflamatoria da qual resulta a mastite (Smith, 2009).

Desde ha muitos anos existe a preocupacdo com esta enfermidade. Em Vieira de Sa
& Vieira de Sa (1946) podem encontrar-se as seguintes definigdes:

“Mamite (inflamagdo do ubere) — é caracterizada pela vermelhiddo, calor e aumento
de volume do tubere (...) sobrevindo também, por vezes, a febre (...) Em casos mais
complicados, com tumores cheios de pus, o melhor é chamar o veterinario.”

“Mamite estreptococica — muito espalhada nas racas leiteiras, atinge uma
percentagem elevada, ndo determinada concretamente em Portugal. E uma mamite motivada
por um agente especifico o «Estreptococcus mastiditis». A sua gravidade é devida a
diminui¢do da producido de leite a que dé origem (...) aliado a uma alta contagiosidade.”

Na presente dissertacdo, ira avaliar-se a relagdo entre as contagens de células
somaticas e os agentes causadores de mastite, informagdo que pode ser relevante para o

maneio desta tdo importante enfermidade deste sector.

1.1. ANATOMIA E FISIOLOGIA DA GLANDULA MAMARIA

O conhecimento da anatomia e fisiologia € importante, para a total compreensdo da
patofisiologia das doencas que podem afectar a glandula mamaria (Smith, 2009). Além disso,
as caracteristicas funcionais e anatomicas dos tetos podem ter uma influéncia consideravel na
secrecdo de leite (Weiss et al., 2004).

A glandula mamaria de uma vaca adulta é constituida por quatro quartos, cada um
contendo um teto, sendo a estrutura resultante denominada Ubere. Cada teto faz a drenagem
do quarto correspondente (Cunnningham, 2004; Andrews et al., 2008; Smith, 2009).

Histologicamente, a glandula maméria é uma glandula exdcrina, destinada a secrecéo
de leite. E constituida por células epiteliais que se organizam em estruturas circulares e

saculares, os alvéolos, a unidade funcional (Cunningham, 2004; Andrews et al., 2008). Cada
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alvéolo possui um lumen central (Smith, 2009). Os alvéolos adjacentes formam grupos, 0s
I6bulos, que por sua vez sdo associados em estruturas maiores, 0s lobos. Os lobulos e os lobos
estédo envoltos e ligados por bandas de tecido conjuntivo (Cunningham, 2004). Uma fracgdo
do leite sintetizado é drenada dos alvéolos, através de ductos, para ser armazenada nas
cisternas do Ubere. Outra fraccdo fica armazenada nos alvéolos até a sua ejeccdo (Smith,
2009) representando esta, a maior parte do leite excretado no periodo da ordenha
(Cunningham, 2004).

Devido a grande quantidade de leite armazenado, o Ubere pode atingir pesos de 25
quilogramas (Cunningham, 2004), ou até mesmo de 50 a 60 quilogramas (Andrews et al.,
2008). Para suportar estes elevados pesos, possui 0 sistema suspensor, constituido pelos
ligamentos suspensores, de tecido fibroso, e pelos tenddes da parede abdominal
(Cunningham, 2004; Andrews et al., 2008). Este sistema é de extrema importancia, uma vez
que sem a sua existéncia, o sistema da glandula mamaria entraria rapidamente em faléncia
devido ao elevado peso (Cunningham, 2004).

O teto é uma das estruturas fundamentais da glandula mamaria, tendo um papel
fundamental na sua proteccdo. Possui um esfincter de tecido musculoesquelético, a Roseta de
Furstenberg, e um epitélio estratificado escamoso com producédo de queratina (Andrews et al.,
2008; Smith, 2009).

Na Figura 1, pode ver-se a organizacdo estrutural e histolégica da glandula mamaria

bovina.

Vaso
sanguineo

Célula
muscular

Cisterna glandular

Cisterna .
do teto Alvéolo

2/ 'Canal do teto

R
Figura 1 - Organizacéo estrutural e histolégica da glandula mamaria bovina *

! Adaptado de: http://www.prenareurogenetica.com/importancia-del-secado-en-las-vacas/
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1.1.1. Mecanismos de defesa da glandula mamaria

Diversos tipos de mecanismos compdem a defesa da glandula maméria em resposta a
uma infeccéo, para que o animal possa retornar a sua normal produgdo (Kehrli Jr. et al., 1994;
Smith, 2009).

O canal e pele dos tetos constituem uma primeira linha de defesa, como uma barreira
fisica e mecanica. O esfincter de tecido musculoesquelético impede a entrada de
microrganismos patogénicos e as perdas de leite. O epitélio estratificado escamoso, a forma
tortuosa e a queratina, concedem-lhe, ainda, mais proteccdo fisica contra potenciais infecgdes
(Andrews et al., 2008; Teixeira et al., 2008; Smith, 2009).

O canal do teto possui, ainda, outras propriedades antimicrobianas devido a algumas
substancias que em si sdo produzidas e/ou estdo presentes. A queratina produzida pelo epitélio
contém &cidos gordos e proteinas que podem contribuir para a defesa da glandula, embora
ainda ndo esteja totalmente provado a nivel cientifico (Andrews et al., 2008; Smith, 2009).

Caso a primeira linha de defesa ndo seja efectiva, actua a segunda linha de defesa,
constituida por diferentes tipos de leucdcitos e células epiteliais da glandula maméria: as
celulas sométicas (Andrews et al., 2008; Teixeira et al., 2008; Smith, 2009).

1.2. MASTITE - Definicao

Quando um microrganismo patogénico invade a glandula maméria, através do canal
do teto, pode ocorrer infeccdo intramamaria (IIM), o que desencadeia uma resposta
inflamatdria: a mastite (Smith, 2009; De Vliegher et al., 2012). A mastite consiste, entdo, na
inflamacdo do parénquima da glandula mamaria, podendo ter diversas etiologias (Radostits et
al., 2002).

A mastite pode apresentar-se como subclinica, caso o animal afectado ndo apresente
sinais visiveis (Djabri et al., 2002; Windig et al., 2010; De Vliegher et al., 2012), sendo
detectada apenas com o uso de testes de diagndstico (Djabri et al., 2002; Andrews et al.,
2008; Windig et al., 2010). No entanto, verifica-se uma diminuicdo da producéo e alteracao
na composicdo do leite (Smith, 2009). Esta forma subclinica, pode manter-se ou evoluir para a
forma clinica, em que sdo visiveis sinais locais e/ou sistémicos (Djabri et al., 2002; Andrews
et al., 2008; De Vliegher et al., 2012). Os sinais clinicos podem consistir em edema e
endurecimento de glandula mamaria, dor local e elevacdo da temperatura, presenca de
coagulos no leite, alteracdo da secrecdo dos tetos afectados e sinais sistémicos. (Radostits et
al., 2002; Andrews et al., 2008; Smith, 2009).

14



1.2.1. Patogenese e fisiopatologia

A mastite pode ser definida apenas como uma inflamacdo da glandula maméria
(Kehrli Jr. et al., 1994). No entanto, a sua fisiopatologia é algo mais, sendo constituida por
trés fases: invasdo, infeccdo e inflamacéo (Radostits et al., 2002).

A invasdo compreende a entrada de microrganismos patogenicos para o interior da
glandula maméria, pelo canal do teto (Radostits et al., 2002).

A infeccdo consiste na multiplicacdo dos microrganismos seguida da invasédo do
tecido mamario provocando assim uma reaccao inflamatoria (Radostits et al., 2002).

Na inflamacdo actuam os mecanismos de defesa da glandula mamaria, de forma a
eliminar os microrganismos patogénicos invasores (Radostits et al., 2002). De seguida sdo
descritos os intervenientes da defesa da glandula maméria e 0 modo de actuagdo na mastite.

Os neutrdfilos séo o tipo de células em maior nimero no leite de glandulas mamaérias
com mastite. A fagocitose efectuada por estas células € de extrema importancia no combate
aos microrganismos invasores. Ha, entdo, a chamada dos neutréfilos através de mediadores
inflamatorios. Inicialmente, factores quimiotécticos e citoquinas libertados por macrofagos e
pelas células epiteliais, IL-8, C5a, TNF-o, IL-1p e GM-CSF, recrutam neutrofilos da
circulacdo para o leite. Posteriormente, os proprios neutréfilos libertam mediadores que
atraem mais neutréfilos ao local da inflamacdo (Harmon, 1994; Arosa et al., 2007; Andrews
et al., 2008; Smith, 2009).

Uma vez no local, os neutrofilos iniciam a sua actividade. A fagocitose pode ocorrer
por opsonizacdo ou ndo. Quando ocorre por opsonizacdo, 0 receptor Fc, presente nos
neutrofilos, liga-se a mesma regido das imunoglobulinas (IgG, e IgM) associadas aos
microrganismos patogenicos, facilitando assim a fagocitose. Os componentes do
complemento, C3 e C3b, sdo também opsoninas que facilitam a fagocitose pelos neutréfilos,
sendo que a sua accdo é mais eficiente nas bactérias Gram-negativas do que nas Gram-
positivas, que sdo mais resistentes. Quando ndo ocorre por opsonizacgdo, a expressdo do gene
CD14 faz a ligacdo dos neutrofilos a camada de lipopolissacarideos da parede das bactérias,
facilitando também, assim a fagocitose. Finalmente, os neutréfilos sofrem apoptose para
eliminacdo total dos microrganismos (Harmon, 1994; Arosa et al., 2007; Andrews et al.,
2008; Carneiro et al., 2009; Smith, 2009).

No leite, estdo também presentes linfécitos T e linfocitos B, variando a sua

concentracdo conforme o periodo de lactagcdo. Alguns autores referem, ainda, a existéncia de
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células NK na glandula mamaria (Harmon, 1994; Arosa et al., 2007; Andrews et al., 2008;
Carneiro et al., 2009; Smith, 2009).

Os macrofagos tém um papel semelhante ao dos neutrofilos, realizando também a
fagocitose. No entanto, durante a mastite, apresentam-se em menor nimero, do que 0s outros.
Sdo ainda células apresentadoras de antigénio aos linfocitos T (Harmon, 1994; Arosa et al.,
2007; Andrews et al., 2008; Smith, 2009).

As células epiteliais, apesar de ndo terem o mais importante papel na defesa celular
da glandula mamaria, contém uma série de propriedades que contribuem para a mesma.
Possuem receptores Toll-like que reconhecem bactérias Gram-negativas, através da camada
de LPS e bactérias Gram-positivas pela presenca de acido lipoteicoico. Levam assim a
libertagdo de citoquinas e quimoquinas, dando inicio a inflamacdo (Harmon, 1994; Arosa et
al., 2007; Andrews et al., 2008; Smith, 2009).

Inimeras substancias com actividade antimicrobiana estdo presentes no leite e
granulos dos neutrofilos:

= Lactoferrina: tem actividade bactericida, sendo quelante do ferro, deixando-o
indisponivel para os microrganismos invasores, sendo maior a sua concentragcdo durante o
periodo seco (Andrews et al., 2008; Carneiro, et al., 2009; Smith, 2009).

= Lactoperoxidade: esta substancia tem propriedades bacteriostaticas e

bactericidas contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, respectivamente, estando
estas dependentes da presenca de tiocianato e perdxido de hidrogénio (Andrews et al., 2008;
Carneiro, et al., 2009; Smith, 2009).

= Lisozima: é produzida pelas células epiteliais e pelos leucécitos e tem
propriedades bactericidas contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Actua por
hidrdlise dos peptideoglicanos, sendo, por isso, mais eficaz no combate as bactérias Gram-
positivas, que contém maior percentagem destes (Andrews et al., 2008; Carneiro, et al., 2009;
Smith, 2009).

= N-acetil-B-D-glucosaminidase: a sua origem € ainda objecto de discussdo, mas

a sua concentracao é elevada aquando da inflamagé@o. No entanto, pode ser detectada também
em Uberes saudaveis, sendo a sua concentragdo maior no inicio e final da lactagcdo, bem como
no periodo seco. E referido que, quartos que apresentam elevadas concentracdes de NAGase e
lisozima, ndo desenvolvem mastite subclinica (Andrews et al., 2008; Carneiro, et al., 2009;
Smith, 2009).
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1.3. ETIOLOGIA

A mastite bovina é uma doenca de grande importancia, sendo normalmente causada
por uma infeccdo bacteriana (Kubota et al., 2007).

Existem agentes de maior e de menor importancia pelo “tamanho” do seu impacto no
hospedeiro. Assim, agentes de maior importancia causam um maior impacto, como uma
reaccao inflamatoria mais acentuada e uma maior elevagdo das CCS em relacdo aos de menor
importancia (Harmon, 1994; Radostits et al., 2002). Segundo Harmon (1994) e Djabri et al.
(2002), os agentes de maior importancia sdo responsaveis, a maioria das vezes por mastites
clinicas, enquanto, os de menor importancia, raramente estdo associados a sinais clinicos.

Os agentes bacterianos podem ainda ser classificados em dois grupos, contagiosos e
ambientais, consoante o seu modo de transmisséo e fonte de infec¢do (Radostits et al., 2002;
Smith, 2009).

Os agentes ambientais, como o proprio nome indica, estdo presentes no meio
ambiente, podendo ser isolados de fezes, camas, solo, dgua contaminada, entre outros.
Aproximadamente 50% das mastites provocadas por estes agentes ocorrem durante o periodo
seco. Os agentes contagiosos sao, geralmente, transmitidos de animal a animal, ou mesmo de
um quarto para outro, no mesmo animal. Isto acontece principalmente durante a ordenha, por
ma higiene dos ordenhadores e sala de ordenha, reutilizacdo de toalhas de limpeza dos tetos e
ordenha de vacas afectadas antes da ordenha das vacas saudaveis. Na Tabela 1, estd
representada a classificacdo de alguns agentes em contagiosos ou ambientais e de maior ou
menor importancia (Bexiga, s.d.; Harmon, 1994; Radostits et al., 2002; Andrews et al., 2008;
Smith, 2009; Quinn et al., 2011;).

Estdo descritos ainda alguns agentes menos comuns. Segundo Radostits et al. (2002),
estes agentes esporadicos podem causar mastites graves. Alguns destes agentes sao:
Arcanobacterum pyogenes, Nocardia spp. Haemophilus somnus, Pasteurella multocida,
Pasteurella haemolytica, Campylobacter jejuni, Mycobacterium bovis e Bacillus sereus.
InfeccOes por bactérias anaerébias como Clostridium sporogenes e Fusobacterium
necrophorum, infeccdes fangicas por Aspergillus fumigatus, Trichosporon spp., infeccdes por
algas Prototheca spp. e ainda infec¢es viricas, sdo outro exemplos de agentes menos comuns
(Harmon, 1994; Radostits et al., 2002).
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AGENTES Contagiosos Ambientais

Streptococcus uberis
Streptococcus dysgalactiae
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium

Staphylococcus aureus L .
Escherichia coli

o . Streptococcus agalactiae .

Maior importancia . Klebiella spp.

Mycoplasma bovis .

Citrobacter spp.

Enterobacter spp.
Serratia spp
Proteus spp.

Pseudomonas spp

. L. Corynebacterium bovis
Menor importéancia .
Staphylococcus coagulase-negativa

Tabela 1 - Classificacdo dos agentes bacterianos (Harmon, 1994; Djabri et al., 2002; Radostits et al., 2002;
Andrews et al., 2008; Smith, 2009; Malek dos Reis et al., 2011).

1.3.1. Agentes contagiosos

1.3.1.1. Staphylococcus aureus

E uma bactéria Gram-positiva, sendo a maioria das suas estirpes coagulase-positiva.
E encontrada na pele do Gbere, nas amigdalas, no tracto urogenital baixo (vagina) e no tracto
respiratorio superior (narinas), dos animais e nas méos do ordenhador. E estavel no meio
ambiente, podendo ser encontrada nas camas e reservatorios de dgua. Contudo, a sua maior
fonte de infeccdo sdo os Uberes de vacas infectadas. A sua transmissao ocorre, principalmente,
durante a ordenha, pelas maos dos ordenhadores e por tetinas contaminadas (Radostits et al.,
2002; Andrews et al., 2008; Quinn et al., 2011).

A maioria das infeccBes por S. aureus € cronica, subclinica e com elevadas CCS,
tendo por vezes periodos de infeccdo clinica que pode ser suave ou até mesmo gangrenosa
(Smith, 2009).

O S. aureus adere as células epiteliais da glandula mamaria, invadindo-as e passando
assim para o tecido intersticial. Resistem a fagocitose pelos neutrofilos e danificam as células

mamarias, podendo levar a fibrose e formacdo de abcessos (Smith, 2009).
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O tratamento por antibioterapia é dificil, uma vez que desenvolvem mecanismos de
resisténcia e pode mesmo ser irrelevante, dado que durante a inflamacdo o antibidtico ndo

alcanca o S. aureus intracelular, nem tdo pouco penetra abcessos (Smith, 2009).

1.3.1.2. Streptococcus agalactiae

E uma bactéria gram-positiva que pode ser encontrada na pele da vaca, nas mios do
ordenhador e no ambiente, onde pode sobreviver até trés semanas. A sua principal fonte de
infecgdo é o Ubere de vacas infectadas, sendo que a sua transmissdo ocorre maioritariamente
durante a ordenha pelas méos do ordenhador, toalhas e tetinas contaminadas (Radostits et al.,
2002; Andrews et al., 2008; Smith, 2009; Quinn et al., 2011).

A mastite por S. agalactiae é caracterizada por elevadas CCS. A maioria das
infeccbes € subclinica, e se ndo for tratada, pode mesmo ser crénica. As infeccbes cronicas
podem ter periodos de mastite clinica, mas sem sinais sistémicos (Smith, 2009).

A bactéria adere as celulas epiteliais e fixa-se nos ductos, levando a sua obstrucéo e
por isso, a uma diminui¢do da producdo de leite. Se o animal ndo for tratado rapidamente,
podem ocorrer danos permanentes e producéo de fibrose (Smith, 2009).

1.3.1.3. Mycoplasma spp.

Varias espécies de Mycoplasma podem estar envolvidas no desenvolvimento da
mastite, mas o Mycoplasma bovis é a espécie mais comummente isolada (Andrews et al.,
2008; Quinn et al., 2011).

O Mycoplasma spp., pode ser encontrado em varios locais que ndo a glandula
mamaria, como 0s tractos respiratorio e urogenital. Quando presente num rebanho, os animas
podem desenvolver poliartrite, broncopneumonia, otite e mastite (Smith, 2009; Quinn et al.,
2011).

A transmissdo ocorre durante a ordenha pelas méos do ordenhador, pelas roupas e
pela maquina de ordenha contaminados. A transmissdo no Mycoplasma spp. de outras partes
do corpo e entre quartos mamarios, parece também acontecer por via hematdgena e linfatica
(Smith, 2009; Quinn et al., 2011).

A sua patogenia ainda ndo estd totalmente esclarecida. A maioria das infeccdes é
subclinica e cronica. No entanto, quando clinicas, a resposta ao tratamento é variavel e
normalmente falha com tratamentos convencionais, podendo mesmo levar a agalactia (Smith,
2009; Quinn et al., 2011).
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1.3.1.4. Staphylococcus coagulase-negativa

Apesar de serem agentes de menor importancia, este grupo é considerado a maior
causa de mastite bovina, sendo na sua maioria subclinica ou clinica moderada. A elevacao das
CCS é, normalmente, a Unica manifestacdo, embora ndo seja tdo acentuada em comparacao a
casos de mastite por agentes de maior importancia. Contudo, as infec¢des causadas por este
grupo tendem a ser persistentes (Smith, 2009; Quinn et al., 2011).

Algumas das espécies mais comummente isoladas sdo Staphylococcus hycus, S.
chromogenes, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. simulans e S. sciuri. Na verdade, algumas
estirpes de S. hycus sdo coagulase-positiva, mas, sdo geralmente classificadas como
Staphylococcus coagulase-negativa (SCN) (Smith, 2009; Quinn et al., 2011).

Estes microrganismos, que podem ser isolados da pele do Ubere, do canal do teto e
do meio ambiente, diferem entre si na epidemiologia, viruléncia e na resposta ao tratamento
(Smith, 2009; Quinn et al., 2011). A descricdo da sua patogenicidade varia: desde serem
protectores contra outras bactérias causadoras de mastite, serem indiferentes na saude do
Ubere, ou serem causadores de mastite (De Vliegher et al., 2012).

1.3.2. Agentes ambientais

1.3.2.1. Streptococcus uberis

O S. uberis é uma bactéria gram-positiva, que pode ser encontrada nas amigdalas e
nos tractos genital e gastrointestinal dos animais. O meio ambiente, como camas,
principalmente de palha, e fezes contaminadas, parece ser a principal fonte de infeccéo.
Pastos com elevado nimero de animais podem também ser fonte de infeccdo, assim como
pode ocorrer a transmisséo vaca a vaca (Smith, 2009; Quinn et al., 2011).

E uma bactéria resistente a fagocitose pelos neutrofilos e esta resposta inefectiva do
hospedeiro face a infeccdo, pode explicar o prolongamento da mastite e as elevadas CCS que
se verificam em alguns casos (Smith, 2009; Quinn et al., 2011).

Por vezes as infec¢Bes sdo subclinicas, sendo as elevadas CCS a Unica pista para
alertar que algo esta errado (Smith, 2009).

Mais de 50% das infec¢des sdo clinicas, sendo que, na maioria dos casos, 0 Unico
sinal é a alteracdo do leite e, apenas 10% dos animais afectados, apresentam sinais sistémicos

como febre e anorexia (Smith, 2009; Quinn et al., 2011).

20



1.3.2.2. Streptococcus dysgalactiae

A classificacdo desta bactéria como contagiosa ou ambiental gera bastante
controvérsia. Alguns autores classificam-na como contagiosa (Andrews et al., 2008 e Blowey
& Edmondson, 2010) e outros como ambiental (Smith, 2009). O S. dysgalactiae parece,
entdo, ocupar uma posicdo intermédia entre 0s dois grupos, uma vez que possui caracteristicas
de um e de outro (Andrews et al., 2008; Smith, 2009; Quinn et al., 2011).

Este agente pode ser encontrado no meio ambiente da vaca, tendo também sido
isolad de amigdalas, vagina e boca de vacas (Quinn et al., 2011).

A sua patogenicidade é semelhante a do S. uberis (Smith, 2009).

1.3.2.3. Coliformes

A mastite por E.coli, ¢ a mais comum das mastites que tém como causa bactérias
coliformes. Contudo, outras espécies como Klebiella spp., Citrobacter spp., Enterobacter
spp., Serratia spp., Proteus spp. e Pseudomonas spp., podem também estar implicadas
(Andrews et al., 2008; Smith, 2009; Quinn et al., 2011).

As bactérias coliformes, gram-negativas, sdo ubiquitarias do ambiente da vaca e
excretadas nas fezes, sendo estes a sua principal fonte de infeccdo (Andrews et al., 2008;
Smith, 2009; Quinn et al., 2011).

Quando na glandula mamaria, estas bactérias multiplicam-se rapidamente, ndo
havendo aderéncia nem invasdo das células epiteliais. Se o animal estiver saudavel e possuir
uma resposta imune eficiente, a bactéria é eliminada sem grande impacto para a saude e
produtividade do mesmo, podendo mesmo regressar a uma producdo parcial na mesma
lactacdo. Por outro lado, se a resposta imune é fraca, a multiplicacdo bacteriana é continua,
levando a doenca sistémica e com pior progndstico de recuperacdo (Smith, 2009; Quinn et al.,
2011).

Enquanto ocorre a multiplicacdo e morte bacteriana, sdo libertadas endotoxinas,
responsaveis por grande parte da patogénese da mastite por coliformes. Estas ligam-se as
células do hospedeiro e iniciam a cascata de inflamac&o, dando inicio a sinais sistémicos
como febre, taquicardia, diminuigdo da motilidade ruminal e sinais de choque assim como a
sinais locais como hiperémia, hemorragia e edema dos quartos afectados. Estes sinais levam o
animal ao decubito, havendo em poucas horas uma baixa de temperatura, seguida de diarreia
profusa e desidratacdo (Smith, 2009; Quinn et al., 2011).
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Nos casos mais severos, a secre¢cdo mamaria é serosa com pequenos flocos de tecido
necrotico, podendo levar a morte do animal em apenas um ou dois dias ap0s 0 aparecimento
dos sinais. Nos casos menos severos, a secre¢do é mais aguada (Quinn et al., 2011).

A maioria das IIM por coliformes, sdo de curta duragéo, sendo relativamente baixa a
taxa de casos cronicos (10%). Os animais que sofrem de infec¢bes cronicas ficam mais

susceptiveis a infeccBes clinicas recorrentes nos quartos afectados (Smith, 2009).

1.4. FACTORES DE RISCO PARA A OCORRENCIA DE MASTITE

1.4.1. Factores de risco associados ao animal

1.4.1.1. ldade e niUmero de partos
Com o aumento da idade e do nimero de partos, cresce também a prevaléncia de
mastite, verificando-se um pico por volta dos sete anos de idade. No entanto, verificam-se
também taxas consideraveis de mastite em novilhas, facto de grande importancia, podendo ser
uma potencial ameaca em termos de producdo futura e na salde do Ubere (Radostits et al.,
2002; De Vliegher et al., 2012;).

1.4.1.2. Periodo de lactacdo
O inicio da lactacdo, nos primeiros dois meses, e o inicio do periodo seco, sdo duas
das fases em que ocorre a maioria das novas infec¢fes. No entanto, nas novilhas, o periodo
peri-parto é o mais critico, ocorrendo a maioria das infecgdes no Gltimo trimestre de gestacéo
e nos primeiros dias ap0s o parto. Apds este periodo, ocorre uma descida acentuada no

namero de mastites nas novilhas (Radostits et al., 2002).

1.4.1.3. Morfologia do Ubere e tetos
Uma maior ou menor profundidade do Ubere, leva a uma maior ou menor
probabilidade de CCS acima de 200 000 cél/ml, logo, a uma maior ou menor probabilidade de
ocorréncia de mastite, respectivamente (Coentrdo et al., 2008). Nos Uberes com maior
profundidade, os tetos ficam mais proximos do chdo, ficando mais expostos aos
microrganismos e/ou podendo dar origem a lesdes (Radostits et al., 2002; Coentrédo et al.,
2008).
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Um grande didmetro do canal do teto esta também associado ao aumento de CCS e

ao aparecimento de 1IM (Radostits et al., 2002).

1.4.1.4. Genética

As caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e imunoldgicas, que conferem a
resisténcia da vaca a mastite, podem ser influenciadas pela genética (Radostits et al., 2002).

Estima-se que a heritabilidade para a mastite clinica é, em média, de 0,05 (Radostits
et al., 2002). No estudo de Koek et al. (2010), os resultados da heritabilidade para a mastite
clinica no inicio da lactacdo variam entre 0,02 e 0,06. Todos estes valores sugerem que a
mastite clinica tem uma baixa heritabilidade, estando sujeitos a uma grande influéncia
ambiental (Kehrli Jr. et al., 1994; Radostits et al., 2002; Koek et al., 2010).

Contudo, no que diz respeito a correlagdo entre as CCS e a mastite clinica, verificam-
se resultados de heritabilidade de 0,71 a 0,79, indicando que esta é uma boa ferramenta no que

diz respeito a seleccdo genética (Radostits et al., 2002)

1.4.2. Factores de risco associados ao meio ambiente

1.4.2.1. CondicOes de estabulagéo e ocorréncia de mastite

No que diz respeito, principalmente, a ocorréncia de mastite ambiental, as condi¢Ges
de estabulacdo sdo de extrema importancia (Radostits et al., 2002; Andrews et al., 2008;
Smith, 2009; Blowey & Edmondson, 2010).

A limpeza e conforto das instalacOes sdo duas vertentes que se devem ter em maior
consideracdo. Camas e espagos sujos, com matéria fecal e urina, juntamente com uma ma
ventilacdo e condicBes de humidade ideais, favorecem o crescimento e multiplicacdo de
bactérias, levando a um possivel aumento da ocorréncia de IIM e de mastite (Radostits et al.,
2002; Andrews et al., 2008; Smith, 2009; Blowey & Edmondson, 2010;).

Também o desadequado desenho das instalagdes, considerando o tamanho das
camas, corredores e espagos comuns, leva ao aparecimento de lesfes e impossibilita os
animais de se movimentar naturalmente e deitar em posi¢des adequadas (Radostits et al.,
2002; Andrews et al., 2008; Smith, 2009; Blowey & Edmondson, 2010;).

O numero e o tipo de revestimento das camas sdo ainda factores importantes a ter em
conta. Por um lado, o tipo de revestimento, em especial os de origem organica como palha ou

serradura, favorece o crescimento e multiplicagdo de microrganismos, por outro lado, o
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insuficiente numero de camas, impede que 0s animais se possam deitar e assim escolherem
outros locais menos limpos que favorecem a IIM (Radostits et al., 2002; Andrews et al.,
2008; Smith, 2009; Blowey & Edmondson, 2010;).

O numero elevado de animais e a sobrepopulacdo originam maiores quantidades de
matéria fecal, de urina e por isso mais humidade, sendo por este motivo, também, outro
importante factor a considerar (Radostits et al., 2002; Andrews et al., 2008; Smith, 2009;
Blowey & Edmondson, 2010;).

1.4.2.2. Praéticas de ordenha
Mas préticas de ordenha estdo relacionadas com a ocorréncia de mastite. A 1M pode
ter origem nas maos do ordenhador, nas tetinas contaminadas, nas toalhas de limpeza dos
tetos reutilizadas, entre outros. No Gréfico 1, pode verificar-se a influéncia que as praticas de
higiene na ordenha tém na ocorréncia de novas IIM. A Tabela 2 esclarece as diferencas entre

praticas de higiene completa e parcial e a sua auséncia, facilitando a compreensao do gréafico.

800 4
B Todos os tipos de nova inccio
O Stawiyisceccus spp

B streptocsccus spp

I Mlzstite clinicz

GO0 -

Gréfico 1 - Influéncia de préticas de higiene
na ordenha na ocorréncia de novas infeccGes
(Adaptado de Blowey & Edmndson, 2010;
Andrews et al., 2008).

400

Sem higiéne Farcial Completa
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Sem praticas

Higiene . Parcial Completa
de higiene
Lavagem desinfectante do
g x v v
Ubere
Toalhas individuais x v v
Utilizagdo de luvas x v v
Desinfeccdo das maos por
¢ P x v v
imersao
Desinfeccao dos tetos por
¢ P x v v
imersao
Esterilizacdo das tetinas * x v

Tabela 2 - Diferencas entre praticas de higiene completa, parcial e a sua auséncia (Adaptado de Blowey &
Edmndson, 2010; Andrews et al., 2008).

1.5. DIAGNOSTICO

Para fazer uma correcta abordagem a mastite, implementando programas de
prevencdo e bons protocolos de tratamento, é necessario um correcto diagnostico.

Existem vérios métodos de diagnostico para deteccdo de mastites, incluindo a
interpretacdo dos sinais visiveis numa mastite clinica.

A cultura bacterioldgica é o meio diagnoéstico gold standard (Smith, 2009; Malek dos
Reis et al., 2011), no entanto, ha autores que ndo o consideram exequivel enquanto teste de
rotina para deteccdo de mastites, pois € moroso e dispendioso. Por esta razdo, recorre-se a
outros meios mais acessiveis para uma primeira abordagem (Pyorila, 2003; Malek dos Reis et
al., 2011).

1.5.1. Contagem de células somaticas
As células somaticas sdo o conjunto das células inflamatdrias presentes no leite como
neutrofilos, linfécitos, macrofagos e células epiteliais da glandula mamaria (Harmon, 1994;
Schukken et al., 2003; Andrews et al., 2008; Smith, 2009). Numa glandula saudavel, estas
células conferem-lhe proteccdo contra uma IIM, reconhecendo 0 microrganismo patogénico e
iniciando uma rapida resposta inflamatoria (Bannerman et al., 2008).
A contagem total destas células designa-se por contagem de células somaticas

(CCS). E uma ferramenta essencial no diagndstico de mastite e mesmo na monitorizacio da
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salde do ubere, estando facilmente disponivel aos produtores leiteiros (Harmon, 1994; De
Haas et al., 2002; Schukken et al., 2003; Dufour et al., 2011; Malek dos Reis et al., 2011).

1.5.1.1. Tipo de amostra

Esta contagem pode ser feita a nivel individual ou no leite total da ordenha, no
tanque. Ainda a nivel individual, esta pode ser realizada por cada quarto individualmente, ou
no leite composto dos quatro tetos. A contagem do leite composto €, geralmente, menor que a
contagem de um quarto individual, quando infectado, uma vez que o leite dos tetos néo
infectados dilui 0 nimero de células somaticas presentes (Smith, 2009; Dufour et al., 2011).

A CCS no tanque é um bom indicador do estado geral de satde do Ubere do rebanho
leiteiro. Em geral, rebanhos com alta CCS no tanque, tém um grande nimero de vacas com
1M e mastite subclinica. No entanto, a detec¢do da percentagem de quartos e vacas infectadas
é bastante imprecisa (Radostits et al., 2002; Barnouin et al., 2004; Hasken et al., 2009;
Dufour et al., 2011).

1.5.1.2. Métodos de contagem

Véarios métodos sdo referidos para a contagem de células somaticas: contagem por
observagao directa por microscopia, contagem pelo contador Coulter, e por citometria de
fluxo (Fossomatic®), entre outros (Djabri et al., 2002; Pyorild, 2003; Andrews et al., 2008).

O contador Coulter conta o nimero de impulsos eléctricos emitidos pelas particulas
do leite que passam por dois eléctrodos. Existe um limiar L para que apenas sejam contadas as
particulas que emitem impulsos que excedem esse limiar (Djabri et al., 2002; Andrews et al.,
2008).

Na citometria de fluxo, as células do leite sdo coradas com brometo de etidio,
emitindo luz com comprimento de onda especifico quando iluminadas por uma lampada de
alta energia. O aparelho Fossomatic®, conta, electronicamente, o nimero de nicleos celulares

que ficam fluorescentes (Djabri et al., 2002; Andrews et al., 2008).

1.5.1.3. Valor de referéncia
Para definir se uma vaca tem uma elevada ou baixa contagem de células somaticas é
imprescindivel definir um valor de referéncia (VR) para essas mesmas contagens.
Inicialmente, foi imposto um VR de 500 000 cél/ml (Pyorila, 2003). Hoje em dia, é

recomendado um VR de 200 000 cél/ml. Em resultados abaixo deste valor, considera-se a
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auséncia de IIM, quando os resultados sdo acima deste considera-se a presenca de IIM.
(Green et al., 2008; Smith, 2009)

Um VR de 100 000 cél/ml foi proposto para classificar Uberes saudaveis (Pyorila,
2003; Green et al., 2008). Um resultado superior a 100 000 cél/ml é consistente com
inflamacéo, mas ndo com infecgdo (Smith, 2009).

“Nenhum VR para CCS é perfeito” (Smith, 2009). Assumindo que sensibilidade se
refere a glandulas infectadas e especificidade a glandulas saudaveis, quando utilizado um VR
baixo, aumenta-se a sensibilidade e diminui-se a especificidade. Pelo contrério, utilizando-se
um VR mais elevado, diminui-se a sensibilidade e aumenta-se a especificidade. E importante
ter em conta também os resultados de bacteriologia, quando realizados, e todos os factores
que podem influenciar as CCS (Pyorala, 2003; Schukken et al., 2003; Green et al., 2008;
Smith, 2009).

1.5.1.4. Factores que influenciam a CCS

Vaérios estudos (Harmon, 1994; Pyérila, 2003; Andrews et al., 2008; Hagnestam-
Nielsen et al., 2009; Malek dos Reis et al., 2011) referem diferentes factores que podem
influenciar a CCS. A propria 1IM, o agente envolvido, flutuacbes ao longo do tempo,
idade/numero de lactacdes, periodo de lactacdo, maneio, sazonalidade, frequéncia de ordenha,
tipo de ordenha, método de contagem e genética, sdo alguns dos factores envolvidos.

A infeccdo intramamaria causada por diferentes agentes patogénicos origina CCS
distintas. Geralmente, 0os microrganismos patogéenicos de maior importancia causam grandes
elevacBes de CCS e os de menor importancia causam elevac6es mais moderadas (Harmon,
1994). No entanto, este facto pode nédo ser sempre verificado, pois o factor tempo altera estas
contagens, que véo sofrendo flutuagBes no decurso da infeccdo (Harmon, 1994; De Haas et
al., 2002; Green et al., 2004). Segundo Harmon (1994), estas flutuacbes podem ocorrer em
horas, dias ou meses, dependendo do microrganismo envolvido e da resposta do préprio
animal.

Segundo De Haas et al. (2002) e referido também em Sgrensen (2009), numa mastite
clinica causada por Staphylococcus aureus, as CCS sdo elevadas mesmo antes de serem
visiveis quaisquer sinais clinicos e mesmo depois destes desaparecerem. Nos casos de mastite
por Escherichia coli, as contagens permanecem elevadas apenas aquando dos sinais clinicos,
descendo rapidamente ap0s o desaparecimento dos mesmos. No estudo realizado por Pyorila

(2003), os valores mais elevados de CCS foram observados em mastites por coliformes e
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Streptococcus uberis e 0s valores menores em [IM causadas por Corynebacterium spp. Ja De
Haas et al. (2002), que comparou CCS de mastites por S. aureus e Corynebacterium bovis,
observou um grande aumento nas CCS de mastite por S. aureus e um menor aumento na
mastite por C. bovis.

Com o avancar da idade, e consequentemente do nimero de lactagbes, aumenta
também a CCS (Harmon, 1994; Andrews et. al., 2008). Andrews et. al. (2008), explica este
facto pela maior extensdo da inflamacdo subaguda dos ductos, bem como pela maior
gravidade das lesdes lobulares.

A CCS varia ao longo da lactacdo. No inicio desta, as contagens sdo elevadas, no
entanto, em quartos ndo infectados, tendem a diminuir rapidamente até cinco dias pos-parto
para um nivel considerado normal (Pyorila, 2003) ou abaixo de 300 000 cél/ml (Harmon,
1994). Nos quartos infectados tendem a ficar elevadas (Pyorald, 2003). No final da lactacao,
mesmo quartos nédo infectados, podem exibir elevacbes nas contagens, que podem ser
explicadas pela diminuicdo de volume de leite produzido, aumentando assim a concentracdo
de células (Harmon, 1994; Andrews et. al., 2008).

A sazonalidade pode também ter influéncia nas CCS. Segundo Harmon (1994) as
CCS sdo mais elevadas durante o periodo de Verdo, em que as temperaturas sdao mais
elevadas e existem mais casos de mastite do que no periodo de Inverno em que as
temperaturas sdo mais baixas. Explica, que este facto se deve, possivelmente, ao aumento da
humidade e calor que se verifica no periodo de Verdo o que provoca mais mais stresse aos
animais, e ao aumento do numero de coliformes nas camas deixando-0s, assim mais
susceptiveis a infeccBes. Malek dos Reis et al. (2011) afirma que segundo os seus resultados a
média das CCS no Verdo (123 000 cél/ml) ndo difere significativamente da média das CCS
no Inverno (117 000 cél/ml).

A frequéncia com que é realizada a ordenha e, consequentemente, o tempo de
intervalo entre cada uma, afecta também as contagens. Por exemplo, uma mudanca de duas
ordenhas por dia para trés, segundo Pyorila (2003), diminui a CCS no tanque e a proporgao
de vacas com CCS elevadas. Por outro lado, intervalos muito curtos, de quatro horas ou ate
menos, parecem aumentar as contagens no tanque. Andrews et. al. (2008), refere ainda que
comparagOes de CCS no leite, geralmente mostram valores maiores quando o intervalo entre
ordenhas é mais curto e que, em intervalos mais longos, s&o menores, devido a diluicdo das

células somaticas no volume total de leite produzido (Pyorald, 2003; Andrews et al., 2008).
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A implementacdo de sistemas de ordenha automatica (SOA) parece ter pouca
influéncia no aumento das CCS. Nos estudos de Rasmussen et al. (2002) e Dufour et al.
(2011), é referido que a média de CCS no tanque das explora¢des onde foi instalado este
sistema, € apenas ligeiramente maior do que a média anterior, antes da instalacdo do SOA, ou
mesmo igual, ndo havendo, aparentemente, diferencas significativas. Em algumas
exploraces, foi ainda adoptado um sistema de auto-monitorizacéo, resultando, em alguns dos
casos, numa reducdo das CCS no tanque. Nas exploragdes em que se verificou aumentos nas
CCS, um acréscimo do numero de animais com IIM e a inclus&o do seu leite no tanque, pode
justificar, possivelmente esse facto. Dufour et al. (2011) refere ainda, que, exploracdes com
CCS elevadas antes da instalacdo do SOA, estdo em maior risco de apresentar maiores
aumentos das mesmas apos a instalacdo. Rasmussen et al. (2002) e Dufour et al. (2011)
sugerem que programas de auto-monitorizacao sejam adoptados mesmo antes da instalagédo de
SOA.

Os diferentes métodos de contagem podem também influenciar uma maior ou menor
CCS. As contagens feitas pelo contador Coulter, sdo, geralmente, mais elevadas que as
realizadas pelo Fossomatic®. Tal facto deve-se, provavelmente, & contagem de fragmentos
celulares, agregados proteicos e alguns artefactos pelo contador Coulter (Djabri et al., 2002;
Pyorild, 2003).

1.5.2. Cultura microbioldgica
A cultura microbioldgica é considerada o meio diagndstico gold standard, uma vez
que a partir desta € possivel fazer a identificacdo dos agentes causadores de mastite e,

posteriormente, antibiogramas para implementacao de protocolos de tratamento adequado.

1.5.2.1. Tipo de amostra

A cultura microbioldgica pode ser realizada individualmente, vaca a vaca, com leite
composto dos quatro tetos ou de cada teto individualmente, ou a partir do leite do tanque
(Radostits et al., 2002; Smith, 2009).

Uma amostra de leite de cada teto tem como vantagem a identificacdo de qual ou
quais os tetos infectados, podendo significar uma reducdo do nimero de tetos a tratar. Este
procedimento pode resultar numa reducgéo de custo do tratamento, traduzindo-se numa grande
economia para o produtor caso a taxa de tetos infectados seja baixa (Radostits et al., 2002).

Muitas vezes é realizado um TCM, para selecionar os tetos possivelmente infectados, para a
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realizacdo de cultura microbioldgica (Bexiga, s.d.; Smith, 2009). Segundo Smith (2009), as
amostras de cada teto tém uma maior sensibilidade para detectar infec¢Bes por S. aureus e sdo
preferiveis para a deteccdo de Mycoplasma spp.

As amostras de leite composto sdo Uteis para a monitorizacdo da mastite subclinica,
tratando-se de uma opcao mais barata e rapida em relacdo as amostras de cada teto. Por outro
lado, a sua sensibilidade é menor, uma vez que o0 agente proveniente dos quartos infectados
pode diluir-se no leite composto, podendo dar origem a falsos negativos. Outra desvantagem
deste tipo de amostra é uma maior probabilidade de contaminagdo aquando da sua recolha
(Bexiga, s.d.; Smith, 2009).

Existem regras para a recolha das amostras de leite, de maneira a reduzir a
contaminacdo. E importante que nio haja contaminagdo para que o resultado da cultura
microbioldgica seja apenas relativo ao agente que provoca a mastite e ndo da contaminagéo

(Bexiga, s.d.):

1. Limpeza do teto: remocdo da sujidade visivel por exemplo com toalhete de
papel. A lavagem com &gua deve ser evitada pois aumenta o risco de contaminagdo por
microrganismos presentes na pele do Ubere. No entanto, se for necesséria, deve ser feita uma
secagem rigorosa apoés a lavagem;

2. Eliminacdo dos primeiros jactos de leite;

3. Predip do teto: imersédo do teto em solugéo desinfectante por 30 segundos;

4. Secagem do teto: secar completamente o teto com toalhete de papel
individual,

5. Desinfeccdo do teto: com algoddo embebido em alcool (70°), passar por todo o
teto comecando pelo esfincter. Repetir com novo algoddo caso haja ainda presenca de
contaminacéo fecal;

6. Recolha de leite: deve ser retirada a tampa do copo de recolha, colocando-a
verticalmente ou virada para baixo na mao do operador, de forma a evitar a contaminacgao do
interior do recipiente quando este for tapado. O copo deve ser mantido na vertical, evitando o
contacto com o teto de forma a minimizar a contaminagdo. Alguns jactos devem ser enviados
para o recipiente que deve ser imediatamente tapado;

7. ldentificacéo da amostra;

8. Refrigeracdo da amostra: imediatamente apds a colheita, a 4°C, de forma a

evitar o sobrecrescimento de eventuais bactérias contaminantes.
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A cultura a partir do tanque é util para avaliar o estado de saude do Ubere dos
rebanhos, solucionar problemas de qualidade do leite e ainda avaliar as préaticas de higiene na
ordenha, a um baixo custo. Resultados positivos para Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Corynebacterium bovis ou espécies patogénicas de Mycoplasma sdo indicativos
da presenca de vacas infectadas por estes microrganismos, mas a sua ndo deteccdo nao
significa a sua auséncia. Alguns agentes tém excrecdo intermitente, o que pode levar a
resultados negativos apesar da presenca de vacas infectadas pelos mesmos. O facto de o leite
dos animais com mastite clinica ndo ser aproveitado, leva também a sua ndo deteccdo, embora
a infeccdo esteja presente no rebanho (Bexiga, s.d.; Radostits et al., 2002; Smith, 2009).

A deteccdo de agentes ambientais, como coliformes, Streptococcus uberis, S.
dysgalactiae e SCN, pode representar a presenca de 1M, mas pode também indicar a presenca
de contaminacdo por més técnicas de higiene (Bexiga,s.d.; Radostits et al., 2002; Smith,
2009).

A colheita da amostra deve ser realizada assepticamente e no topo do tanque. Deve
entdo ser refrigerada e a cultura realizada até 36 horas ap0s a recolha. Caso ndo seja possivel,
esta deve ser congelada (Smith, 2009).

Ap0s a realizacdo das culturas em meios especificos, como por exemplo Columbia
CNA, MacConkey, Edwards, Sabouraud, procede-se a identificacdo dos microrganismos
presentes recorrendo a testes especificos, coloracdo Gram, oxidase, catdlase e coagulase,

baterias de testes (Api®), ou a meios mais modernos como o caso do sistema Vitek®.

1.5.2.2. Interpretacao dos resultados

A interpretacdo dos resultados das culturas deve ser feita de maneira ponderada e
com o uso de bom senso.

Tendo como resultado uma Unica coldnia pura, considera-se, com um elevado grau
de confianca, que essa bactéria € a causa da mastite. Por outro lado, podem ocorrer infec¢bes
mistas, sendo a interpretacdo mais dificil. Quando estdo presentes trés ou mais tipos de
colonias diferentes, considera-se a amostra contaminada, contudo, a avaliacdo destes
resultados requer atencdo especial e depende do tipo de agente identificado (Bexiga, s.d.;
Smith, 2009; Blowey & Edmondson, 2010).

Por exemplo, se numa cultura sdo identificados Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae e Enterococcus faecalis, considera-se qua a causa mais provavel de

mastite sdo o S. aureus e S. agalactiae. Se sdo identificadas Escherichia coli, Streptococcus
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uberis e outras bactérias considera-se a causa mais provavel de mastite a E. coli e S. uberis,
tendo como contaminantes os restantes microrganismos. Por outro lado, se numa cultura
estiverem presentes por exemplo E. coli, Bacillus spp, Proteus e E. faecalis, além de ser um
elevado nimero de diferentes espécies de bactérias, sdo também, todas, de origem ambiental,
tornando dificil obter alguma informacdo valida acerca desta amostra (Smith, 2009; Blowey
& Edmondson, 2010).

Por vezes, acontece 0 ndo crescimento de col6nias, mesmo quando as amostras sao
recolhidas de animais com sinais visiveis de mastite. Existem diversas razdes que podem
explicar este facto. Por exemplo, numa mastite por E. coli, a resposta do hospedeiro pode ser
tdo efectiva que, quando os sinais de mastite aparecem, todas as bactérias podem ja ter sido
destruidas. Assim, a amostra recolhida ndo contém microrganismos viaveis, ndo havendo
crescimento. Algumas bactérias tém excrecdo intermitente, podendo ser feita a recolha da
amostra de leite num momento em que a concentragdo bacteriana ndo seja suficiente para
cultura. A presenca de substancias inibidoras resultantes de tratamento anterior, volume
insuficiente de amostra e demasiado tempo de intervalo entre a recolha e a realizacdo da
cultura, sdo também motivos de ndo crescimento de coldnias. Ainda, a cultura de Mycoplasma
spp e Leptospira, requer condi¢cdes especificas, logo, o0 seu crescimento ndo é possivel
utilizando as técnicas standard de cultura bacterioldgica. Finalmente, a mastite pode apenas
ser de origem traumatica, ou uma reacdo de hipersensibilidade, ocorrendo apenas inflamacéo

ndo existindo infeccdo (Blowey & Edmondson, 2010).

1.5.3. Teste californiano de mastites

Embora seja um teste qualitativo, ¢ também um teste indirecto para a CCS. E pratico,
rapido, de baixo custo e fornece informacdo de cada quarto individualmente. Baseia-se na
reaccdo de gelatinizacdo provocada pelo contacto entre um reagente e 0 material proteico das
células somaticas do leite, que sofreram lise. Os resultados sdo expressos numa escala de 0 a
5, pela avaliagdo subjectiva de quem realiza o teste. Pode ainda ser realizada uma
correspondéncia entre esta escala e o numero aproximado da CCS (Radostits et al., 2002;
Andrews et al., 2008; Smith, 2009).

1.5.4. Condutividade eléctrica
Durante a inflamacdo ocorrem alteragbes nas concentragdes idnicas do leite.

Verifica-se um aumento nas concentragdes de sodio e cloro e diminuicdo da concentracéo de
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potassio. A medicdo da condutividade eléctrica (CE) do leite, baseada nestas alteraces das
concentragdes ionicas, € utilizada no diagnostico de mastites. Muitos SOA tém ja sistemas
para a medigdo deste parametro (Pyorild, 2003; Norberg et al., 2004; Andrews et al., 2008;
Kamphuis et al., 2010).

A CE ¢ afectada ndo so pelas diferencas das concentragdes ionicas, mas também pela
idade do animal, pelo periodo de lactacdo e estado de salde do Ubere, tendo uma elevada
correlagdo com a CCS (Pyoralad, 2003; Norberg et al., 2004).

As medigdes deste parametro parecem ter mais sucesso quando realizadas em cada
quarto separadamente, do que em leite composto dos quatro quartos (Norberg et al., 2004;
Andrews et al., 2008). No estudo realizado por Norberg et al. (2004), concluiu-se que as
medicdes em cada quarto separadamente, obtiveram melhores resultados, no que diz respeito
a distincdo de vacas com infeccBes subclinicas ou com infecgdes clinicas, comparativamente
as medigdes realizadas em leite composto. Concluiu-se ainda que a distingdo entre vacas com

infeccdo subclinica e as vacas saudaveis foi insatisfatoria.

1.5.5. Enzimas

1.55.1. N-cetyl-p-D-Glucosaminidase

Sendo uma enzima lisossomal, a N-Acetyl-B-D-Glucosaminidase (NAGase) é um
bom indicador da inflamacdo e descrita também como (til na deteccdo de 1IM. E libertada
pelos neutrofilos durante a fagocitose e também por macrofagos e células epiteliais
danificadas no processo inflamatério (Berning & Shook, 1992; Pyorila, 2003; Carneiro et al.,
2009).

A sua concentracdo € mais elevada no inicio e final da lactacéo e no periodo seco. No
periodo pds-parto, a sua concentracéo € tao elevada quanto numa mastite clinica, mas Pyorila
(2003) refere que foram ja observados valores normais cinco dias ap6s o parto (Pyorila, 2003;
Carneiro et al., 2009).

Esta altamente relacionada com as CCS e, por isso, Berning & Shook (1992)
defendem que a NAGase deve ser utilizada como complemento destas.

Todavia, ainda ndo existem métodos viéveis e/ou disponiveis para a realizacdo deste

teste, na pratica clinica.
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1.5.6. Proteinas da fase aguda da inflamacéo

1.5.6.1. Albumina sérica bovina e antitripsina

A albumina sérica bovina (ASB) e a antitripsina foram as primeiras proteinas a ser
estudadas como indicadores de inflamacdo, uma vez que se verifica 0 aumento das suas
concentragOes, nesta situacao. No entanto, a sua aplicacdo na préatica ndo acontece. No caso da
ASB, a sua medicdo é demasiado morosa. Para a quantificagdo da antitripsina, foram
desenvolvidos alguns métodos e verifica-se uma maior sensibilidade em relacdo a ASB, mas
estd pouco descrita (Kehrli Jr. et al., 1994; Pyorilda, 2003; Rainard, 2003; Andrews et al.,
2008).

1.5.6.2. Haptoglobina e Amiloide A sérica

A haptoglobina e a amiloide A sérica (AAS) sdo as duas proteinas mais sensiveis da
fase aguda, uma vez que mostram um aumento significativo durante a inflamagéo (Pyo6rala,
2003; Gronlund et al., 2005). Foi ja demonstrada a elevacdo muito marcada da haptoglobina
sérica em vacas com mastite por Escherichia coli, esponténea e experimental (Pyorila, 2003).
Pyorala (2003) refere que tém sido realizadas pesquisas recentes para a determinacdo de
proteinas da fase aguda, no leite.

Em Pyorala (2003), foi demonstrada correlacdo entre concentracfes de haptoglobina
sérica e no leite, contrariamente & AAS em que néo se verificou tal relacdo. E ainda referido
que ndo foi encontrada qualquer relacdo entre as concentracdes de AAS e haptoglobina no
leite. Por outro lado, Grénlund et al. (2005) refere uma correlacéo entre as concentragcdes das
duas proteinas no leite, mas ndo unanime.

Contudo, é necessaria mais pesquisa acerca destas proteinas para determinar a sua
verdadeira utilidade no diagnéstico de mastite, a sua relacdo com as CCS e para encontrar

métodos vidveis para a sua determinacao.
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1.5.7. Outros indicadores de inflamacéo

1.5.7.1. Adenosina Trifosfato
E referido por muitos autores, mas é utilizado apenas experimentalmente. E
influenciado, tal como a CCS, pelo periodo de lactacdo, tendo uma elevada correlagdo com a
mesma (Emanuelson et al., 1987; Pyorala, 2003; Gronlund et al., 2005; Smith, 2009).

1.5.7.2. Lactose

No decorrer da mastite, hd uma perda da capacidade da biossintese de lactose,
verificando-se uma reducdo desta aquando da inflamacéo (Pyoréld, 2003; Berning & Shook,
1992).

A sua variacdo ao longo de uma lactacao e de uma para outra ndo é muito expressiva,
sendo um facto a favor na sua utilizacdo como pardmetro para o diagnostico da mastite
(Pyorala, 2003). Contudo, a descida dos valores de lactose numa mastite, ndo sdo expressivos
o suficiente para se considerar um parametro confiavel (Pyorala, 2003; Andrews et al., 2008).

Berning & Shook (1992) compararam valores de CCS, de lactose e NAGase e
concluiram que, apesar de alguns trabalhos sugerirem que a lactose tem uma elevada precisao
do diagndstico da mastite, 0 seu estudo ndo comprovou tal sugestdo, referindo ainda que a
lactose ndo foi atil no diagnostico de mastite. Referem também uma melhor resposta em

relacdo a NAGase, comparativamente a da lactose, aquando de uma IIM.

1.5.8. Polymerase chain reaction (PCR)

Devido as limitacbes da cultura bacterioldgica no diagndstico de mastite, varios
estudos (Kubota et al., 2007; Koskinen et al., 2010; Schwaiger et al., 2012) tém surgido com
0 objectivo de demonstrar que o PCR e suas derivagdes podem ser uma boa alternativa. As
vantagens do PCR incluem rapidez e elevada sensibilidade em relacdo a cultura
bacteriologica. Contudo, possui também diversas desvantagens/limitacdes, tais como a
presenca de inibidores de &cido desoxirribonucleico (DNA) polimerase no leite, deteccdo
apenas de determinadas espécies pela utilizacdo de primers especificos e a possivel deteccdo
de células inviaveis (e, portanto, ndo causadoras de mastite), mas cujo DNA esta presente nas
amostras (Kubota et al., 2007; Koskinen et al., 2010; Schwaiger et al., 2012).

Para contornar estas limitagcoes, foram desenvolvidos novos métodos e derivagfes de
PCR:
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»  Kubota et al. (2007) refere que a presenca de células somaticas pode inibir o
PCR e, por isso, no seu estudo utilizou silica modificada com aminogrupos, para separar as
células somatias de Staphylococcus aureus das amostras, realizando uma variagdo de PCR
com obtencéo de resultados com sucesso.

»  Koskinen et al. (2010) comparou o uso de Real-time PCR modificado, capaz
de identificar onze espécies/grupos de bactérias causadoras de IIM, com a utilizacdo da
cultura bacterioldgica. Concluiu que além de ser mais répido, este novo método tem também
uma sensibilidade mais elevada, comparativamente a cultura bacterioldgica.

»  Schwaiger et al. (2012) aplicou, pela primeira vez, um novo método, o PCR-
single strand conformation polymorphism (PCR-SSCP), que detecta todas as bactérias e
comunidades bacterianas na investigacdo de amostras de leite. Este método utiliza primers
universais que identificam um fragmento especifico de um gene bacteriano. Foi demonstrado
que este método é aplicavel nestes casos, com algumas modificacbes no protocolo de
extraccdo do DNA. Foi ainda capaz de identificar Mycoplasma spp, 0 que muitas vezes ndo €
possivel na cultura bacterioldgica, por esta ser uma bactéria fastidiosa e de crescimento lento.

Todavia, todos estes estudos referem que o uso do PCR e suas derivacOes deve ser
cauteloso pelas suas limitacGes, tornando necessarias mais pesquisas e estudos para a sua

optimizacéo.

1.5.9. Termografia infravermelha

A termografia infravermelha (TIV) é uma técnica sofisticada, desenvolvida
originalmente para objectivos militares e industriais. Diversos estudos tém sido realizados
para a deteccdo de doengas infecciosas e monitorizacdo do bem-estar animal através desta
técnica que, apesar de ndo detectar a etiologia de nenhuma doenca, revela a sua presenca
(Polat et al., 2010).

No estudo realizado por Polat et al. (2010), a TIV foi proposta como uma técnica nao
invasiva e rapida na detecgdo de mastite subclinica. Foram identificados os casos de mastite
subclinica e de vacas saudaveis pela CCS, sendo depois submetidos a TIV. Nos casos de
mastite subclinica, a temperatura do Ubere foi, em média, 2,35°C superior a dos Uberes
saudaveis. Ficou concluido que esta técnica é suficientemente sensivel para a detecgdo de
alteracdes de temperatura da pele do Ubere, causadas por mastite subclinica. No entanto,
outros factores que podem causar tambem elevacdo da temperatura do Ubere, ndo foram

incluidos neste estudo.
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1.6. Tratamento

Sendo a mastite uma doenga maioritariamente causada por bactérias, 0 seu
tratamento baseia-se, essencialmente, no uso de agentes antimicrobianos. A sua utilizagéo
deve ser comedida, cabendo ao Médico Veterinrio passar essa informagdo aos produtores
(Quinn et al., 2011).

Existe uma grande variedade de antibioticos utilizados no tratamento de mastite, cuja
escolha é realizada em funcdo do agente envolvido. Esta baseia-se nos resultados de
antibiogramas, os quais nos indicam qual o agente antimicrobiano mais adequado. No
entanto, numa primeira fase, a escolha pode ancorar-se no historial do rebanho e nos sinais
clinicos (Quinn et al., 2011).

O tratamento pode ser administrado via intramamaria ou via parenteral. A primeira é
a mais utilizada, uma vez que possibilita a obtencdo de concentracfes terapéuticas no leite.
Por outro lado, a via parenteral é muitas vezes empregue no tratamento de infec¢des agudas
por Staphylococcus aureus e em casos severos de mastite por Escherichia coli (Blowey &
Edmondson, 2010; Quinn et al., 2011).

A Tabela 3 apresenta alguns agentes antimicrobianos utilizados no tratamento da
mastite e 0s respectivos agentes etioldgicos, contra 0s quais actuam e a resposta da mesma ao
tratamento.

Nos animais em lactacdo o tratamento é geralmente realizado para infeccGes clinicas.
Por sua vez, a terapia de secagem, administrada no momento homénimo, € utilizada para o
tratamento de infec¢bes adquiridas ao longo da lactacdo, sobretudo na fase final, geralmente,
subclinicas, por agentes ambientais como o Streptococcus uberis, no tratamento de mastites
contagiosas, como por Staphylococcus aureus e ainda para reduzir o nimero de novas
infeccbes no periodo seco (Robert et al., 2006; Blowey & Edmondson, 2010; Quinn et al.,
2011).
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Agente

Antibidtico

Comentario

Staphylococcus

Cefalosporina, cloxacilina, eritromicina,

penicilina (se sensivel), penicilina com

Uma vez que a penetracdo do antibidtico no

local de infeccdo é ineficiente, a recuperacao

aureus novobiocina, pirlimicina, tetraciclina, | clinica ndo é assegurada e a eliminacdo da
tilosina, tilmicosina. bactéria é imprevisivel.
. N O tratamento é eficaz durante a lactagdo e a
Streptococcus Cefalosporina, cloxacilina, L L . .
) . o eliminacdo da bactéria é possivel através de
agalactiae macrolidos, penicilina. . )
terapia intensiva.
Uma vez que a terapia antibidtica é geralmente
Mycoplasma - _ L e
b Tetraciclinas, tilosina. ineficaz, o controlo € feito pelo refugo dos
ovis

animais afectados.

Escherichia coli

Ampicilina—cloxacilina,
cefalosporinas, gentamicina,

marbofloxacina, tetraciclinas.

A utilizacdo de antibitticos € questionavel, no
entanto, pode ajudar na recuperacdo de animais
com baixa imunidade, sendo a terapia de
suporte de extrema importdncia nos casos

agudos.

Streptococcus

ambientais

Ampicilina, cefalosporinas, cloxacilina,

novobiocina,  penicilina,  pirlimicina,

tetraciclinas, tilmicosina.

Os casos clinicos tém boa resposta ao

tratamento por via intramamaria.

Tabela 3 — Agentes bacterianos e respectivos tratamento e resposta (Adaptada de Quinn et al., 2011).

1.7. CONTROLO E PREVENCAO DA MASTITE

Para o controlo e prevengdo da mastite nas exploragdes devem ser implementadas

medidas que dependem do tipo de microrganismos prevalentes na exploracao, i. e., se sao

contagiosos ou ambientais. (Radostits et al., 2002; Quinn et al., 2011)

Foi sugerido pelo NIRD (National Institute for Research in Dayring) e adoptado pelo

NMC (National Mastitis Council) um plano geral de cinco pontos, que visa, principalmente, o

controlo da mastite contagiosa. Séo eles:

» Procedimentos adequados de ordenha e higiene do Ubere
Manutengéo e uso adequado do equipamento de ordenha
Maneio e terapia da vaca seca
Terapia adequada das mastites durante a lactagéo

YV V V V

Refugo das vacas cronicas
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Uma vez que 0s cinco pontos abrangem essencialmente a mastite contagiosa,
observou-se uma alteracdo nas incidéncias dos agentes causadores de mastite. Agentes
ambientais, como os coliformes e Streptococcus uberis, aumentaram as suas incidéncias em
detrimento de agentes contagiosos como o Staphylococcus agalactiae e o Staphylococcus
aureus (Bradley & Green, 2001).

Este plano foi mais tarde alargado para dez pontos, compreendendo a mastite
contagiosa e ambiental e a monitorizacdo da mastite em geral (Radostits et al., 2002; Bradley
& Green, 2010; NMC).

1.7.1. Plano de controlo do NMC?

De seguida é apresentado o plano de dez pontos adoptado pelo NMC:

1. Estabelecimento de metas para a saude do Ubere
Estabelecer metas realistas para a média de CCS ou score linear do rebanho e taxa de
mastite clinica; rever os objectivos em tempo Util com a equipa de aconselhamento (Médico
Veterinario, produtor, trabalhadores, pessoal da ordenha e consultores); priorizar mudancas de

gestdo para atingir as metas estabelecidas.

2. Manutenc¢do de um ambiente limpo, seco e confortavel
Assegurar a dimensao correcta e desenho das camas e espacos livres suficientes para
0 numero de vacas na exploracdo; manutencdo das camas e parques limpos, secos e
confortaveis, através de um bom maneio; manter as areas de circulacdo limpas e secas;
assegurar o bom funcionamento do sistema de ventilacdo; assegurar zonas de descanso ndo
contaminadas as vacas em pastoreio; controlo dos factores ambientais, como calor e frio;

assegurar a posicao de estacdo dos animais ap0s a ordenha, oferecendo-lhes dgua e comida.

3. Procedimentos de ordenha adequados
Examinar os primeiros jactos de leite facilitando, a deteccdo precoce da mastite
clinica e a descida do leite; assegurar que os tetos sdo limpos e secos antes da ordenha;
desinfectar os tetos antes da ordenha por imersdo completa durante 30 segundos e posterior
secagem com toalha individual ou toalhete de papel; utilizar luvas limpas durante o processo

de ordenha, limitando a transmiss@o de agentes contagiosos; colocar as tetinas no tempo de 90

2 Disponivel em www.nmconline.org/docs/NMCchecklistInt.pdf
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segundos, contados a partir do inicio da preparacdo do Ubere; ajustar as tetinas durante a
ordenha, prevenindo a entrada de ar no sistema; desligar o sistema de vacuo primeiro e retirar
as tetinas depois; desinfectar os tetos imediatamente ap6s a remogéo das tetinas, assegurando

uma completa imersdo; vacas com IIM confirmadas devem ser ordenhadas por dltimo.

4. Manutencéo e uso adequado do equipamento de ordenha

Instalar ou actualizar o equipamento de acordo com a ISO 5707 (International
Organization for Standardization, “Milking machine installations—Construction and
performance”); manutencdo e avaliacdo regular do funcionamento do equipamento de
ordenha de acordo com as instrucdes do fabricante, através de métodos dindmicos de
avaliacdo e formulario apropriado; substituicdo das tetinas e outros materiais de borracha ou
plastico, regularmente de acordo com as instru¢des do fabricante; substituicdo imediata de
tubos danificados ou partidos; lavar minuciosamente e desinfectar o equipamento ap6s cada

ordenha.

5. Bom sistema de registos
Registar, para cada caso de mastite clinica, a identificacdo da vaca, data de deteccéo,
dias de lactacdo, quarto(s) afectado(s), numero e tipo de tratamento, resposta a0 mesmo,
intervalo de seguranca e bactéria causadora (caso tenha sido realizada cultura de amostra na
exploracdo ou em laboratério); utilizar sistema de registo computorizado ou manual para gerir

a informag&o como CCS individuais, a prevaléncia e a incidéncia de mastite subclinica.

6. Maneio adequado da mastite clinica durante a lactacdo

Desenvolver e implementar, com a equipa, um protocolo de tratamento de mastite
clinica adequado ao rebanho; ponderar cautelosamente as diversas opg¢des de custo do
tratamento; recolher amostra de leite para cultura, antes do tratamento, para que 0s
antibiogramas possam ser utilizados num momento apropriado; empregar regime de
terapéutica apropriado, utilizando medicamentos de acordo com o protocolo ou recomendados
pelos consultores de salde; antes de realizar o tratamento, desinfectar o teto com substancia
germicida e a ponta do teto com zaragatoa embebida em alcool; na infusdo dos antibioticos
intramamarios, utilizar uma dose Unica pelo método de insercéo parcial; ndo tratar infecgdes
cronicas ndo responsivas; observar o intervalo de seguranga do antibiotico utilizado, conforme

indicado no rétulo. Se forem utilizados outros medicamentos, seguir as instrugdes do Médico
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Veterinario (nomeadamente tratamento sistémico de mastite por coliformes); seguir sempre as
instrucdes de armazenamento e observar as datas de validade dos medicamentos; identificar,
com precisdo as vacas tratadas e registar todos os tratamentos; quando necessario, testar o
leite para presenca de substancias inibidoras antes da sua expedicé&o.

7. Maneio efectivo da vaca seca

Diminuir a composicgao energética da racdo no final da lactacéo para, assim, baixar a
producéo de leite antes da secagem; secar as vacas abruptamente e realizar o tratamento de
secagem em cada quarto imediatamente apds a Ultima ordenha; desinfectar o teto com
substancia germicida e a ponta do teto com zaragatoa embebida em alcool antes da infuséo;
tratar todos os quartos com antibidtico de secagem de longa accao, disponivel e aprovado e/ou
com selante interno de tetos, aprovado; utilizar o método de insercéo parcial para a infusao;
desinfectar os tetos, por imersdo, imediatamente apds o tratamento, utilizando qualquer
desinfectante pds ordenha, aprovado; providenciar uma nutricdo adequada a vaca seca, para
estimular o sistema imune; manter o meio ambiente limpo, seco e confortavel de maneira a
minimizar a exposi¢do a microrganismos patagénicos; em situacdes de elevada exposicdo a
agentes ambientais, utilizar um selante de tetos interno ou externo em adi¢do ao tratamento
antibidtico; em rebanhos com problemas de mastites por coliformes, administrar vacina,
seguindo as instrucdes do fabricante; tosquiar os flancos e o Ubere, para remover 0 excesso de

pélo.

8. Manutencdo da biosseguranca para agentes contagiosos a identificacdo
das vacas com infecc¢des crénicas

Requerer dados de CCS individuais e do tanque. Nos animais suspeitos, devem ser
utilizados outros meios de diagnostico para identificar casos de mastite subclinica, antes da
compra de vacas; se possivel, recolher amostras de leite para cultura, antes da compra; isolar
as vacas recentemente compradas e ordenhar em separado até haver certeza da inexisténcia de
IIM; colocar em sequestro as vacas com CCS ou score linear persistentemente elevados (i.e.,
CCS maiores que 200 000 cél/ml ou score linear maior ou igual a 4 em alguns meses) e
observar a resposta ao tratamento de secagem ou outra terapéutica recomendada; identificar
ou refugar com infecgbes persistentes por Staphylococcus aureus ou por outros

microrganismos ndo responsivos a antibioticos (Mycoplasma spp., Nocardia spp.,
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Pseudomonas spp., ou Arcanobacterium pyogenes); ter em consideracdo o estado se satde do

Ubere das primiparas uma vez que pode interferir na biosseguranca do rebanho.

9. Monitorizacdo regular do estado de saude do Ubere

Aderir a um programa de CCS individuais ou usar outros métodos para monitorizar
as infecgdes subclinicas; em vacas suspeitas de infeccdo, utilizar um método sensitivo para o
diagndstico de mastite, em periodos de maior risco (por exemplo, no inicio da lactacéo);
monitorizar a distribuicdo de vacas com altas CCS e taxas de variacdo para contagens
elevadas; realizar culturas bacteriologicas regulares, dos casos clinicos e das vacas com CCS
elevadas; monitorizar a satde do ubere do rebanho através do contraste leiteiro; calcular com
regularidade, as taxas de mastite clinica e a sua distribuicdo, tendo especial atencdo a
infeccOes das novilhas; utilizar as CCS e registos de mastite clinica para avaliar os protocolos

de tratamento e tomar decisoes.

10. Revisdo periddica do programa de controlo
Requerer avaliacBes objectivas do Médico Veterinario e pessoas ligadas a industria; a
utilizacdo de uma abordagem passo a passo e de um formulario standard pode ser util; para
esta revisdo, deve ter-se em conta toda a equipa da exploragdo, como o Médico Veterinario, o

produtor, os trabalhadores, o pessoal da ordenha e os consultores.

A implementacéo de programas de controlo da mastite tem diferentes resultados de
rebanho para rebanho. Estas diferencas devem-se, sobretudo, ao facto de algumas exploractes
poderem ter ja adoptado algumas medidas de controlo e estratégias de reproducdo e de refugo,
do nivel de producéo e dos custos associados. Além disso, os produtores tém entre si opinides
diferentes acerca dos programas, adoptando as medidas que acham mais adequadas ao seu
rebanho (Qstergaard et al., 2005).

1.8. IMPACTO ECONOMICO DA MASTITE
A mastite é considerada uma das doengas mais dispendiosas no que diz respeito a
producdo leiteira. Os custos associados a esta doenca s&o resultado de uma diminuigéo da
producdo e, portanto, de um ndo ganho e de despesas associadas como, por exemplo,
relativamente ao controlo e ao tratamento (Radostits et al., 2002; Seegers et al., 2003; Smith,
2009).
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Radostis et al. (2002) refere seis pontos que justificam as perdas econdémicas:
Diminuicdo da producdo de leite;
Leite rejeitado por mastite clinica ou por tratamento;
Custo de reposicéo de vacas enviadas para refugo;
Trabalho extra necessario para o tratamento e monitorizacao;

Servicos veterinarios de tratamento e controlo;

A N N NN

Custo do programa de controlo.
A diminuicdo da producdo de leite e custos associados devido a mastites clinicas e
subclinicas é considerada a maior causa de prejuizo econémico devido a doenca (Seegers et
al., 2003). Seegers et al. (2003) refere ainda que devem ser tidas em conta também as
penalizacBes ou perdas de prémios relativos as CCS no tanque e presenca de substancias
inibidoras no leite.

Segundo estimado pela SEGALAB? (Laboratério de Sanidade Animal e Seguranca
Alimentar), o impacto econémico da mastite em exploracdes leiteiras da regido de Entre

Douro e Minho é anualmente de 256 euros por vaca, por exploracao.

¥ Disponivel em http://www.segalab.pt/web/guest/23
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2. OBJECTIVOS

Questdo de investigacdo - Sera que os agentes causadores de mastite tém influéncia
nas CCS?

Objectivo Geral - Avaliar a relacao entre as CCS e 0s agentes causadores de mastite

em amostras de leite provenientes de exploragdes leiteiras da regido de Entre Douro e Vouga.

Objectivos especificos
» Determinar quais os agentes causadores de mastite mais prevalentes em amostras de
leite provenientes de exploragdes da regido de Entre Douro e Vouga;
» Avaliar a relacdo entre as CCS e o objectivo da andlise, em amostras de leite
provenientes de exploracdes da regido de Entre Douro e VVouga.
» Auvaliar a relacdo entre 0s agentes causadores de mastite e o objectivo da analise em

amostras de leite provenientes de exploragdes da regido de Entre Douro e Vouga.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. RECOLHA DE DADOS

3.1.1. Fonte de dados

Para a obtencdo dos dados deste trabalho, recorreu-se ao arquivo de resultados de
analises de leite para diagnéstico de mastite, solicitadas por produtores da Proleite*, no
periodo de 1 de Outubro de 2012 a 31 de Marco de 2013.

Para cada amostra de leite sdo registados as datas de entrada e do resultado da anélise
e 0 objectivo da analise.

Entende-se por objectivo da andlise a terapia de secagem (Secagem) ou o tratamento
de mastite (Tratamento).

O resultado da anélise compreende: CCS, agentes identificados e respectivos
antibiogramas. No Apéndice | estdo descritas as técnicas utilizadas para a cultura

microbioldgica, identificacdo dos agentes e CCS.

3.1.2. Informatizacéo dos dados
Os dados referentes a estas amostras foram informatizados para uma folha de calculo
do programa Microsoft Office Excel 2007 (no Apéndice Il pode observar-se parte desta folha
de célculo). Fez-se uma uniformizacao dos dados para compatibilidade com o programa IBM
SPSS Statistics 20.

3.2. SELECCAO DA AMOSTRA
Para a seleccdo da amostra deste estudo foram utilizados dois critérios de exclusao:
» Nao ter identificacdo nem crescimento.
» Ter dentificacdo de 3 ou mais coldnias diferentes, uma vez que estas amostras sdo

consideradas contaminadas (Bexiga, s.d.; Smith, 2009; Blowey & Edmondson, 2010).

*Proleite - Cooperativa Agricola de Produtores de Leite CRL (http://www.proleite.com.pt/proleite/proleite/proleite/pt/index)
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3.3. ANALISE DA AMOSTRA EM ESTUDO

3.3.1. Prevaléncia dos agentes

Foram calculadas as prevaléncias dos agentes identificados.

Optou-se por apresentar apenas 0s mais prevalentes devido ao elevado nimero de
agentes. Para isso utilizou-se como critério de inclusdo ter uma prevaléncia maior que 1,5%
ou estar presente em nimero superior a 10.

Para o calculo das prevaléncias dos diferentes agentes, procedeu-se a andlise de

frequéncias dos mesmos utilizando o IBM SPSS Statistics 20, sendo que:

numero de amostras relativas a um determinado agente

Prevaléncia (P) =
) numero total de amostras identificadas

Posteriormente foi elaborado o gréafico de prevaléncias utilizando o programa
Microsoft Office Excel 2007.

3.3.2. Relacbes entre CCS e os agentes; entre CCS e objectivo da anélise e

entre os agentes e objectivo da analise
Analisou-se se existia ou ndo uma relacdo entre as CCS e os agentes causadores de
mastite mais prevalentes; entre as CCS e 0 objectivo da anélise e entre 0s agentes causadores
de mastite e 0 objectivo da andlise. Nesta fase, foram utilizados apenas os sete primeiros

agentes mais prevalentes para facilitar a realizacao dos testes estatisticos.

3.4. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica deste estudo, foi utilizado o programa informatico IBM
SPSS Statistics 20.

De forma a verificar a existéncia duma relacdo entre as CCS e 0s agentes mais
prevalentes de mastite recorreu-se ao teste Kruskal-Wallis. Para verificar a relacdo entre as
CCS e os dois grupos Secagem e Tratamento aplicou-se o teste Mann-Whitney. Para verificar
se existia uma relacdo entre os agentes mais prevalentes e os dois grupos Secagem e

Tratamento, foi utilizado o teste do Chi-Quadrado.
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4. RESULTADOS

4.1. PREVALENCIAS
No Gréfico 2, sdo demonstrados os dezanove agentes bacterianos mais prevalentes, e
as respectivas prevaléncias em percentagem, sendo que o numero total de amostras € de 608.
Os restantes agentes identificados estdo contidos em “outras”. Esta opgdo foi tomada pelo

grande numero de bactérias identificadas.
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Gréafico 2 — Bactérias mais prevalentes e respectiva prevaléncia.

4.2. RELACAO ENTRE CCSE OS AGENTES
Para a avaliar a relacdo entre as contagens de células somaticas no leite e os agentes
mais prevalentes de mastite (Gréfico 3), preconiza-se a utilizacdo do teste One-way ANOVA
para amostras independentes. Inerente a aplicagdo deste teste, esta a verificacdo de
normalidade. O teste de Kolmogorov Smirnov sugere que a distribuicdo dos grupos néo é
normal (p < 0,001). Uma vez que ndo se verifica a normalidade, opta-se pelo teste alternativo
Kruskal-Wallis. Este teste rejeita a hipOtese nula, significando a existéncia de diferencas

estatisticas entre as Contagens de células somaticas e os diversos agentes (p < 0,001).
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Gréfico 3 — Comparacdo entre as CCS dos sete agentes mais prevalentes de mastite

4.3. RELACAO ENTRE CCS E O OBJECTIVO DA ANALISE

Para avaliar a relacdo entre as contagens de células somaticas no leite e o objectivo
da analise (Secagem ou Tratamento) (Gréfico 4), preconiza-se a utilizacdo do teste t para
amostras independentes. Inerente a aplicacdo deste teste esta a verificacdo de normalidade. O
teste de Kolmogorov Smirnov sugere que a distribuicdo quer do grupo de Secagem (p <
0,001), quer do de Tratamento (p < 0,001 ) néo é normal.

Assim, efectuou-se a alternativa ndo paramétrica: o teste de Mann Whitney. Este
teste sugere que existem diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos

Secagem e Tratamento (p<0,001)
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Gréfico 4 - Comparacdo das médias das CCS entre vacas para Secagem e para Tratamento

4.4. RELACAO ENTRE OS AGENTES E O OBJECTIVO DA ANALISE
Para avaliar a relacdo entre os agentes mais prevalentes de mastite e o objectivo da
analise (Secagem ou Tratamento), preconiza-se a utilizacdo do teste Chi-Quadrado. Este teste
sugere que existem diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos (p<0,001).
Verifica-se que, relativamente ao Staphylococcus aureus, existem mais casos de
mastite no grupo Secagem (18 casos) relativamente ao grupo Tratamento (6 casos). Em
relagdo ao Streptococcus uberis, existem mais casos de mastite no grupo Tratamento (35

casos) relativamente ao grupo Secagem (10 casos).
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Em resumo, na Tabela 4, estdo todos os resultados obtidos neste estudo:

Médias CCS (x10°

Relagdo Estatistica

Agente -

Classificagdo Prevaléncia ; CCS - Objectivo da .
¢ cél/ml) CCS - Agente AN éjlise Objectivo
da Andlise
Staphylococcus chromogenes Contagioso de maior importancia 58 337328
Staphylococcus aureus Contagioso de menor importancia 41 3871,25 .
: Diferencas
Steptococcus uberis 76 9249,61 estatisticamente _
Agentes Escherichia coli Ambiental de maior importancia 6,3 435593 o - Diferencas
. significativas e
Enterococcus faecalis 49 2226 (p<0,001)
LECIDE0EENS GENES Ambiental importancia indefinida . 121585 l . _r?te .
Aerococcus viridians 49 765,03 significativas
. (p<0,001)
Tratamento 5039 Diferencas
Objectivo da Analise - - - estatisticamente
Secagem 1325 significativas (p<0,001)

Tabela 4 — Resumo dos resultados do estudo
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5. DISCUSSAO DE RESULTADOS

Para a discussdo dos resultados deste estudo, € necessario ter em conta as suas
limitacGes. A informacdo foi recolhida a partir de uma base de dados ja existente e ndo
especificamente a proposito do presente estudo. A mastite e as CCS dependem de inimeros

factores, cuja analise ndo foi possivel ter em conta neste estudo.

Em relagdo as prevaléncias obtidas no presente estudo, e considerando apenas 0s
mais prevalentes, os SCN (Staphylococcus chromogenes, S.warneri, S. saprophyticus e S.
xylosus) parecem ser 0S microrganismos em maior nimero, com uma prevaléncia de 14,5%.
Este resultado estd em concordancia com Smith (2009), que afirma que este grupo € o mais
isolado de secregBes mamarias de vacas em lactacdo, de vacas secas e de novilhas proximas
do parto. De Vliegher et al. (2012), refere ainda que os SCN sdo a causa mais predominante
de IIM e mastite subclinica em novilhas proximas do parto.

Segundo Quinn et al. (2011), as infec¢des da glandula maméaria por estas bactérias
sdo mais prevalentes em rebanhos que néo praticam a desinfeccdo dos tetos por imerséo nem
a terapia de secagem. Por outro lado, e de acordo com Blowey & Edmondson (2010), estas
bactérias colonizam a pele, canal e ponta do teto, podendo o seu isolamento apresentar apenas
a contaminacao da amostra por ma técnica de recolha e ndo propriamente a mastite.

De seguida, com prevaléncias de 7,6% e 6,3%, estdo o Streptococcus uberis e
Escherichia coli, respectivamente. Segundo Quinn et al. (2011), sendo estas bactérias
consideradas ambientais, sdo 0s organismos mais frequentemente isolados de casos de mastite
clinica em diversos paises. No presente estudo — excluindo o grupo “outras”, os coliformes
que ndo E. coli e considerando o grupo SCN como 0 mais prevalente — estas bactérias ocupam
o0 segundo e terceiro lugares. No entanto, sdo 0s agentes ambientais mais prevalentes neste
estudo, concordando com Quinn et al. (2011). Blowey & Edmondson (2010) afirmam que,
depois do S. uberis, a E. coli é o microrganismo ambiental mais prevalente, como causador de
mastite, 0 que estd em total consonancia com o presente estudo. Afirmam ainda que as [IM
por S. uberis estdo altamente associadas & presenca de camas com revestimento de palha. Em
relacdo a E. coli, referem que as IIM por esta bactéria, presente em elevado nimero nas fezes,
ocorrem principalmente em vacas estabuladas com condi¢cdes de higiene pobres e com
elevada humidade. De Vliegher et al. (2012), refere o S. uberis como responsavel por

elevadas incidéncias de mastite em novilhas.
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O grupo de Streptococcus ambientais causadores de mastite inclui, além do
Streptococcus uberis, o S. dysgalactiae e outros Streptococcus, Enterococcus como o E.
faecalis e mesmo o Aerococcus viridians, agindo como microrganismos patogenicos
oportunistas segundo Smith (2009). Este refere ainda, que estas bactérias sdo relativamente
mais prevalentes em exploracdes que praticam essencialmente medidas de controlo para
agentes contagiosos.

Com respeito ao Lactococcus garviae, que neste estudo tem uma prevaléncia de
5,8%, sendo um dos mais prevalentes, ndo € frequentemente referido na literatura como causa
de mastite. No entanto, segundo Alrabadi (2012), que realizou um estudo acerca do efeito de
diversos antibidticos nesta bactéria isolada de productos lacteos, o L. garviae foi
primeiramente isolado de casos de mastite bovina. Koskinen et al. (2010) verifica também no
seu estudo, Lactococcus spp, em resultado de culturas realizadas de mastites clinicas.

Com uma prevaléncia de 4,1% apresenta-se o Staphylococcus aureus. Segundo
Smith (2009), este agente contagioso esta presente na maioria das exploracées, variando a sua
prevaléncia e 0 impacto econdmico que causa. Segundo Quinn et al. (2011), mesmo as
exploragdes que adoptam medidas de controlo, tém o S. aureus como causa comum de mastite
clinica e subclinica. Contudo, Barkema et al. (2009) refere que, com a adop¢do dos programas
de controlo, a prevaléncia de IIM por S. aureus tem vindo a diminuir em varios paises
Europeus.

Em relagdo aos coliformes que ndo a E. coli, incluindo a Serratia marescens,
Klebsiela oxytoca, Enterobacter cloacae e Klebsiela pneumoniae, encontram-se com uma
prevaléncia total de 8,6%. Segundo Smith (2009), estes microrganismos sdo uma grande
causa de mastite, concordando com os resultados deste estudo.

Em relacdo a Klebsiela spp., Andrews et al. (2008) e Smith (2009) referem que
normalmente est4 associada ao uso de revestimento de camas com serradura.

O Sreptococcus dysgalactiae, bactéria que gera controvérsia quanto a sua
classificagdo em ambiental ou contagiosa, tem neste estudo uma prevaléncia de 2,5%.
Segundo vérios autores (Andrews et al., 2008; Quinn et al., 2011; Smith, 2009), ocupa uma
posicao intermédia entre os dois grupos, dado que possui caracteristicas de um e de outro. A
sua presenca como mais prevalente neste estudo pode, entdo, significar ora problemas no
controlo da mastite ambiental, ora na mastite contagiosa.

No que diz respeito ao Streptococcus agalactiae — agente contagioso e com
prevaléncia de 2,1% — sendo um dos menos prevalentes, segundo Quinn et al. (2011), esta
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bactéria tem sido, nos ultimos anos, cada vez menos causa de mastite. Em Barkema et al.
(2009) afirma-se mesmo que em alguns paises com uma industria leiteira desenvolvida, a
maioria das produgdes estéo livres de S. agalactiae. Estes factos véo ao encontro do presente
estudo.

Embora estejam presentes trés espécies de Kocuria, K. rosea, K. kristinae e K.
varians, como mais prevalentes neste estudo, estas ndo sdo frequentemente referidas na
literatura como agentes de mastite. Contudo, em De Freitas et al. (2012), foram identificados
trés casos de mastite por K. kristinae. As identificacdes foram realizadas pelo sistema Vitek®
2, igualmente utilizado no laboratério da Proleite, onde foram realizadas as identificacfes
referidas neste estudo. Ben-Ami et al. (2005), realizou um estudo que reporta a identificacdo
errénea de SCN como sendo Kocuria spp., pelo sistema Vitek 2°. Por outro lado, Boudewijns
et al. (2005), comentando Ben-Ami et al. (2005), refere que esse erro se deve a utilizacdo das
cartas de identificagdo Vitek® 2 ID GPC. Refere ainda que, com o uso das cartas Vitek® 2 GP,
a identificacdo é mais confiavel. No laboratorio da Proleite, sdo utilizadas as cartas de

identificacdo GP, podendo concluir-se que as Kocuria spp. identificadas, séo de facto Kocuria
spp.

Em relacdo ao objectivo geral deste trabalho — determinar a relacdo entre as CCS e 0s
agentes mais prevalentes causadores de mastite — verifica-se que existem diferencas
estatisticamente significativas entre os dois parametros. Isto significa que as CCS diferem
consoante o0 agente causador de mastite. Este resultado estd de acordo com o referido na
revisao bibliogréfica realizada para este estudo.

De acordo com Harmon (1994) e Radostits et al. (2002), os agentes de maior
importancia causam maiores elevacdes nas CCS relativamente aos de menor importancia.

No presente estudo, 0s agentes de maior importancia encontrados sdo Streptococcus
uberis e outros Streptococcus ambientais e E. coli e outros coliformes. Quanto aos de menor
importancia, apenas estdo presentes SCN. Em relagdo ao Aerococcus viridians e Lactococcus
graviae ndo foi possivel encontrar informacgéo para a sua classificagdo em agentes de maior
Ou menos importancia.

No que respeita as CCS, verificam-se maiores valores nos agentes de maior
importancia, concordando com a bibliografia, com excepc¢do do Enterococcus faecalis, que
possui contagens menores que o Staphylococcus chromogenes, considerado de menor

importancia.
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Pyorila (2003) afirma que as CCS mais elevadas se verificam em relacdo ao S.
uberis e coliformes. Este facto esta em concordancia com este trabalho em que as maiores
contagens se verificam no S. uberis seguidas das de E. coli.

Em relagdo ao Aerococcus viridians, que segundo Smith (2009) é considerado um
Streptococcus ambiental, pode deduzir-se que é de maior importancia. No entanto, o resultado
obtido em relacao a este agente ndo confirma esta suposicéo.

Quanto ao Lactococcus garviae, é impossivel aferir algo acerca do seu resultado,
pois ndo foi encontrada informac&o bibliogréafica suficiente.

Apesar de ter sido constatado que os diferentes agentes influenciam as CCS, ha que
ter em conta que estas ndo dependem apenas dos mesmos. Existem outros factores, como
flutuacBes das CCS, idade e numero de lactacGes, periodo de lactagdo, tipo de maneio,
sazonalidade, frequéncia e tipo de ordenha, método de contagem e, mesmo, a genética, que,
com maior ou menor peso, influenciam também as CCS (Harmon, 1994; Pyorild, 2003;
Andrews et al., 2008; Hagsnestam-Nielsen et al., 2009; Malek dos Reis et al., 2011).

Considerando a relacdo entre as CCS e o objectivo da andlise de leite requerida
(Tratamento ou Secagem), verifica-se também que existem diferencas estatisticamente
significativas.

Segundo Robert et al. (2006) e Quinn et al. (2011), o tratamento de vacas em
lactacdo destina-se essencialmente a mastites clinicas e a terapia de secagem a mastites
subclinicas e prevencdo de novas 1IM no periodo seco.

Segundo Van der Borne et al. (2011), os animais com maiores CCS tém maior risco
de desenvolver mastite clinica em relagdo aos animais com menores CCS.

Verifica-se, neste estudo, uma média de CCS mais elevada no grupo Tratamento
(5040,000 cél/ml) em relacdo ao grupo Secagem (1326,000 cél/ml). Pode supor-se entdo que,
conforme referido, os animais do grupo Tratamento possuem contagens mais elevadas e que,
provavelmente sofrem mastite clinica, confirmando o proposito da analise. Em relacdo ao
grupo Secagem, com contagens mais baixas, supde-se que os animais tém mastite subclinica,
sendo o proposito da analise apenas a terapia de secagem.

No entanto, ha que ter em conta todos os factores que influenciam as CCS e ndo
estdo contemplados neste estudo e que mesmo em CCS baixas, pode ocorrer mastite clinica
(Van der Borne et al., 2011).
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Com respeito a relacdo entre os agentes causadores de mastite e 0 objectivo da
andlise (Tratamento ou Secagem), verifica-se a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas. Realga-se que em relacdo ao Staphylococcus aureus, existem mais casos de
mastite no grupo Secagem (18 casos) comparativamente ao grupo Tratamento (6 casos), e que
em relagcdo ao Streptococcus uberis existem mais casos de mastite no grupo Tratamento (35
casos) relativamente ao grupo Secagem (10 casos).

Segundo Smith (2009), a maioria das infec¢Bes por S. aureus é subclinica, apoiando
este estudo, uma vez que a terapia de secagem, como referido por Robert et al. (2006) e
Quinn et al. (2011), destina-se essencialmente a mastites subclinicas.

Por outro lado, de acordo com Smith (2009) mais de 50% das infecg¢Bes por S. uberis
sdo clinicas, o que suporta também este estudo, uma vez que, tal como referem Robert et al.
(2006) e Quinn et al. (2011), o tratamento de vacas em lactacdo se aplica principalmente a

mastites clinicas.
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6. CONCLUSAO

Em sintese, confirmou-se a existéncia de uma relacéo entre as seguintes varidveis: 0s
agentes causadores de mastite e as CCS, as CCS e o objectivo da analise, e ainda entre 0s
agentes e o objectivo da analise.

Com respeito a relacdo entre os agentes e as CCS, foi possivel determinar que as
CCS variam consoante o agente causador de mastite.

Concluiu-se ainda que na relacéo entre as CCS e o objectivo da andlise, as contagens
variam em funcdo do objectivo da analise requerida e que este tem relacdo com o tipo de
mastite (clinica ou subclinica)

Relativamente aos agentes e 0 objectivo da analise, foi possivel aferir que os agentes
tém influéncia no tipo de mastite que causam, sendo esta clinica ou subclinica, e que,
consequentemente, influenciam o objectivo da analise

Uma vez que este trabalho confirma a informacéo ja publicada acerca deste tema,
mas fornece dados relativamente a Portugal, torna-se decerto mais facil, optimizar o maneio
da mastite.

N&o sendo utilizada uma amostra representativa do pais, mas contendo dados de
diversas exploracdes, este estudo pode ser entdo, base, para pesquisas futuras, abordando os
demais factores que influenciam as CCS e a mastite, contribuindo assim para um melhor

controlo da doenca.
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APENDICES



Apéndice |

Andlises laboratoriais

Todas as amostras de leite foram processadas no laboratério oficial da Proleite,
certificado e acreditado.

As culturas, realizadas em meios selectivos para Gram positivos e Gram negativos,
sendo o Columbia CNA e o MacConkey respectivamente.

Os antibiogramas foram realizados em meio Mueller Hinton com os discos
disponiveis, destrincando entre o grupo Secagem e o grupo Tratamento.

A identificacdo dos agentes é feita pelo Vitek® 2, com cartas de identificacdo Vitek®
2 GP e GN.

As CCS foram realizadas no Laboratério Interprofissional pelo método da citometria
de fluxo.



Apéndice Il

Parte da folha de calculo Microsoft Office Excel 2007 — Informatizacdo dos dados

Identificacio Data Data Agentes
Exploracio _ ) CCS (x10 AB Tx/Seca
P N da Amostra Recepcio Resultado Identificados ( 3)
A 6 1545 01-10-2012 04-10-2012 S. aurens 5421 Rifaximina, Cefquinoma Seca
A 7 5505 01-10-2012 04-10-2012 E. col 630 Cefquinoma, Rifaximina Seca
A 7 5505 01-10-2012 04-10-2012 5. saprophyticus 630 Cefquinoma, Rifaximina Seca
3 - . - -
A 06-11-2012 | 09-11-2012 St s 89 Cefquinema, Rifaximina, Seca
PT814785503 Ampicilina
3 " - -
A 06-11-2012 | 09-11-2012 | Enterococcus faecalis 39 P DRI teor
PTE814785503 Ampicilina
4 P'I' . . - .
A 06-11-2012 | 09-11-2012 | Enterococcus faecalis 51 Rifaximina, Cefquinoma. Seca
114835039 Ampicilina
5 -
A 06-11-2012 | 09-11-2012 e S 167 Cefquinoma, Cefoparazona. Tors
PT514847610 Ampicilina
5 Cefaui Cefi
A 06-11-2012 | 09-11-2012 S. saprophyticus 167 ciqumoma, FEOPAAONR | Seca
PT514847610 Rifaximina
9 -
A 18-12-2012 | 21-12-2012 L e 161 CEIT e, R A teor

PT614826612

Rifaximina




5

Ubrolexin, Penetavet injector,

01-10-2012 04-10-2012 Klebsiella oxytoca 17120 . Tx
PT9o14867074 Cefalexina
5 : ;
01-10-2012 | 04-10-2012 S. chromogenes 17120 Cefalexina, Penctavet Tx
PT9o14867074 mjector, Ubrolexin
2 ;
30-10-2012 | 09-11-2012 E. coli 7439 e, DA Tx
PT114156498 injector, Ubrolexin
. Jo—
18-122012 | 21-12-2012 E. col Coag. e Tx
PT514143847 Marbofloxacina
2 po—
21-03-2013 | 27-03-2013 Klebsiella oxytoca 1695 AR C TSI, Tx
PT432251244 Ubrolexin
7 . .
21-03-2013 | 27-03-2013 | Micrococcus huteus/lylae 1695 R Tx
PT432251244 Cefoparazona
1 )
01-10-2012 | 04-10-2012 Aromonas 107 Ubrolexin. Penetavet ijector | Tx
PT614134922 hydrophila/caviae
1 . -
01-10-2012 | 04-10-2012 S. chromogenes 107 R = Tx
PT614134022 Cefalexina




