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RESUMO

Estudou-se a viabilidade da utilizacdo da citologia aspirativa por agulha
fina (CAAF) e Citologia de Expressédo (CE) em 137 bdfalas, procedentes de
sete propriedades leiteiras, localizadas nos municipios de Jau, Botucatu e
Sorocaba, estado de Sdo Paulo, como novo recurso no diagndstico precoce da
mastite, além da frequéncia de mastite subclinica, as caracteristicas dos
agentes etioldgicos envolvidos, a relacdo entre a Contagem de Células
Somaticas (CCS) pelo método automético, reacdo ao “California Mastitis Test”
(CMT), reacdo ao “Whiteside” modificado WSM contagem de bactérias
aerdbias mesofilas e exame microbiologico, avaliou-se, ainda, a sensibilidade
bacteriana frente a antimicrobianos, producédo de beta-lactamase para E. coli e
S. aureus, além da caracterizacdo pela Reacdo em Cadeia de Polimerase das
amostras de Escherichia coli isoladas e pesquisa da producdo de toxinas
estafilococicas. Dos 548 quartos mamarios estudados, obteve-se uma
freqUéncia para mastite subclinica de 16,8%. O Staphylococcus epidermidis o
agente mais frequente (21,43%). A média da CCS obtida nas amostras
analisadas foi de 170, 26 x 10% cél/mL de leite. As cepas de S. aureus
apresentaram maior sensibilidade para Meticilina (100%), Amoxilina + Acido
clavulonico (100%), Cefalotina (84%) e Gentamicina (67%) e as E. coli para
Enrofloxacina (100%), Gentamicina (100%) e Cefoperazone (100%). Das seis
(06) cepas de S. aureus isoladas cinco (05) foram produtoras de TSST-1 e uma
(01) para EEA. A producao de beta-lactamase foi de 83% para as cepas de S.
aureus e 57% para E. coli. A CAAF apresentou 6tima especificidade (96%) da
mesma forma que a CE por analise comparativa, quando comparada com
outras técnicas para diagndstico da mastite, verificando-se a predominancia de
neutréfilos nas amostras com reacao inflamatéria, deste modo conclui-se que a
CAAF e a CE podem ser utilizadas para determinacédo do grau de inflamagé&o

da glandula mamaria de bufalas.
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ABSTRACT

The viability of Fine Needle Aspiration Cytology (FNAC) and Expression
Cytology (EC) in 137 buffalos, proceeding of seven farms in Jad, Botucatu and
Sorocaba municipal districts in S&o Paulo State were studied. Frequency of
subclinical mastitis, feature of etiological agents, production of toxins in
Staphylococcus aureus and beta-lactamase by S. aureus and Escherichia coli
were studied too. Total of 548 udder quarters, the frequency was 16,8%.
Staphylococcus epidermidis was the pathogen found in 21,43% of samples and
was the highest rate. The Somatic Cell Count (SCC) media was 170,26 x 103
cell/mL of milk. Sensibility to antimicrobial drugs demonstrate S. aureus was
more susceptible methicilin, Amoxilin + Clavunonic acid, cephalothin and
gentamicin and E. coli to enrofloxacin, gentamicin and cefoperazone. Five (05)
samples S. aureus tested were producers TSST-1 and one (01) enterotoxin A
(EEA). The beta-lactamase production was 83% in S. aureus samples and 57%
to E. coli samples. A excellent specificity (96%) was observed to FNAC and EC
when compared to others techniques to mastitis diagnostic. Neutrophils were
the most prevalent cellular type in the analyzed samples. The FNAC and EC
can be used for determination of inflammation grade in the buffaloes mammary

gland.
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1.INTRODUCAO

A principal funcdo do bufalo, nos paises ou regiées onde € explorado,
consiste na producao de leite, ndo apenas devido a sua superioridade revelada
na producdo quantitativa, como principalmente, pelo elevado teor de matéria
gorda que caracteriza o leite bubalino; isto provavelmente pela caracteristica
propria da espécie que tem a capacidade de transformar alimentos grosseiros,
inferiores e do mais insignificante valor nutritivo em leite saboroso, rico em
gordura destinado tanto ao consumo in natura, como preparo de queijos,
manteiga e outros derivados (Fonseca, 1987).

Ha hoje, no Brasil, quatro racas de bufalos reconhecidas pela
Associacdo Brasileira de Criadores de Bufalos (ABCB): Carabao, Jafarabadi,
Mediterraneo e Murrah. A Carabao apresenta aptiddo para producdo de carne
e tracdo e as demais para carne e leite(Nascimento & Carvalho, 1993).

A inflamacdo da mama representa sério problema para a inddstria
leiteira, influenciando de forma decisiva no lucro das propriedades leiteiras. As
perdas econdmicas devido a mastite bubalina sédo grandes e usualmente
ocorrem na forma de reducdo na producéo, custos devido ao leite descartado,
gastos com tratamentos e honorarios veterinarios (Hamza & Choudhuri, 1994a;
Singh & Singh, 1994).

Singh & Singh (1994), em estudo realizado na india, observaram perdas
na producdo de leite de bdfalas com mastite clinica e subclinica em torno de
17,5% e prevaléncia de 24,4% para mastite subclinica nesta espécie.
Estimaram, também, a perda na producdo de leite por mastite subclinica em
torno de 0,35 l/animal/dia.

O “California Mastitis Test” (CMT) tem por base a estimativa do contetudo

de células somaticas no leite sendo interpretado subjetivamente pelo
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estabelecimento de escores que na maioria dos casos variam de um a cinco.
Dependendo da interpretacdo dos escores, o CMT pode revelar resultados
falso-positivos ou falso-negativos. O principal fator que influencia o aumento
das células sométicas no leite € o estado infeccioso, entretanto, outros fatores
como idade do animal, estagio da lactacdo e estresse podem influenciar esse
aumento (Brito et al., 1997).

O “Whiteside” modificado (WM) é um dos testes indiretos utilizados no
diagnostico de mastite, desenvolvido por Murphy e Hanson em 1941.
Apresenta boa correlacdo com a contagem leucocitéria do leite. Assim como
outras provas indiretas, 0 WM pode detectar os menores graus de irritacdo da
glandula (Vihan & Sahni, 1987).

Contudo, o diagnéstico da mastite bubalina ainda ndo esta totalmente
esclarecido, apesar da utilizacdo de técnicas ja padronizadas recomendadas
para bovinos, como por exemplo, o CMT e o Whiteside. Neste contexto, a
citologia diagnostica (CD) técnica em uso ja ha algum tempo na medicina
humana, surge como forma de diagnéstico na Medicina Veterinaria. Sua
primeira utilizacdo foi no Memorial Hospital for Cancer and Allied Diseases, em
Nova lorque, no ano de 1930. Na Medicina Veterinaria a utilizacdo deste
método vem crescendo desde 1980, conforme Ménard et al. (1986).

A citologia oferece a possibilidade de alcance em mais de dez planos da
lesdo em relacdo a bidpsia com apenas um plano e possibilita também a
obtencdo de uma amplitude de area examinada quase dez vezes maior que a
bidpsia (DeMay, 1996).

A cultura da secrecdo do Ubere, entretanto, € considerada o método
mais seguro para identificar a causa da infeccdo mamaria. As bactérias

patogénicas isoladas com maior frequéncia sdo o Staphylococcus aureus,
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Staphylococcus spp, Bacillus spp., Corynebacterium spp., Escherichia coli,
Streptococcus spp. e Pseudomonas spp. (Saini et al.,, 1994; Oliveira, 1997;
Naiknaware et al., 1998).

A presenga de fungos causadores de mastite como Unico agente
ou associado a bactérias tem tido grande importancia atualmente, ndo apenas
como causa de grandes prejuizos econdmicos, mas também por tornar o leite
improprio para o consumo humano. Em 150 amostras obtidas de animais com
mastite clinica e subclinica, 74 (49,33%) foram positivas ao CMT, com 6,8% do
total das amostras positiva para fungos; destas 5,4% foram Candida albicans e
2,27% Aspergillus spp. (Mahapatra et al., 1996).

A sensibilidade dos testes indiretos na deteccdo da mastite subclinica
em bufalos foi pesquisada por Tijare et al. (1999). Quando comparado ao
exame microbiologico do leite, de todos os testes analisados, o de
condutividade elétrica demonstrou ter maior correlacdo de positividade que os
demais testes, sendo considerado como o0 mais eficaz. Os autores
consideraram que durante a aplicacdo dos varios testes indiretos houve muita
variacdo em relacdo a sensibilidade destes e consideraram como uma
explicacao plausivel o fato da associacdo de bactérias a outros microrganismos
podendo influenciar e alterar os resultados.

Dentre as provas utilizadas para avaliacdo da qualidade do leite,
principalmente em bovinos, o conteudo leucocitario representado pela
Contagem de Células Somaticas (CCS), € um bom indicador do estado de
higidez da mama (Meirelles et al., 1997).

Prasad et al. (1996) obtiveram em bufalas com mastite subclinica cerca
de 87 a 95% das amostras com CCS maxima de 250.000 cél/mL; as razdes

Y

deste numero foram atribuidas a alta resisténcia dos animais nativos as
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condicdes ambientais ou devido a diferenga existente em certas estruturas nas
tetas das bufalas e salientaram ainda a necessidade da realizacdo de novos
estudos sobre o assunto.

O Staphylococcus spp. e principalmente o Staphylococcus aureus
destacam-se como agentes causais mais comuns em casos de toxinfeccéo
alimentar, decorrente da ingestdo de toxinas produzidas e liberadas pela
bactéria, sendo esta termoestavel, resistente a0 cozimento e a pasteurizacao
(Penna et al., 1988).

Varios testes, como a imunodifusdo, Aglutinacdo Passiva Reversa em
Latex (RPLA), radioimunoensaio e ELISA sdo utilizados para deteccdo de
enterotoxinas estafilocécicas (Bergdoll, 1990).

O RPLA apresenta grandes vantagens devido a sua alta especificidade e
sensibilidade, detectando niveis minimos de até 0,75 ng/g de alimento, além de
ser um método simples rapido e de baixos custos (Park e Szabo, 1986).

O aparecimento de linhagens resistentes a antibidticos ocorre pela
selecdo de mutantes na populacdo bacteriana exposta ao antibiético. A
atividade hidrolitica das b-lactamases que inativam antibiéticos b-lactamicos
sdo 0s principais mecanismos de aquisicdo de resisténcia por bactérias
patogénicas gram-negativas (Vakulenko et al., 1998).

O Staphylococcus aureus caracteriza-se por uma variedade de fatores
patogénicos que podem levar a danos nos tecidos da glandula, ao escape dos
mecanismos de defesa e a neutralizacdo natural ou adquirida de antibiéticos. A
presenca do plasmideo 2027-bp foi associada com a reducdo da resposta

neutrofilica e aumentou a resisténcia frente a antimicrobianos b-lactamicos,

portanto, cepas que carreiam este plasmideo apresentam alta probabilidade de



invadir e colonizar a glandula mamaria, sobreviver a terapia antimicrobiana e

tornar-se indetectavel (Piccinini & Zecconi, 2001).
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2. LITERATURA: REVISAO

Da importancia da bubalinocultura, Cockrill (1994) afirma que, de todas
as espécies domésticas que servem a humanidade o bufalo asiatico detém a
maior perspectiva e potencial para a producéo.

O leite de bufala € muito popular e valorizado em lugares onde a dieta €
deficiente em proteina, contendo 30% a mais de proteina que o leite bovino,
além de apresentar niveis de colesterol mais baixos (Zava, 1987).

Vale (1994) cita que € fato bem conhecido que, o bufalo é a espécie
mais eficiente na conversdo de fibras em leite do que o bovino, necessitando
de 10.000 Kcal para produzir um quilo de leite contra as 15.000 Kcal do bovino.
O mesmo autor afirma ter ocorrido no estado de S&o Paulo um “boom” na
producéo de leite utilizada na idustrializagcdo de queijos, especialmente do tipo
“ricota” e “mozarella”.

Nascimento & Carvalho (1993) comparam a composi¢cdo quimica do leite

bubalino e bovino segundo os seguintes aspectos:

Espécie Agua Matéria Gordura Proteina Minerais Calcio Fésforo

Seca
Bubalina 81,7 18,3 8,0 45 0,8 0,18 0,13
Bovina 88,1 12,0 3,0 3,2 0,7 0,12 0,15

Nas espécies bovina e bubalina, os fatores relacionados a injuria da teta,
defeitos no esfincter, permanéncia do patdgeno e estado imune dos diferentes
guartos, representam um importante papel no desenvolvimento da mastite
subclinica. A susceptibilidade subclinica em bufalas é muito reduzida quando

comparada a vaca, possivelmente pela espessura da camada do epitélio e



gueratina, além de uma melhor organizacdo da musculatura do esfincter do
teto (Saini et al., 1994).

Thirunavukkarasu e Prabaharan (1998) encontraram correlacdo
significativa entre mastite bubalina, o estagio de lactacdo, nimero de lactacdes,
anormalidades do Ubere, estacdo do ano, higienizacdo dos estabulos e tipo de
ordenha.

Lau et al. (1986) afirmaram que a maioria das bufalas positivas ao
diagnodstico de mastite subclinica através do CMT, Whiteside Modificado e
Purpura de Bromocresol, encontrava-se entre a quarta e sexta lactacao,
acreditando-se ser este o periodo em que as bufalas tornam-se mais
susceptiveis as infeccbes do Ubere. Notaram também que o maior niUmero de
blfalas suspeitas encontravam-se entre a primeira e segunda lactacdo e que
grande maioria das infec¢cdes ocorre em um quarto do Ubere e ndo em dois ou
mais, ndo havendo predilecédo pela localizagcdo dos mesmos.

Em estudo realizado em Punjab na india, Saini et al. (1994) notaram
incidéncia de 2,59% para mastite subclinica em bufalas, sendo baixa durante a
primeira lactacdo e aumentando nas subsequentes.

Vianni et al (1990) referem-se ao CMT como método diagndstico que
apresenta boa sensibilidade na estimativa de células sométicas no leite
bubalino, pois obtiveram uma concordancia de 93,7% entre o CMT e as
contagens de células somaticas em 159 quartos mamarios de bufalas
reagentes ou ndo ao CMT.

Estudo realizado no Vale do Ribeira por Costa et al. (1997b) revelou
uma positividade de 14,5% do total de 1.252 quartos ao CMT e do total de 863
exames microbiolégicos 23,7% foram positivos, havendo alta ocorréncia de

Corynebacterium spp. (59,25%.) e Staphylococcus spp. (17,59%).

37



Em bubalinos, sdo escassos os estudos que empregaram o "Whiteside”
modificado (WM) no auxilio ao diagndstico da mastite subclinica e clinica,
contudo estes poucos estudos revelam que o CMT, WM e o teor de cloretos
conferem credibilidade ao diagndstico, apesar de ndo demonstrarem exatidao
entre si, neste contexto, Oliveira (1997) descreveu sensibilidade para o WM de
45,3%, um pouco mais elevada do que a observada para o CMT (26,6%)
entretanto esta ainda foi considerada baixa.

A principal caracteristica do exame citologico € a rapidez do diagnéstico,
além da simplicidade de execucdo, necessidade de pequena quantidade de
material, estressa pouco o animal, € indcua, de baixo custo e boa resolucéo no
diagndstico microscépico das lesdes, permitindo a distingdo entre processos
inflamatérios agudos ou crbénicos (com base nos tipos de leucdcitos
predominantes), e neoplasicos, benignos ou malignos (Guedes et al., 1997;
Rocha, 1998).

A citologia aspirativa por agulhas finas (CAAF) envolve o exame
microscoépico obtido de massas sélidas ou fluidas, que séo posteriormente
classificadas em duas grandes categorias de valores clinicos: processos
inflamatdrios ou neoplasicos, permitindo também o estudo da evolucdo do
processo (Rocha, 1998).

O diagndstico citolégico de infeccbes bacterianas permite ao médico
veterinario a sugestdo do agente etiolégico envolvido e indicacdo de terapia
antimicrobiana inicial proviséria, antes de obter-se os resultados da cultura
bacteriana e antibiograma, entretanto exige experiéncia e habilidade técnica,
no reconhecimento das espécies (Clinkenbeard et al., 1995).

Kumarasinghe (1997) refere-se a bidpsia aspirativa por agulha fina como

procedimento diagndéstico padronizado para varias enfermidades mamarias no



homem, utilizada com sucesso no diagnéstico de mastite granulomatosa;
principalmente na diferenciacdo das especificas como a tuberculosa e a
micaotica de outras mastites bacterianas.

A deteccdo de bactérias pela CAAF no local da resposta inflamatoria na
glandula mamaria deve ser interpretada com cautela, a observacdo de
bactérias sem aumento significativo de neutréfilos, pode sugerir que a amostra
tenha sido contaminada por bactérias comensais (Clinkenbeard et al., 1995).

Martinez-Girbn & Ribas-Barceld (2001) ressaltam a presenca
relativamente frequiente de algas nas laminas citologicas e que apesar da
possibilidade de contaminacéo pela agua utilizada nas lavagens das laminas, a
presenca de microalgas pode ser interpretada de forma errébnea como fibras de
origem vegetal ou sintética e pélen determinando um falso diagnaéstico.

A sua utilizacdo em estudos relacionados a mastite bovina foi realizada
primeiramente por Domingues (1999), que obteve predominancia de reacdes
agudas e de intensidade discreta para os animais com mastite, demonstrando
também que a técnica ndo influenciou na producao leiteira dos animais, sendo
sua utilizacéo inédita em estudos na mastite bubalina.

A citologia de expressao ja é utilizada com frequéncia na Medicina
Humana, entretanto em Medicina Veterinaria e principalmente em animais de
producdo torna-se inédita a sua utilizacdo. Se a mama apresenta um fluxo
abundante e espontaneo, ao se efetuar uma ligeira pressao sobre ela, gotas de
liguido poderdo ser obtidas com auxilio de laminas e imediatamente fixadas
(Azira, 1976).

Segundo Godden et al. (2002) a sensibilidade da cultura bacteriolégica
para deteccdo de mastites infecciosas aumenta com o numero de UFC/mL na

amostra de leite. Portanto, nenhum método de coleta de amostras ou
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manipulacdo que leve ao aumento no numero de UFC/mL no leite devera
resultar na melhora da deteccdo de Staphylococcus aureus nos quartos com
infeccdo intramamaria subclinica. Neste estudo, foi relatado que coletas poés-
ordenha com congelamento das amostras demonstraram aumento na
sensibilidade de deteccdo do Staphylococcus aureus quando comparado com
uso de amostras frescas poés-ordenha, entretanto, ndo houve correlacao
positiva entre amostras congeladas coletadas antes da ordenha com amostras
frescas do mesmo momento.

Na espécie bovina hd uma alta associacdo entre a presenca de
bactérias e mastite, o que de certa forma ndo ocorre em bufalas. Bactérias nédo
patogénicas podem permanecer no Ubere e no animal de forma geral, pelo
convivio em areas alagadas (Hassan et al., 1984).

Costa et al. (1997a) encontraram positividade ao exame bacterioldgico
para um total de 468 amostras de 42,25% no inicio de lactagédo, 33,34% no
meio da lactacdo e 20,31% no final da lactacéo, sendo o Staphylococcus spp. e
Corynebacterium spp. 0s agentes mais frequientemente isolados nessas trés
fases.

O género Corynebacterium atualmente destaca-se em pesquisas da
mama sendo implicados em importantes infeccées no homem e nos outros
animais. Algumas espécies, destacando-se o Corynebacterium aquaticum
atualmente designado de Aureobacterium podem ser isoladas no leite e
derivados, solo, 4gua doce e plantas, sendo incriminados nos humanos como
causadores raros de endocardites, meningites e peritonites (Janda, 1998).

Ao exame de 154 amostras de leite de bufalas da raca Murrah com
mastite  subclinica, Langoni et al.(1994) obtiveram isolamento de

Corynebacterium bovis (31,7%), Staphylococcus epidermidis (30,5%),



Streptococcus agalactiae (26,9%), Staphylococcus aureus (4,9%), Actinobacter
calcoaceticus (2,4%), Pasteurella multocida (2,4%) e Bacillus spp. (1,2%).

Varshney et al. (1993) caracterizando bioquimicamente 49 amostras de
S. aureus de origem mamaria bubalina pela producdo de coagulase, fator
clumping, atividade hemolitica, producdo de pigmento e fermentacdo da
maltose e manitol, revelaram que as caracteristicas bioquimicas do S.aureus
procedente de bubalinos nao diferem dos de origem bovina.

As diferencas entre praticas de manejo, resposta imune e estrutura da
mama, o nivel de controle de mastite bem como a freqiéncia relativa de
ocorréncia de contagio e patdégenos oportunistas da microbiota da pele, devem
ser levados em consideracdo na diferenciacdo entre vacas e bufalas com
respeito a mastite por Escherichia coli, menos severa e menos frequentes em
bifalas e ndo necessariamente associadas ao parto nesta espécie. Bufalas de
habito aquatico apresentam elevada taxa de mastites de origem ambiental com
indices de isolamento de E. coli em torno de 10,34% (Muhammad et al., 1995).

Ao longo dos anos a mastite micética bubalina e bovina tem adquirido
maior importancia, isto pode ser atribuido a varios fatores como tratamento de
mastite sem diagndéstico apropriado, administracédo prolongada de antibioticos e
esteréides e contaminacdo por infusdes intramamarias. Relatos como o de
Chhabra et al. (1996) revelaram alta prevaléncia para mastite micética sendo
os fungos e leveduras isoladas de 10% e 16,6% das amostras
respectivamente. O isolamento de fungos em animais aparentemente
saudaveis foi responsavel pelo elevado indice de mastite subclinica.

Chhabra et al. (1998) detectaram mastite micotica em 23,14% de 350
amostras de leite de bufalas examinadas. Destas, 51 (63%) foram leveduras e

30 (37%) fungos. As leveduras mais comumente isoladas foram Candida
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albicans (33,3%), Candida krusei (25.5%), Candida tropicalis (15,7%), Candida
parapsilosis (13,7%), Candida guilliermondii (5,9%), Trichosporon spp. (3,9%) e
Rhodotorula spp. (2%). Dos fungos isolados predominara: Aspergillus niger
(33,3%), Aspergillus fumigatus (23,3%), Mucor spp. (13,3%), Aspergillus flavus
(6,7%) e Penicillium spp. (3,3%).

Os constituintes celulares do leite tém recebido atencdo especial no
decorrer das pesquisas em mastite. Tradicionalmente, a interpretacao tem sido
baseada no numero total de células somaticas, neutrofilos sdo as células
predominantes no leite mastitico, seguidos por linfécitos, células epiteliais e
mondcitos (Dhakal et al., 1992).

Em estudo realizado no Estado de Pernambuco, Meirelles (1997)
encontrou uma média de 34,76 x 10° na CCS, para amostras positivas ao
exame bacteriologico. A mesma autora verificou que existe tendéncia a
diminuicdo na CCS a medida que aumenta o numero de lactacdes.

Singh & Ludri (2001) determinaram as variacbes na CCS no leite de
bufalas negativas ao CMT influenciadas pelo momento da ordenha, estagio de
lactacdo, paricdo e sazonalidade. Ndo houve diferenca estatistica entre
momento da ordenha (manha e tarde) o que sugere que nao ha variacdo diurna
existente na CCS no leite. Coeficientes de correlagéo significativos entre CCS
durante diferentes estagios de lactacao e paricdo sugerem que CCS por mL de
leite foi mais alta durante os Ultimos estagios de lactacdo. A CCS foi baixa
durante o inverno e no periodo quente-seco mas mostrou-se elevada durante o
periodo quente-umido.

Ha variacdo considerdvel na contagem de leucdcitos entre leite

proveniente de Uberes com mastite subaguda e cronica. Diminuicdo na
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contagem leucocitaria de acordo com a cronicidade do processo e evolucdo
das lesdes histopatoldgicas (Behra & Dwivedi, 1982).

O monitoramento periodico do perfil de sensibilidade dos patogenos
causadores de mastite é de grande importancia, devido a grande variabilidade
etiologica dos agentes possibilitando, desta forma, a orientacdo para terapia
adequada, pois as decisfes terapéuticas sdo comumente realizadas de forma
empirica ou baseadas em informacgdes prévias de sensibilidade para o rebanho
em questédo (Owens et al., 1997; Bezek, 1998).

A sensibilidade in vitro de microrganismos isolados de mastite bubalina
foi estudada por Mitra et al. (1995) que verificaram maior sensibilidade a
ciprofloxacina, lincomicina, cloranfenicol, norfloxacina e ampicilina associada a
cloxacilina para Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Escherichia coli e
Corynebacterium spp..

Saini et al. (1994) avaliaram amostras de estafilococos isolados de
mastite subclinica bubalina e obtiveram excelentes resultados para antibioticos
como gentamicina e cloranfenicol e resultados insatisfatorios frente a penicilina
e a cloxacilina. Os autores atribuem a alta sensibilidade frente aqueles
antibioticos ao fato de serem menos prescritos pelos veterinarios, e a baixa
sensibilidade destes pelo uso prolongado e indiscriminado no tratamento de
diversas enfermidades nos animais, resultados similares foram obtidos por
Chaudhry et al. (1994).

Muhammad et al. (1997) testaram 39 microrganismos, dentre eles o
Staphylococcus aureus, frente a seis diferentes antimicrobianos um alto
percentual destes microrganismos (97,4%) apresentaram-se sensiveis a
cefalexina, seguida pela gentamicina (94,9%) e norfloxacina (89,7%).

Obtiveram uma taxa de cura de 78,4% (29 quartos de 37 com mastite clinica)



para os quartos tratados com cefalexina por quatro dias consecutivos, sendo
estes quartos negativos ao exame bacterioldgico.

A enrofloxacina, derivado da fluorquinolona, foi avaliada no tratamento
da mastite bubalina por Kumar & Thakur (2000). Doses diarias por via
intramamaria (IMM) e intramuscular (IM) foram administradas durante cinco
dias. Houve efetividade de 83,33% quando a administracdo foi concomitante
(IMM e IM) e de 66,67% quando a administracéo foi apenas IMM.

A sensibilidade in vitro de microrganismos isolados de mastite bubalina
foi estudada por Mitra et al. (1995) que verificaram maior sensibilidade a
ciprofloxacina, lincomicina, cloranfenicol, norfloxacina e ampicilina associada a
cloxacilina para Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Escherichia coli e
Corynebacterium spp..

Saini et al. (1994) avaliaram amostras de estafilococos isoladas de
mastite subclinica bubalina e obtiveram excelentes resultados para antibiéticos
como gentamicina e cloranfenicol e resultados insatisfatérios frente a penicilina
e a cloxacilina. Os autores atribuem a alta sensibilidade frente aqueles
antibioticos ao fato de serem menos prescritos pelos veterinarios, e a baixa
sensibilidade destes pelo uso prolongado e indiscriminado no tratamento de
diversas enfermidades nos animais. Resultados similares foram obtidos por
Chaudhry et al. (1994).

A susceptibilidade de cepas de E. coli isoladas de leite mastitico a
antimicrobianos foi descrita por Muhammad et al.(1995) onde 100% das cepas
analisadas foram resistentes a estreptomicina e oxitetraciclina, seguida pela
penicilina e eritromicina e da mesma forma todas foram sensiveis a

norfloxacina e gentamicina.



A Escherichia coli é um anaerébio facultativo predominante na
microbiota intestinal do homem e de outros animais, usualmente estao
confinadas ao limen intestinal. Os sorotipos mais caracteristicos de E. coli séo:
enterotoxigénica (ETEC). produtoras de enterotoxinas ST e LT,
enterohemorragica (EHEC) incriminada na colite hemorragica humana sendo
associada ao consumo de hamburguer mal cozido, enteroagregativa (EAEC),
enteroinvasiva (EIEC) e enteropatogénica (EPEC) que apresenta fator de
aderéncia a células epiteliais o BFP(Bundle-forming pilus — Figura 1) (Nataro &
Kaper, 1998).

Bradley & Green (2001) ressaltam que estudos prévios identificaram a
habilidade da E. coli persistir no Ubere bovino, entretanto este fenébmeno tem
sido considerado relativamente raro ou de pouca importancia clinica.
Demonstraram que a E. coli apresenta grande facilidade em acessar a mama
durante o periodo de estiagem e persistir, somente ressurgindo como

causadora de doenca clinica posteriormente.

Figura 1 — Fotomicrografia eletrbnica do
BFP em Escherichia coli enteropatogénica

(Salton & Kim, 2001).



A principal fonte de intoxicagcéo alimentar estafilocécica de origem animal
€ considerada segundo Bergdoll (1989), o leite de animais mastiticos,
principalmente quando este € utilizado na fabricagdo de queijos sem a
utilizacdo de tratamento térmico adequado.

A modificacdo enzimética de antibiéticos que rendem na sua ineficacia é
um importante mecanismo de resisténcia desenvolvido por bactérias, que
modificam e hidrolisam o anel b-lactdmico dos antibiéticos. Staphylococcus
aureus produtores de b-lactamase poderdo inativar cerca de 100.000
moléculas de benzilpenicilina por minuto (McKeegan et al, 2002).

Aumento na prevaléncia de cepas de bactérias gram-negativas
principalmente de Escherichia coli produtoras de b-lactamase de espectro
estendido (ESBL), de codificacdo plasmidial, derivada das b-lactamases
classicas (TEM-1, TEM-2 e SHV-1) tem sido verificado nos ultimos dez anos,
estas possuem acdo hidrolitica ampliada a todos os b-lactamicos incluindo
cefalosporinas de quarta geracéo (Barbosa et al., 1999/2000).

As enterotoxinas estafilococicas sdo um grupo de proteinas de cadeia
simples com peso molecular de 26000 a 30000 Daltons. De acordo com a sua
individualidade soroldgica séo divididas em : A, B, C;, C,, C3,D,E, G, He l.L A
base utilizada nos testes para deteccéo de enterotoxinas € esta individualidade
sorolégica (Munson et al., 1998).

A sindrome do choque toxico (TST) foi inicialmente descrita em 1978,
como uma enfermidade que acometia adolescentes do sexo feminino,
principalmente no periodo menstrual, originando febre, exantema generalizado,
hipotensdo, acometimento de varios 6rgdos e descamacdo da pele, sendo

causada mais comumente pela toxina do choque téxico (TSST-1), entretanto



outras toxinas como as enterotoxinas B (EEB) e C (EEC) podem determinar
esta sindrome (Schmitz et al., 1998).

A TSST-1 € um polipeptideo de cadeia simples com a capacidade de
estimular a proliferacdo inespecifica de células T e induzir a producdo de
interleucina —1, IFg e TNF (Ikejima et al, 1988; Ellis et al, 1993).

Em 1986, Jones & Wieneke relataram a primeira descricdo de deteccao
da TSST-1 em amostras de origem animal e sua associagdo em casos Severos
de mastite bovina.

No Brasil, Cardoso et al. (2000) descreveram pela primeira vez a
producdo de TSST-1 por amostras de S. aureus isoladas de mastite bovina.

Amostras de origem mamaria que produzem esta toxina podem induzir
a liberacdo de citocinas e promover a inflamacdo do tecido mamario ou
acentuar a cronicidade da doenca (Kenny et al. 1993).

A sensibilidade do teste de aglutinacao passiva reversa em latex (RPLA)
foi demonstrada por Fujikawa & lgarashi (1988) onde detecta-se até 0,5 ng de
toxina por mL de leite, entretanto a especificidade pode estar prejudicada
principalimente em decorréncia da proteina A, caracterizando reacgado
inespecifica pela aglutinacdo de todos os tipos de antitoxinas sensibilizadas

com o latex, inclusive o controle sem a antitoxina.
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3. OBJETIVOS

Avaliar a freqiiéncia de mastite clinica e subclinica em rebanhos bubalinos
procedentes de municipios do estado de Sao Paulo;

Estudar a freqiiéncia dos agentes etiolégicos isolados e caracteriza-los;
Realizar a técnica de Citologia Aspirativa por Agulha Fina (CAAF) e citologia
de expressdo (CE) na mama de bufalas com ou sem mastite clinica e
subclinica e concordar os achados citolégicos com o grau de inflamacédo da
glandula, agente etiolégico envolvido e outras provas de diagnostico;
Investigar a relacdo entre a contagem de células sométicas no leite, reacédo
ao California Mastitis Test, reacdo ao Whiteside e contagem de bactérias
aerdbias mesofilas;

Pesquisar a presenca de Staphylococcus aureus produtores de
enterotoxinas e toxina do choque tOxico e caracterizar as cepas de
Escherichia coli isoladas no leite pela reacdo em cadeia de polimerase
(PCR);

Avaliar a sensibilidade antimicrobiana das cepas bacterianas isoladas pela
técnica de difusdo em discos e a capacidade de producdo de [3—lactamase

para S. aureus e E. coli .
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4. MATERIAL E METODO

4.1 PROPRIEDADES

Durante a realizacdo do experimento foram visitadas sete propriedades
leiteiras, localizadas nos municipios de Jal, Botucatu e Sorocaba, com média
de 50 bufalas em lactacdo, sendo que em seis propriedades a ordenha era
realizada mecanicamente e apenas uma utlizava a manual, todas as
propriedades realizavam pré e pos “dipping”.

4.2 AMOSTRAGEM/ANIMAIS

Foram utilizadas 137 bufalas, perfazendo um total de 548 quartos
mamarios, das racas Murrah e Mediterraneo, de diferentes idades, estagios de
lactagdo e mantidas com 0 mesmo sistema de manejo semi-intensivo.

Os animais do estudo foram submetidos ao exame clinico da glandula
mamaria pela inspecdo dos quartos mamarios e ao diagndstico da mastite
clinica pela prova da Caneca Telada e subclinica pelo “California Mastitis Test"
(CMT) segundo Schalm e Noorlander (1957). Os dados clinicos e biométricos
de cada animal foram registrados em fichas individuais onde constam a idade,

estagio de lactacdo, nimero de partos e a média de producéo de leite.

4.3 COLHEITA DE AMOSTRAS

Dos gquartos mamarios positivos e negativos ao CMT foram colhidas
amostras de 10 mL de leite em frascos estéreis e identificados com 0 nome ou
namero do animal, respectivo quarto, apos prévia lavagem do Ubere com agua
e sabao, secagem com papel toalha e antissepsia do 0stio do teto com alcool a
70° GL. As amostras assim caracterizadas foram acondicionadas em caixa
isotérmica contendo gelo reciclavel e imediatamente encaminhadas ao

laboratorio do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
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Biociéncias da UNESP-Botucatu-SP, onde foram realizados os estudos
microbiologicos e o teste de "Whiteside™ modificado (WM), segundo Murphy e
Hanson (1941). Para a determinacédo da Contagem de células somaticas (CCS)
colheu-se em torno de 50 mL de leite em frascos plasticos contendo 44 mg do
conservante dicromato de potassio, encaminhando-se o material ao laboratorio
do Nucleo de Pesquisa em Mastite do Departamento de Higiene Veterinaria e
Saude Publica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia —UNESP-

Botucatu.

4.4 CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS

Apés a colheita das amostras conforme item 4.3, as mesmas foram
homogeneizadas e submetidas & contagem de células através de

processamento eletrdnico e automatico pelo Somacount 3002

4.5 CITOLOGIA ASPIRATIVA POR AGULHAS FINAS DA GLANDULA

MAMARIA

Para os estudos de citologia aspirativa por agulhas finas (CAAF), apos a
colheita das amostras de leite e nova higienizacdo e secagem do Ubere com
papel toalha, realizou-se a antissepsia da pele com alcool iodado embebido em
algodéo no local da puncao, segundo Rocha (1998). Foram analisados pela
citologia aspirativa 100 animais, perfazendo um total de 400 quartos mamarios.

Com o auxilio de agulhas hipodérmicas (30x7mm) e seringas plasticas
descartaveis, citoaspirador? e laminas histolégicas com extremidade fosca,
procedeu-se a puncdo e o esfregaco do material na lamina, sendo estas
imediatamente identificadas e fixadas em metanol e alcool a 95° GL e

encaminhadas ao Laboratorio de Patologia Veterinaria da Faculdade de

! Bentley Instrumentsa
2 Citoaspirador de Valeri- MPJ -Equip. Médicos Ltda.
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Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP-Botucatu-SP onde realizou-se a
coloracéo pelas técnicas de GIEMSA e SHORR e montagem das laminas para
posterior analise. Nos estudos microscopicos foram avaliadas as
caracteristicas de esfoliacdo, composicdo e tamanho celular, além da
observacdo do padrdo de cromatina e nucléolos, presenca e morfologia dos
agentes envolvidos. As laminas coradas com Giemsa e montadas, no total de
548, foram submetidas a contagem de dez campos em microscopio de leitura
optica (acoplado a lente milimetrada (1mm)), onde calculou-se a média, para
classificacdo do tipo da inflamagcdo quanto ao componente celular. A
classificacdo do tipo de inflamacéo foi realizada segundo Cowell & Tyler (2002)
considerando como processo agudo quando >70% das células inflamatdrias
sdo neutrdfilos, sub-agudo ou crénico ativo quando 50% a 70% das células
inflamatérias séo neutréfilos e cronico quando > 50% das células séo
macrofagos, quando a contagem de neutrdfilos ndo foi representativa a

amostra foi considerada como negativa para inflamacao.

4.6 CITOLOGIA DE EXPRESSAO

Foram analisadas 37 bufalas em lactacdo, perfazendo um total de 148
guartos mamarios. O procedimento utilizado foi adaptado baseando-se em
Azira (1976), no qual apOs posterior antissepsia do teto mamario com alcool a
70° GL realizava-se leve pressdo neste com os dedos indicador e polegar,
esfoliando-se todo o canal do teto. O material obtido era disposto em laminas
histologicas com extremidade fosca, a partir dai seguia-se o0 mesmo protocolo

descrito no item 4.5.

4.7 PROCEDIMENTOS MICROBIOLOGICOS

4.7.1 Contagem do Total de Bactérias Aerdbicas Mesofilas



Esta determinacdo foi realizada conforme as normas estipuladas pelo
Standard Methods for the Examination of Dairy Products (Richardson, 1985)
utiizando-se o Standard Plate Count Agar (Oxoid) como meio de cultura
padrdo e diluicbes decimais de cada amostra na diluicdo de 10! a 107 em
solucdo de salina fosfatada tamponada estéril. Da série de placas semeadas
para cada amostra, foram selecionadas para contagem aquelas que
apresentaram entre 25 e 250 unidades formadoras de colénias (UFC) e os

resultados foram expressos em UFC/mL.

4.7.2 1solamento e ldentificacdo de Microrganismos

De cada amostra, semeou-se aliquotas de 0,1 mL em placas contendo
Columbia Agar Base (Oxoid) adicionado de 5% de sangue desfibrinado de
carneiro (AS), MacConkey Agar-(MA) (Oxoid), Sabouraud Dextrose Agar
(SDA)-(Oxoid) e Mycosel Agar (MyA) (Oxoid), as quais foram incubadas a 37°C
durante 24-48 horas. Para a caracterizacdo do crescimento de fungos, as
placas de DAS e de MyA foram também adicionalmente mantidas por 14 dias
em temperatura ambiente.

Os agentes isolados foram identificados pelas caracteristicas
morfologicas de suas col6nias, morfotintoriais pela técnica de GRAM e provas
bioquimicas gerais e especificas para bactérias de acordo com Quinn et al.
(1994) e através de microcultivos corados com azul de algodao para fungos,

conforme Lacaz (1998).

4.8 CARACTERIZACAO DE LINHAGENS TOXIGENICAS DE S. aureus

O estudo da capacidade de linhagens de S. aureus isoladas de leite
bubalino em produzir as enterotoxinas A-D e a toxina do Choque Toxico TSST-

1 foi realizado pela técnica da Aglutinacdo Passiva Reversa em Latex (RPLA),



utiizando-se os kits comerciais SET (A-D) RPLA® e o Kit TSST-RPLA* (Figura
2). Procedeu-se a técnica de “celofane over night” utilizada por Robins et al.
(1974), para obtencdo do sobrenadante, resultante da lavagem sobre as
culturas crescidas em papel celofane previamente esterilizados, como produto
final para andlise das linhagens toxigénicas. Posteriormente procedia-se a
filtragem dos sobrenadantes, antecipadamente acondicionados em eppendorf e

mantidos a uma temperatura de — 16° C, com membranas® de porosidade entre
0,2 a 0,45 mm. O filtrado constituiu a amostra a ser analisada na pesquisa das
enterotoxinas A, B, C e D (EEA,EEB, EEC e EED) e toxina do choque toxico
(TSST-1). A técnica foi utilizada seguindo recomendac¢des do fabricante e o
resultado foi considerado positivo quando ocorria a reacdo de aglutinacao,

mantendo-se sempre o controle negativo das amostras testadas.
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Figura 2 — Kit RPLA (Oxoid) utilizado para

pesquisa de cepas toxigénicas de S. aureus.

4.9 CARACTERIZACAO DAS LINHAGENS DE ESCHERICHIA COLI

ISOLADAS

3 SET-RPLA TD 900-Oxoid Toxin Detection Kits



4.9.1 Isolamento e caracterizacdo bioquimica

As amostras isoladas de Escherichia coli foram identificadas
bioquimicamente pelos meios: Escola Paulista de Medicina (EPM), Motilidade,
Indol e Lisina (MILi) e citrato de Simmons, ap0s confirmacdo estas foram
estocadas em agar nutriente e mantidas a temperatura ambiente para posterior

andalise.

4.9.2 Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

4.9.2.1- Preparo do lisado e componentes da PCR

As amostras previamente isoladas do leite de bufalas, foram semeadas
em placas de Petri contendo agar nutriente (Oxoid) e incubadas por 18 horas, a
37°C em aerobiose. Logo apos, transferiu-se uma col6nia de cada cepa para
tubo de polipropileno (0,5 mL), contendo Trisma base-EDTA (T.E.) e salina
estéril, homogeneizando-se a mistura com o auxilio de um Vértex®, aquecendo-
se a temperatura de 95°C, por dez minutos, e imediatamente, centrifugando-se
a 12.851 g, por cinco minutos, a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
transferido em aliquotas de 5 m para tubos de polipropileno e congelado a —

20°C até o momento da reacdo (SONG et al., 2000).

Os componentes da reagdo foram misturados em cémara asséptica,
onde distribuiu-se aliquotas de 45m em tubos de polipropileno de 0,5 ml.
Posteriormente, 5 nm do lisado de cada amostra foram adicionados. As reacdes
de amplificacdo foram realizadas em termociclador do tipo Minicycler’. Para
cada reacgdo, utilizou-se uma amostra controle-negativa e uma controle-

positivo, correspondente ao marcador genético de viruléncia (MGV) pesquisado

* TSST-RPLA TD 940-Oxoid Toxin Detection Kits
> Millipore
6 Tremolyne a



(Quadro 1).

Determinou-se para as amostras isoladas utilizando a técnica de PCR os

seguintes MGV: pAA de EAEC, Shiga cytotoxin 1 e 2 (stx) produzidas pelas

EHEC, gene E. coli attachement and effacing (eae) de EPEC e EHEC, bundle-

forming pilus (bfpA) gene de EPEC, invasion-associated locus (ial) de EIEC e

gene para ST-I (stl) e para LT-I (elt), enterotoxinas das ETEC.

Quadro 1- Representacdo dos componentes da PCR para andlise das

amostras de E. coli isoladas de leite bubalino

COMPONENTES VOLUME CONCENTRACAO FINAL
10x PCR buffer 5m 1x
10 mM dNTP mix 1n 0,2 mM
50 mM MgCl, 15m 1,5mM
Taq DNA Polimerase (5U/m) 0,25m 25U
H,O Mili-Q estéril* 29,25 -25,5ni Ya
Iniciadores (10 nM)* 25-45m 0,5 nM
DNA - Molde 5n Ya
Total 50ni

*Volume varia de acordo com o gene pesquisado

4.9.2.2- Primers e amplificacéo

Os primers utilizados, bem como os fragmentos amplificados, nimero de

ciclos e o tempo e a temperatura de desnaturagédo, anelamento e extensédo séo

apresentados no Quadro 2.
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4.9.2.3- Eletroforese

Apoés a amplificacédo o produto final foi separado mediante eletroforese

em gel de agarose a 0,8%. Uma aliquota de 5 m de DNA foi misturada a 5 ni de

tampdo de amostra e colocado no gel. O tempo de corrida foi de
aproximadamente una hora, a 100 Volts e 40 mA. Tratando-se em seguida, o

gel por dez minutos com solucdo de brometo de etidio (1 my/ml) e

posteriormente levando-se ao transluminador ultra-violeta para visualizagdo da
corrida. O padrdo de tamanho molecular utilizado foi 100 pb DNA ladder.

4.10- SOROLOGIA PARA E. COLI

Para todas as cepas de E. coli analisadas utilizou-se soros polivalentes
(PROBAC®®) na identificacdo dos sorogrupos, estes constituidos de anticorpos
contra antigenos O e superficiais do tipo K. As amostras foram diluidas em uma
gota de solucao fisiol6gica e misturadas a uma gota de soro-polivalente, para o
sorogrupo em questdo, segundo metodologia recomendada pelo fabricante. A
reacao positiva caracteriza-se pela observacdo na formacdo de aglutinacao
completa do material na lamina (Figura 3). Nas amostras reagentes adotou-se
0 mesmo processo com soro monovalente indicado pelo fabricante para a

determinagao precisa do sorogrupo.

FIGURA 3 — Reacdao sorologica para identificacéo
de antigenos somaticos (O) de E. coli. A:
resultado positivo; B: resultado negativo

8 PROBAC DO BRASILO — Produtos Bacteriol6gicos Ltda.



Quadro 2 - Caracteristicas da PCR utilizada na deteccéo dos genes de E. coli isoladas de leite bubalino

42

GENES/PRIMERS

FRAGMENTOS
AMPLIFICADOS

NUmero de
ciclos

Desnaturacéao

Anelamento

Extensao

Literatura

elt1-5 - GGC GAC AGA TTATAC
CGT GC-3¢

elt2-5 — CCG AAT TCT GTT ATA
TAT GTC- 3¢

696 pb

30

94°C / 1 min

56°C/1 min

72°C/1 min

Olsvik & Strockbine,
(1993)

stl 1-5¢-TTA ATA GCA CCC GGT
ACA AGC AGG - 3¢

stl 2-5¢CTT GAC TCT TCA AAA
GAG AAAATT ACC-3¢

147 pb

30

94°C / 1 min

55°C/1 min

72°C/1 min

Olsvik & Strockbine,
(1993)

eae 1-5¢- ACG TTG CAG CAT GGG
TAA CTC-3¢

eae 2- 5¢-GAT CGC CAACAG TTT
CACCTG-3¢

815 pb

35

94°C / 1 min

56°C/1 min

72°C/2 min

Gannon et al. (1993)

bfp A1-5¢- AAT GGT GCT TGC
GCT TGC TGC- 3¢

bfp A2-5¢ GCC GCT TTA TCC AAC
CTGGTA-3¢

330 pb

29

94°C/30s

56°C/1 min

72°C/1 min

Gunzburn et al. (1995)

ial 1- 5¢- CTG GTA GGT ATG GTG
AGG - 3¢

ial 2-5¢- CCAGGC CAACAATTA
TTT CCC-3¢

320 pb

26

94°C / 1 min

43°C/2 min

72°C/1 min

Frankel et al. (1990)




Quadro 2 - Caracteristicas da PCR utilizada na deteccao dos genes de E. coli isoladas de leite bubalino (continuacéo)

A

GENES/PRIMERS FRAGMENTOS Numero de Desnaturacéo Anelamento Extenséo Literatura
AMPLIFICADOS ciclos

stx 1-5 - TTT ACG ATAGAC TTC 227 pb 35 94°C / 1 min 48°C/3 min 72°C/4 min | Fratamico et al.
TCG ACC -3¢ (1995)
stx 1 1-5 — CAC ATATAAATT ATT
TCG CTC-3¢
paa 1-5¢- CTG GCG AAA GAC TGT 630 pb 30 94°C/40s 53°C/1 min 72°C/1 min Schmidt et al.
ATC ATC-3 ¢ (1995)

paa 2-5¢- CAATGT ATA GAA ATC
CGCTGT-3¢
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4.11 AVALIACAO DA SENSIBILIDADE BACTERIANA A AGENTES
ANTIMICROBIANOS

A sensibilidade antimicrobiana das linhagens bacterianas foi avaliada
pela técnica de difusdo da droga em discos no agar Mueller Hinton (MHA)®,
conforme Bauer et al. (1966). Nesse sentido foram utilizadas as drogas em
referéncia: ampicilina” (10mcg), cefalotina* (30 mcg), eritromicina* (15 mcg),
penicilina* (10 Ul), oxacilina* (1mcg) e tetraciclina* (30 mcg) de acordo com
as sugestdes da NCCLS /documento M31-P (1994), além do cefoperazone*
(75 mcg), gentamicina* (10mcg), enrofloxacina* (5mcg), Meticilina®® (5mcg) e
Amoxilina + Ac. Clavulénico'® (70 mcg) todas obtidas comercialmente de
industrias farmacéuticas multinacionais. O estudo de cada linhagem
obedeceu ao seu emprego em cultura pura com 18 horas de incubacédo a 37
°C observando-se o padrédo da densidade Optica da escala de McFarland. A
partir do preparo das suspensdes bacterianas, estas foram semeadas em
MHA e posteriormente, os discos contendo antibiéticos foram dispostos nas
placas e estas incubadas a 37°C por 24 horas, efetuando-se a leitura com
base na medida dos halos formados o que determinou a sensibilidade ou

resisténcia da cepa analisada.

4.12 ANALISE DA PRODUCAO DE b- LACTAMASE

A capacidade de producdo de R-lactamase das linhagens de
Staphylococcus aureus e de Escherichia coli foi avaliada pelo uso do teste
cromogénico com discos cefinase!®>. As colbnias eram semeadas na

superficie dos discos e considerou-se positivo a ocorréncia da tonalidade

° Difco
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rosa a vermelha verificada na superficie e negativo a auséncia de coloracéo.
Utilizou-se como controle positivo Neisseria gonorrhoeae e como controle

negativo Haemophilus influenzae.

4.13 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Avaliou-se a sensibilidade, especificidade, valor preditivo negativo,
valor preditivo positivo, indice Kappa e concordancia (andlise da
concordancia entre os testes analisados) para a citologia aspirativa por
agulhas finas e a citologia de expresséao frente provas padrdes utilizadas no
exame subclinico da mastite bubalina, utilizou-se o WIN EPISCOPE 1.0 e o

teste de Qui-quadrado para cada prova padréo (c?) (Tyler & Cullor, 1989).
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5. RESULTADOS

Ao exame do CMT nenhuma bufala apresentou reacdo +++, 11 bdfalas
apresentaram reacao positiva ++ (em quartos diferentes), representando 2,0% do
total de quartos mamarios estudados, e 12 bufalas apresentaram reagao positiva
+ (em quartos diferentes) representando 2,2% do total de quartos mamarios
estudados (Gréfico 1). O “WhiteSide” modificado (WSM) revelou uma positividade
em 10 quartos mamarios ou 1,82% do total de quartos estudados, observando-se
uma correlagcdo entre CMT positivo e WSM positivo em sete (07) quartos
mamarios.

Do total de quartos mamarios examinados oito (08/2,18%) quartos
apresentaram contagem de células soméaticas (CCS) superiores a 500.000 células
/ mL de leite (Tabela 3) e 59 (10,77%) resultado positivo ao exame microbiolégico
(Grafico 2). Foram isolados 71 agentes bacterianos e dois (02) fangicos, sendo
eles em numero de amostras: Staphylococcus aureus (seis/???%), Estafilococos
Coagulase Negativa (ECN) (35/???%) sendo estes: Staphylococcus epidermidis
(15), S. simulans (sete), S. saprophyticus (quatro), S. hominis (dois), S. warneri
(um), S. haemolyticus (trés), S. caprae (um), S. lugdnensis (um), S. capitis (um) e
S. xylosus (um), Streptococcus agalactiae (duas), Enterobacter agglomerans
(dois), Klebsiella pneumoniae (seis), Klebsiella oxytoca (uma), Pseudomonas
aeruginosa (trés), Micrococcus spp. (trés) Escherichia coli (sete), Serratia
marcencens (uma), Bacillus spp. (dois) e Corynebacterium aquaticum (dois).
Foram isolados dois (02) fungos classificados por meio de microcultivo e
coloracao especifica em Aspergilus fumigatus. A contagem do total de bactérias
aerbbicas mesdfilas revelou que onze (11/ 2,00%) amostras apresentaram valores
incontaveis a diluicdo 102, sete (07/ 1,28%) amostras a diluicdo 102 e quatro (04/

0,73%) em diluicdo de 103. Apenas oito (08) amostras apresentaram contagens



até diluicdo de 10 (Tabela 2). As demais amostras néo referidas na tabela, ndo
apresentaram contagens significativas dentro do proposto na metodologia.

Na andlise das laminas procedentes da citologia aspirativa por agulha fina
(CAAF) avaliou-se a composicdo (células inflamatoérias, epiteliais e
mesenquimais) e tamanho celular. As caracteristicas de esfoliacdo e observacéo
dos padrBes nucleares foram analisadas nas laminas coradas pelo método de
Shorr, sendo que nas 548 laminas avaliadas ndo foram observadas alteracdes
referentes a composicao e padrao nucleares e estruturais nas células presentes,
exceto em algumas laminas onde se observou caracteristicas reacionais com
relacdo a mudanca na morfologia da membrana nuclear e caracteristicas de
nucléolo (nimero e tamanho); as observacdes referentes a cada lamina e seu
guarto mamario correspondente, bem como resultados obtidos no CMT,
WhiteSide modificado (WSM) e Contagem de Células Somaticas (x 1000/mL de
leite) estéo dispostas na Tabela 1 (anexo).

Na Contagem de Células Somaticas (x 1000/mL de leite) valores iguais a
zero ndo se relacionam a auséncia de células e sim a valores inferiores a 1000
células por mL de leite e, portanto, ndo sdo detectados pelo equipamento de
contagem.

Todas as bufalas apresentavam-se no terco meédio da lactacdo e nao
apresentavam histérico de mastite clinica, perda de quartos mamarios, bem como
histérico de abortos ou outros distlrbios reprodutivos e apenas seis (06)

apresentaram histérico de mastite subclinica em lactacdo anterior.
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Gréfico 1 — Percentual de quartos mamarios de bufalas reagentes e negativos ao

exame de CMT.
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Gréfico 2 — Percentual de quartos mamarios de bufalas positivos e

negativos ao exame microbiolégico do leite.



Tabela 2 — Distribuicdo das contagens do total de bactérias aerdbicas mesofilas
(amostras com intervalo de 25-250 UFC/mL) procedentes de amostras

de leite de bufalas de acordo com as dilui¢cdes utilizadas

Animal/ Contagem UFC/mL / Diluicdes

Quarto 10" 107 10° 10* 10° 10°® 107 10°® 10° 10"

27 AD Inc*. 28 01 - - - - - - -

34 AE Inc*. Inc*. 12 07 - - - - - -

34 AD Inc*. Inc*. 14 03 - - - - - -

34 PE Inc*. Inc*. Inc*. 28 - - - - - -

38 AD Inc*. 50 11 08 - - - - - -

38 AE Inc*. Inc*. 27 06 - - - - - -

39 AD 29 03 01 - - - - - - -

39PE 45 07 - - - - - - - -

JOPE 87 14 - - - ; ; .. ;

48 PE Inc*. Inc*. 33 01 - - - - - -

49 AD Inc*. 16 01 - - - - - - -

51 AD 30 02 - - - - - - - -

61 AD 100 30 04 01 - - - - - -

69 AE 80 20 02 - - - - - - -

69 PD Inc*. Inc*. 20 01 - - - - - -

95 AE Inc*. Inc*. 130 16 - - - - - -

102 PE Incx. 59 20 03 - - - - - -

* Incontaveis
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Tabela 3 — Contagem de células somaticas (CCS) de 548 amostras de leite,
distribuidas entre diferentes classes de escores do “Califérnia

Mastitis Test” (CMT).

Escores do CMT  N°de amostras CCS (x 1000/mL)
Minimo Maximo
- 525 01 1254
+ 12 18 720
++ 11 30 692

Do total de 489 (89,23%) quartos negativos ao exame microbiolégico 482
(88,50%) n&o apresentaram inflamacdo e sete (1,43%) apresentaram
inflamacdo do tipo aguda. Nos quartos que foram positivos ao exame
microbioldgico (59/10,76%), 40 (7,3%) ndo apresentaram inflamacgéo, 17
(3,1%) inflamacao do tipo aguda e uma (0,2%) tipo sub-aguda.

Das seis (06) linhagens de Staphylococcus aureus isoladas trés (03)
determinaram inflamacéo do tipo aguda, uma (01) sub-aguda e duas (02)
nao determinaram inflamacdo e das sete linhagens de Escherichia coli seis
nao determinaram inflamacdo e apenas uma associada a Serratia
marcescens levou a inflamacao do tipo aguda.

A analise da CAAF frente a outros testes padrdes utilizados no
diagnéstico da mastite bubalina (CMT, Microbiolégico, WSM e CCS)

encontra-se na Tabela 4.
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Tabela 4- Valores estimados de sensibilidade (Sens), especificidade (Esp),
valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN),
concordancia (Conc), indice Kappa e Qui quadrado (c?) para
CMT, CCS, WSM e exame microbiolégico (Micro) em relacao a

CAAF de 400 amostras de leite e puncdo em mama de bufalas

Teste Sens Esp VPP VPN Conc (%) Kappa c2*

CMT 36,84 9520 28,00 96,74 92,40 0,279 0,0000479

WSM 46,15 95,01 24,00 98,10 93,10 0,285 0,0000412

CCS 39,28 96,17 18,42 95,39 92,10 0,373 0,0000001

Micro 33,33 97,94 72,00 90,24 89,10 0,404 0,0000000

*Qui-quadrado com Exato de Fisher
Diante dos resultados verifica-se que o “WhiteSide” modificado é um
teste de baixa sensibilidade, entretanto dos teste analisados apresentou o
melhor indice de sensibilidade e 6tima especificidade (deteccdo de animais
realmente negativos) em relacdo a CAAF. O exame microbiolégico
apresentou o maior indice de especificidade seguido da CCS e CMT,
entretanto apresentou o menor indice de sensibilidade em relacdo a CAAF.
Segundo a classificacdo do indice Kappa (Thrusfield, 1995) todos os testes
(padrdes) analisados apresentaram baixa concordancia com a CAAF
(kappa< 0,8) sendo o exame microbiolégico o que apresentou o maior indice
Kappa. A CAAF demonstrou-se estatisticamente significativa (p<0,05)
guando comparada com todas as provas padrbes para diagndéstico de
mastite.
A andlise estatistica da Citologia de expressao (CE) frente a outros
testes no diagndstico da mastite bubalina (CMT, Microbiolégico, WSM e CCS)

foi impossibilitada pela presenca apenas de amostras classificadas como
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negativa, entretanto ao se analisar a Tabela 5, verifica-se que h4 um alto indice
de concordancia entre a CE negativa com as demais provas padrdes, desta
forma pode-se inferir que a especificidade da citologia de expressao é de

100%.

Tabela 5 — Amostras negativas obtidas na Citologia de Expresséo

frente a testes padrdes para o diagnostico da mastite

bubalina
Teste Citologia de Expressao Total
+ 02 148
CMT
- 146
+ 148 148
WSM
- 00
+ 02 148
CCSs
- 146
Micro + 06 148
- 142

A pesquisa de Staphylococcus aureus toxigénicos pelo método de RPLA
para as enterotoxinas A (EEA), B (EEB), C (EEC), D (EED) e toxina do choque
toxico (TSST-1) estd demonstrada na Tabela 6. Verifica-se que todas as

amostras foram positivas para pelo menos uma toxina.



Tabela 6 — Resultado da pesquisa de toxinas pelo método RPLA em graus

de aglutinacdo em amostras de S. aureus isoladas de leite

bubalino
Amostras EEA EEB EEC EED TSST-1

01AE; - - - - +
04 PE; - - - - o+

13.2 - - - - +
08 PE - - - - +++
09 PE + - - ; ]

16 - - - - +

Os resultados das amostras de Escherichia coli isoladas e

identificadas bioquimicamente e submetidas a Reacdo em Cadeia de
Polimerase para a pesquisa dos marcadores genéticos de viruléncia bfp A,
eae, st |, st x, ial e pAA sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Resultado da Reacdo em Cadeia de Polimerase e eletroforese
para marcadores genéticos de viruléncia em amostras de E. coli

isoladas de leite bubalino

Amostras Marcadores Genéticos de Viruléncia

bfp A eae st 1 elt st X ial pAA

Controle + + + + + + +

01 AE; - - - - - - -
12 PE; - - - - - - -
37b - - - - - - -
37c - - - - - - -
40 - - - - - - -
47.1 - - - - - - -
47.2 - - - - - - -




Todas as amostras de E. coli foram submetidas a sorologia para
identificacdo dos sorogrupos com uso de soros polivalentes, apenas duas
amostras (47.1 e 47.2) aglutinaram para o0 soro enteropatogénica classica A,
entretanto estas quando submetidas a reacdo com soro monovalente (O 26,
0 55,0 111, O 119) nao reagiram.

Foram analisados ao exame de antibiograma 72 agentes bacterianos.
Staphylococcus aureus isolados do leite de bufalas apresentaram uma maior
sensibilidade para os antibidticos: Meticilina (100%), Amoxilina + Acido
clavulonico (100%), Cefalotina (84%) e Gentamicina (67%) e resisténcia total
a Ampicilina, Penicilina e Oxacilina. Para Escherichia coli obteve-se maior
sensibilidade bacteriana para Enrofloxacina (100%), Gentamicina (100%) e
Cefoperazone (100%), resisténcia parcial a Tetraciclina (42,86%) e
resisténcia total aos demais antimicrobianos utilizados. Para os demais
agentes bacterianos obteve-se como o antibiotico de maior sensibilidade no
grupo dos Estafilococos Coagulase Negativa (ECN) a Gentamicina (88%) e
0 que determinou maior resisténcia foi a Penicilina (100%). Para as
enterobactérias isoladas a Enrofloxacina (100%) e Gentamicina (83,2%)
demonstraram os melhores resultados quanto a sensibilidade e a Ampicilina
(100%), Cefalotina (100%) e Tetraciclina (85%) os maiores indices de
resisténcia para as bactérias analisadas.

A capacidade de producdo de R-lactamase pelas seis amostras de S.
aureus demonstrou que 83% (05) foram produtoras e sete amostras de E.

coli obteve-se 57% (04) das amostras produtoras.
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6. DISCUSSAO

N&o foram observados durante a coleta das amostras, casos de mastite
clinica nos rebanhos estudados. Esta observacdo pode ser um achado comum,
tendo em vista que a literatura referente a mastite bubalina trata com muito mais
freqUéncia a mastite subclinica (Saini et al., 1994; Mitra et al., 1995; Prasad et al.,
1996; Naiknaware et al., 1998). Neste estudo os animais pertenciam a diferentes
racas (Murrah e Mediterraneo), com variados nimero de partos e mesmo sistema
de criacdo (semi-intensivo) e apresentavam-se em torno da 2% a 3 lactacéo,
periodo considerado critico para o surgimento de infecfes intramamarias (Lau et
al., 1986), o que nao interferiu desta forma no aparecimento da mastite clinica,
considerando ainda que no histérico dos rebanhos raramente relatava-se a
ocorréncia desta forma de infecc¢ao.

A mastite subclinica apresentou uma frequéncia de 16,8% do total dos
guartos mamarios estudados, indice muito inferior quando comparada a espécie
bovina, mas encontra-se de acordo com Mitra et al. (1995) que obtiveram
resultados de 21,96% para bufalas na india, Prasad et al. (1996) encontraram
indices de 10-15% para vacas e bufalas estudadas e Naiknaware et al. (1998)
conseguiram resultados de prevaléncia em torno de 28,63%. No Brasil, Vianni et al.
(1990) obtiveram prevaléncia por quarto mamario de 8,80% e Oliveira (1997) em
196 quartos mamarios estudados encontraram uma prevaléncia de 26,6% no
Estado de Pernambuco. A baixa prevaléncia encontrada em estudos com mastite
bubalinageralmente se justifica pela influéncia de fatores anatdomicos tais como
esfincter do teto mais musculoso, mama com abundancia de tecido muscular, além
de fatores como altos niveis de lactoferrina e lactoperoxidase no leite bubalino,

importantes proteinas com atividades antimicrobianas e que devem ser
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considerados como importantes contribuintes nos baixos indices de mastites em
bufalas.

Dentre os métodos indiretos utilizados para o diagnostico da mastite bubalina
observou-se que o “California Mastitis Test” (CMT) apresentou uma 6tima
especificidade (95,20%), ou seja, na deteccdo dos animais realmente negativos,
entretanto apresentou uma baixa sensibilidade (36,84%) (deteccdo de animais
realmente positivos) o que pode ser explicado pela baixa frequéncia de animais
reagentes ao CMT (4,20%), em concordancia com os achados de Costa et
al.(1997a) que obtiveram 5,8% de mastite subclinica com 6,75% de CMT positivos
no terco médio da lactacdo. Apresentou a melhor correlacdo com o teste “Whiteside”
modificado (WSM) e a menor com o exame microbiol6gico. A correlacdo positiva
entre CMT e WSM fundamenta-se no objetivo de ambos, baseados no conteudo
celular presente na amostra, e apesar da escassez de estudos com WSM em
mastite bubalina este achado esta de acordo com Lau et al. (1986) que afirmaram ter
resultados semelhantes entre CMT, WSM e teor de cloretos, conferindo a estes
credibilidade para o diagndstico da mastite clinica bubalina.

Vianni et al. (1990) consideraram que o CMT para diagnostico da mastite
bubalina € extremamente eficiente, entretanto justificam que os achados do estudo
sdo semelhantes aos de outros para a espécie bovina. Sabe-se que a composi¢ao
do leite bubalino difere em muitos aspectos do bovino, principalmente no teor de
gordura e proteinas onde o leite bubalino é mais rico, portanto é oportuno
considerar-se este fator quando da avaliacdo de um método de diagndstico para
mastite e principalmente ter o cuidado ao extrapolar para uma comparacdo com
outras espécies. Oliveira (1997) verificou uma baixa sensibilidade (26,6%) e razoavel
especificidade (64,9%) para o teste de CMT na analise de 196 amostras de leite.

Considerando-se que o CMT estima o conteudo de células somaticas (células
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epiteliais e leucdcitos polimorfonucleares) presentes no leite, onde séo estabelecidos
escores indicativos do grau de inflamacdo da mama, € um teste interpretado
subjetivamente, da mesma forma que o WSM, este deve ser cautelosamente
avaliado. Alteracbes no contetdo celular podem variar em diversas situacoes,
principalmente no que se refere a estagios de lactacdo, entretanto neste estudo esta
variavel ndo ocorreu pois todos o0s animais analisados encontravam-se no terco
meédio da lactacdo. Tijare et al. (1999) relacionaram diversos testes indiretos para a
deteccdo de mastite subclinica em bufalas e o teste de condutividade elétrica
apresentou uma melhor crrelagcdo com o exame microbiolégico com uma eficacia
de 92,3% contra 67,2% do CMT.

A baixa correlacdo entre o CMT e 0 exame microbiol6gico pode estar
relacionada ao fato mencionado por Hassan et al. (1984) que a presenca de
bactérias nem sempre € indicativo de infeccdo mamaria, levando-se em
consideracdo a presenca das nao patogénicas que possam habitar a glandula
mamaria desta espécie.

A Contagem de Células Sométicas (CCS), baseada no numero total de
células somaticas presentes no leite, tem recebido pelos pesquisadores em mastites,
atencdo especial. Observamos neste estudo valores minimos de 0 x 10° cél./mL de
leite a valores méximos de 1254 x 10° cél./mL. A média geral para CCS obtida foi de
170,26 x 10% cél./mL, levando-se em consideracdo que foram poucas amostras com
valores maiores que 250.000 cél./mL de leite, entretanto as poucas que com valores
superiores a 500.000 cél./mL elevaram a média total. Estes resultados discordam em
se considerando média total dos valores obtidos por Meirelles (1997) em
Pernambuco de 34,95 x 10° cél./mL, e ndo corresponde ao limite de variacdo
observado por Vianni et al. (1997) que estabeleceram intervalo de 14,1 x 10 cél./mL

a 49,0 x 10° cél./mL para o leite de bufalas. Entretanto aproxima-se do resultados



obtidos por Sngh & Lundri (2001) de 135,0 x 10 * cél./mL. Deve-se ressaltar que
valores considerados como zero na CCS nao implica na auséncia de células na
amostra, apenas o conteudo celular esta abaixo de valores possiveis de serem
detectados pelo aparelho Somacount 3004 . Prasad et al. (1996) relataram valores
em 93% das bufalas analisadas que ndo superaram 250.000 cél./mL de leite, cerca
de 3 a 4% apresentaram contagens entre 250.000 a 500.000 cél./mL e apenas 2%
apresentaram contagens superiores a 500.000 cél./mL. Encontrou-se, neste estudo,
um total de 93,43% de amostras com CCS abaixo de 250.000 cél./mL, novamente
corroborando com os resultados obtidos por Prasad et al. (1996) e acima daqueles
citados por Meirelles (1997) que relatou que 97,52% das amostras apresentaram
CCS abaixo de 250.000 cél./mL de leite. Segundo Singh & Ludri (2001), variacdes
na CCS no leite de bufalas negativas ao CMT podem ser influenciadas pelo
momento da ordenha, estagio de lactacdo, paricdo e sazonalidade, entretanto
verificaram ndo haver diferencas estatisticas quanto ao momento da ordenha
(manh&@ ou tarde) e quanto aos diferentes estagios de lactacdo concluindo que a
CCS foi mais alta durante os ultimos estagios de lactacdo, o que nao pode-se inferir
neste estudo pois os animais apresentavam-se entre a 2% e 3% lactacdo e as
amostras foram obtidas apenas em um Unico periodo climatico ou estacdo do ano
(inverno). Prasad et al. (1996) ressaltam também que a CCS deve ser determinada e
analisada regionalmente e considerando-se as condi¢cdes ambientais de cada pais.

A baixa CCS nas amostras analisadas no estudo estd em concordéancia com
as provas de CMT e WSM revelando uma concordancia entre elas, juntamente com
0 exame microbioldgico, Citologia Aspirativa por Agulhas finas (CAAF) e Citologia de
Expressao (CE).

Ao exame microbiolégico 10,77% dos quartos mamarios analisados foram

positivos e 89,23% negativos, achados que nao estdo de acordo com o relatado por
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Kapur et al. (1992) que encontraram uma positividade de 73,96% em 868 amostras
de leite de bufalas analisadas, sendo o Staphylococcus aureus (26,30%) o mais
prevalente nas amostras analisadas e Mahmoud (1990) que examinando 483
amostras individuais de quartos aparentemente normais em bufalas encontrou
positividade em 166 (34,3%) amostras. Diferiram também dos resultados obtidos por
Saini et al. (1994) que obtiveram uma positividade de 76,13% nas amostras
analisadas, Oliveira (1997) que obteve 70,9% de amostras positivas para um total de
196 amostras analisadas e de Meirelles (1997) que obteve uma positividade ao
exame bacteriolégico em 77 (44,51%) amostras do total de 173 analisadas. A
diferenca de resultados entre amostras bacteriolégicas positivas do presente estudo
com relacdo aos demais autores pode ter como fundamento a maneira como foi
conduzido o trabalho, variacdes nos ecossistemas, sistemas de manejo e métodos
de coletas diferentes, fatores estes que podem elevar ou reduzir o nivel de
contaminagé&o nos rebanhos bubalinos.

Por outro lado, os achados deste estudo estdo de acordo com o obtido por
Vianni et al. (1997) que encontraram um indice de 12,19% de amostras
bacterioldgicas positivas e 87,81% de amostras negativas.

O agente etiologico mais frequiente isolado nas amostras analisadas foi o
Staphylococcus epidermidis (21,43%), seguido pelo Staphylococcus simulans e
Escherichia coli (10%) e Klebsiella pneumoniae e Micrococcus spp. (8,58%). A
importancia dos estafilococos coagulase negativa (ECN) em produzir infec¢des
intramamarias tem aumentado ao longo do tempo. Antes considerava-se os ECN
como agentes de pouca importancia, entretanto, atualmente inUmeros estudos em
diferentes espécies demonstraram a associagdo destes com varias afeccbes e

dentre elas a mastite, portanto considera-se que os achados de duas (02) amostras
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de S. epidermidis isoladas, associadas a CMT ++ e CAAF com citologia compativel
para inflamac&o aguda da mama, sejam causadoras de mastite bubalina.

Kapur et al. (1988) obtiveram como agente mais prevalente isolado de
amostras de leite bubalino o Staphylococcus epidermidis (19,10%) obtido de 868
guartos mamarios, o que corrobora com este estudo onde este também foi o agente
mais frequente. Costa et al. (1997) ressalta o aumento global nas infeccdes
intramamarias por estafilococos coagulase negativa (ECN), coliformes e
Staphylococcus aureus e uma queda na infeccdo por Streptococcus agalactiae,
concordando com a frequéncia de isolamento neste estudo de apenas 2,86%, e que
este fato deve-se a grande difusdo no uso de antibiéticos para tratamento das
mastites. Langoni et al. (1994) isolaram 30,5% de S. epidermidis do total de 154
amostras de leite analisadas. Saini et al. (1994) encontraram 17,14% de ECN,
entretanto o agente mais prevalente foi o S. aureus (48,57%), o que discorda do
resultado do presente estudo, de apenas 8,57% das amostras bacteriologicamente
positivas. Quando considera-se apenas 0 género tem-se larga concordancia com
Saini et al. (1994), Mitra et al.(1995), Meirelles (1997), Oliveira (1997) e Naiknaware
et al. (1998), discordando destes apenas quando se referem ao Streptococcus spp.,
como segundo agente mais isolado.

Dentre outras espécies de ECN, isolou-se S. simulans (10%), S.
saprophyticus (5,71%), S. haemolyticus (4,28%), S. hominis (2,86%), S. caprae
(1,43%), S. lugdnensis (1,43%), S. xylosus (1,43%), S. capitis (1,43%) e S. warneri
(1,43%). A presenca de tais agentes pode estar relacionada ao fato de que todas
estas espécies fazem parte da microbiota da pele humana, e apesar dos cuidados
na antissepsia do teto, algumas espécies apresentam um grau de aderéncia

relativamente forte as células epiteliais da derme. Estudos mais aprofundados e em



maiores quantidades no aspecto de isolamento de ECN em leite bubalino s&o
necessarios para que haja novas perspectivas de discussfes sobre o0 assunto.

A Escherichia coli foi o0 segundo agente mais isolado perfazendo total de 10%
das amostras analisadas, concordando com Kapur et al. (1988) com 6,5%, Saini et
al. (1994) que isolaram 11,42%, Muhammad et al. (1995) e Naiknaware et al. (1998).

Muhammad et al. (1995) fazem pertinentes observacbes quanto a mastite
desencadeada pela E. coli, onde levantam a questédo do habito aquatico dos bufalos,
gue eleva o indice de contaminacdo por agentes ambientais como € o caso da E.
coli e da Klebsiella pneumoniae que neste estudo foi isolada em 8,58% das
amostras analisadas, podendo estar associado ao alto indice de isolamento destes
agentes. Outros autores (Kapur et al.,1988; Naiknaware et al., 1998) referem-se ao
isolamento da Klebsiella spp. em amostras de leite bubalino, entretanto com menor
frequiéncia que o encontrado neste estudo.

E. coli tem demonstrado grande habilidade de infectar a glandula maméaria de
bovinos durante o periodo seco e permanecer nesta, ressurgindo apenas na fase de
lactacdo ocasionando mastites (Bradley & Green, 2001), isto deve-se a adaptacéo e
estreita relacdo com o tecido mamario, sendo correlacionada por Dopfer et al. (2001)
a achados de inflamacao cronica e fibrose verificada histologicamente, o que nao
verificou-se neste estudo, pela CAAF.

Procedeu-se com as amostras de E. coli isoladas, a pesquisa de marcadores
genéticos de viruléncia (MGV) para pAA de EAEC (enteroagregativa), stX 1 e 2 de
EHEC (enterohemorragica), eae de EHEC e EPEC (enteropatogénica), bfpA de
EPEC, ial de EIEC (enteroinvasiva) e LT-I (elt) e ST-I (st) de ETEC
(enterotoxigénicas) pela Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e todas as
amostras foram negativas para todos MGV pesquisados. Na sorologia das sete

amostras analisadas apenas duas aglutinaram para 0 soro enteropatogénica



classica A, mas ndo ragiram quando submetidas ao soro monovalente, o que nao
invalida o estudo, pois ndo ha referéncias sobre a caracterizacdo de amostras de
Escherichia coli de origem bubalina necessitando-se de outras pesquisas nesta area
para poder-se avaliar que cepas estdo presentes nesta espécie, que apresenta
habitos t&o distintos dos demais ruminantes domésticos.

Staphylococcus aureus foi isolado em 8,57% das amostras analisadas, ndo
sendo considerado portanto, o principal agente etiolégico, concordando com Langoni
et al. (1994) e Oliveira (1997) que isolaram respectivamente 4,9% e 5,3% e inferior
aos 16,3% obtido por Kapur et al. (1988).

O S. aureus é considerado agente contagioso da glandula mamaria, sendo
caracterizado por uma variedade de fatores de viruléncia que levam a danos no
tecido mamario, por apresentarem mecanismos de escape contra o sistema imune e
neutralizar a atividade de diversos antimicrobianos (Piccinini & Zecconi, 2001). O
baixo indice de isolamento deste agente neste estudo, pode estar relacionado
diretamente ao manejo adotado para espécie bubalina, porém segundo Godden et
al. (2002) a sensibilidade da cultura bacteriolégica para deteccdo de mastites
aumenta com o numero de UFC/mL na amostra de leite, principalmente em se
tratando de S. aureus. Obteve-se apenas 17 amostras que foram selecionadas por
corresponderem a contagens de 25 a 250 UFC/mL, sendo a maxima diluicdo obtida
de 10 ™, e dentre estas apenas duas amostras de S. aureus apresentaram-se
dentro deste intervalo. As demais nao atingiram o valor minimo considerado.
Srivasan & Singh (1988) relatam contagens em diluicdes de 10 ~ 2 até 10 ~ & durante o
verdo e contagens mais baixas durante o inverno, o que de certa forma pode ter
interferido neste estudo pois as coletas foram realizadas quase totalmente no

inverno. A auséncia de estudos referindo-se a contagens bacterianas em amostras



de leite bubalino dificulta a discussao de parametros que possam esclarecer davidas
neste aspecto.

S. aureus pode expressar diferentes tipos de toxinas que sdo provavelmente
responsaveis e determinantes da sintomatologia que ocorrera durante uma infeccao.
Dentre estas toxinas destacam-se as enterotoxinas (EEA, EEB, EEC1, EEC,, EECs3,
EED, EEE e EEG) e a toxina do choque toxico (TSST-1) que sdo consideradas
superantigenos causando ativacdo e proliferacdo de linfocitos T. As enterotoxinas
ocasionam intoxicacdes alimentares que s&o relativamente freqlentes. Estas
intoxicagdes sdo normalmente seguidas por vomitos, nduseas, colicas abdominais e
diarréias em humanos. Sao termorresistentes, portanto o tempo de coc¢cédo normal e
as temperaturas utilizadas na rotina doméstica ndo séo suficientes para elimina-las
(Cunha et al., 1996). A Sindrome do Choque Toxico foi descrita primeiramente em
1978 por Todd et al., € uma enfermidade de mdultiplos sistemas, caracterizada por
uma sindrome clinica em humanos, mais verificada em mulheres durante a
menstruacdo. O leite mastitico assume grande importancia na producdo de
enterotoxinas e TSST-1 por tornar-se um excelente meio de cultura para o S. aureus
associado a temperatura ideal da glandula mamaria (Cardoso, 2000).

Vérios estudos foram conduzidos para pesquisa de enterotoxinas e TSST-1
em bovinos (Freitas & Magalhdes, 1990; Cardoso, 2000; S&, 2000) e caprinos (Valle
et al.; 1991), entretanto para a espécie bubalina praticamente ndo ha estudos.

A deteccdo de enterotoxinas e da TSST-1 é decisiva na determinagédo da
toxigenicidade das linhagens. Diferentes técnicas sdo utilizadas como o Placa de
Otima Sensibilidade (OSP), Radioimunoensaio, ensaio imunoenzimatico (ELISA),
Hemaglutinacéo reversa passiva (RPHA) e Aglutinacdo em latex (RPLA)(Cunha et

al., 1996).



O RPLA, técnica de escolha utilizada neste estudo apresenta boa
sensibilidade e vantagem de eliminar procedimentos de extracdo e nao requerer
equipamentos especializados, entretanto algumas reacfes inespecificas podem
ocorrer dependendo do componente alimentar analisado, tais reagcdes nao foram
observadas no presente estudo. Todas as amostras de S. aureus analisadas
produziram toxinas, sendo que cinco produziram TSST-1 e uma a EEA. Estes
achados sédo de fundamental importancia pois ndo encontrou-se na literatura
nacional até entdo, referéncias sobre a presenca de toxinas estafilococicas obtidas
no leite bubalino. Revela-se também a importdncia desta toxinas para saude
publica, pois 100% das amostra aglutinaram em escores de até +++ e levando-se
em consideracdo que elas sao termorresistentes e ndo sao inativadas pela
temperatura de fervura normal do leite utilizada nos ambientes domésticos, ha
necessidade de realizacdo de outros estudos com diferentes cepas de S. aureus.
Neste estudo, encontrou-se apenas duas amostras associadas a quadros de
mastite subclinica com CMT e CAAF positivos, as demais amostras nao
apresentaram reacéo ao CMT e a CAAF.

A presenca de seis (8,58%) amostras de Klebsiella pneumoniae chama a
atencdo, pois em bovinos estas mastites ambientais sdo economicamente
importantes, a porta de entrada destes agentes na glandula maméaria se da pelo
teto e os sinais clinicos sdo associados com endotoxinas produzidas pelos
patégenos. Descreve-se também a ocorréncia de bacteremia (Silva & Costa,
2001). O fato dos bubalinos terem por ambiente preferencial terrenos alagadicos e
lama contribui para os surgimento de mastites subclinicas, visto que as amostras
estéo relacionadas com altera¢cdes ao CMT (principalmente ++).

Outros agentes como Pseudomonas aeruginosa e Bacillus spp. foram

isolados em baixa frequéncia, respectivamente em 4,28% e 2,86% das amostras,
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em concordancia com Kapur et al. (1998) que isolaram 5,0% de P. aeruginosa e
1,21% de Bacillus spp., Saini et al. (1994) que obtiveram 2,85% de isolamento
para Bacillus spp., mas discordando do obtido por Oliveira (1997) que obteve o
isolamento de Bacillus spp. em 22,9%. De certa forma a baixa freqiéncia de
Bacillus spp. neste estudo revela a forma asséptica de coleta do material, pois
estes sao oportunistas e podem revelar o grau de contaminacdo de uma coleta.

A mastite micética em bufalas tem sido relatada por alguns autores com
relativa frequiéncia. Neste estudo foram isolados duas amostras de Aspergillus
fumigatus (2,86%), corroborando com os achados de Mahapatra et al. (1996), que
obtiveram 2,70% de isolamento em 50 amostras de leite, para Aspergillus spp.
incluindo principalmente o A. fumigatus. A freqiéncia de fungos causadores de
mastite em bufalos, associados ou ndo a bactérias, tem assumido certa
importancia mais recentemente, ndo apenas pelas perdas econdmicas que
acarretam, mas pelo aumento no consumo do leite de bufalas pelo homem. O
aparecimento de fungos em amostras de leite pode estar associado a
administracdo prolongada de antibioticos e esteréides, contaminacao por infusées
intramamarias, e tratamentos sem diagnostico especifico do agente envolvido.
Alguns animais aparentemente sadios apresentam fungos localizados nas tetas, e
estes sdo responsaveis pela causa posterior de mastites subclinicas. A grande
influéncia no aparecimento destes fungos colonizando a glandula maméaria deve-
se ao ambiente onde vivem as bufalas, como ambientes Umidos e alagadicos que
propiciam o aparecimento destes, 0 que pode explicar o isolamento das duas
amostras neste estudo, pois estas ndo determinaram alteragcbes no CMT, CCS e
na CAAF.

De forma inédita, isolou-se duas cepas de Corynebacterium aquaticum

(2,86%) em bdfalas. O C. aquaticum foi descrito primeiramente em 1962 por



Liefson, que o isolou de agua destilada, mas supfe-se que provavelmente esteja
presente também em agua doce. Ha poucos relatos em humanos de afeccdes
associadas ao C. aquaticum (Koneman et al.,, 2001). A presenca desta espécie
colonizando a glandula mamaria de bufalas provavelmente relaciona-se ao habito
aguatico destes animais, contudo o0s quartos mamarios afetados nao
apresentaram mastite subclinica e determinaram baixa CCS.

No presente estudo, 0s S. aureus isolados do leite de bufalas apresentaram
uma maior sensibilidade para os antibiéticos: Meticilina (100%), Amoxilina + Acido
clavulonico (100%), Cefalotina (84%) e Gentamicina (67%) em concordancia com
0os achados de Mitra et al. (1995) e resisténcia total a Ampicilina, Penicilina e
Oxacilina, discordando de Saini et al. (1994) que obtiveram sensibilidade de
57,14% para penicilina e 71,42% para a ampicilina. A elevada resisténcia das
cepas de S. aureus a penicilina e ampicilina pode estar associada ao uso
indiscriminado destas drogas ao longo dos anos e considera-se também que neste
estudo cerca de 83% das cepas de S. aureus isoladas séo produtoras de b-
lactamase, fator este tdo importante que quando na realizacdo da pesquisa a
associacdo da amoxicilina com o &cido clavulénico (inibidor de b-lactamase)

obteve-se 100% de sensibilidade para tal droga.

As b-lactamases sé@o enzimas capazes de hidrolisar e inativar antibiéticos b-
lactamicos. A producdo de b-lactamases é o principal mecanismo de resisténcia
bacteriana, principalmente das Gram-negativas, entretanto tem sido verificada em
Gram-positivas, mycobacterias e nocardia, algumas sao mediadas por plasmideos
e outras cromossomais. Verificou-se neste estudo associacdo entre uma maior
sensibilidade aos antibiéticos que ndo sdo b-lactamicos ou que estejam
associados a inibidores de b-lactamases como € o caso do &cido clavulénico,

tanto para Staphylococcus aureus como para Escherichia coli, o que justifica-se
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pela quantidade de linhagens de S. aureus produtoras de b-lactamases. Todas as
amostras de S. aureus produtoras de b-lactamase foram resistentes a penicilina. A
auséncia de literatura neste aspecto, para amostras obtidas de leite bubalino,
torna novamente necessdria a realizacdo de pesquisas comparativas
esclarecedoras.

Para Escherichia coli obteve-se maior sensibilidade para Enrofloxacina
(100%), Gentamicina (100%) e Cefoperazone (100%), resisténcia parcial a
Tetraciclina (42,86%) e resisténcia total aos demais antimicrobianos utilizados
como ampicilina e penicilina. A sensibilidade a um antibiético b-lactamico como € o
caso do cefoperazone, pode ser explicada pela quantidade de amostras mais
reduzidas que foram b-lactamase positivas (57%). Estes resultados estdo de
acordo com Praveen & Thakur (2000) que obtiveram 100% de eficdcia no
tratamento da mastite bubalina com a enrofloxacina e Saini et al. (1994) que
obtiveram sensibilidade de (94,28%) para gentamicina, entretanto diferiu no
resultado obtido para tetraciclina de 64,28% de sensibilidade. Chaudhry et al.
(1994) obtiveram resultados para gentamicina de 32,69%, muito abaixo do
encontrado.

Os Estafilococos Coagulase Negativa (ECN) de forma geral apresentaram
sensibilidade a Gentamicina (88%), e maior resisténcia a Penicilina (100%). Para o
grupo de enterobactérias isoladas, verificou-se maior sensibilidade a Enrofloxacina
(100%) e Gentamicina (83,2%) e a Ampicilina (100%), e os maiores indices de
resisténcia para Cefalotina (100%) e Tetraciclina (85%). Devemos considerar a
grande quantidade de bactérias gram-negativas que sao relatadas como

potenciais produtoras de b-lactamase, com € o caso da Klebsiella pneumoniae,

além da Pseudomonas aeruginosa também relatada por Rolinson (1991).
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A citologia aspirativa compreende a andlise microscopica de amostras
obtidas na aspiracao por agulhas finas e permite a caracterizacdo de processos
inflamatdrios e neoplasicos. Os processos inflamatérios sdo diagnosticados mais
freqUentemente que as neoplasias. Os tipos predominantes de leucocitos tornam
possivel a classificacdo da inflamacédo e sugestdo de agente etiolégico (Rocha,
1998; Cowell & Tyler, 2002).

No presente estudo onde foram avaliados a composicdo (células
inflamatdrias, epiteliais e mesenquimais) e tamanho celular, a CAAF, utilizada de
forma inédita para espécie bubalina, revelou uma excelente especificidade (96%)
guando comparada a outras técnicas de deteccdo de mastite utilizadas neste
estudo como o CMT, WSM, CCS e exame microbioldgico. Obteve-se maior indice
de concordancia entre a CAAF e o CMT e a CCS em conjunto, e menor indice
com o exame microbiolégico, o que de certa forma pode ocorrer pois deve-se levar
em consideracdo a multiplicagdo de microrganismos que n&o necessariamente
estejam causando inflamacédo. Verificou-se uma predominancia de neutrofilos nas
amostras analisadas e consideradas como positivas a inflamacao, células
epiteliais foram visualizadas, entretanto quando comparada a mama bovina
(Domingues, 1999), observou-se a presenca em menores quantidades deste tipo
celular.

A sensibilidade para deteccdo de bactérias utilizando-se o diagndéstico
citolégico é comparavel a cultura bacteriana, o que permite ao profissional o
direcionamento mais rapido para uma terapia correta (Clinckenbeard et al., 1995).
Em nosso estudo obtivemos amostras na CAAF, que coradas pela técnica de
Gram, que corresponderam ao resultado obtido no exame microbiolégico,
entretanto a presenca de grande quantidade de células adiposas no material

dificultava a visualizag&o e caracterizacao dos agentes.
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A esfoliacdo e observacdo dos padrbes nucleares foram verificadas pela
coloracéo de Shorr, que evidencia o grau de maturacédo celular e alteragcbes na
membrana nuclear e nucléolos, onde nas 548 laminas avaliadas n&o foram
observadas alteracdes referentes a composicdo e padrédo nucleares e estrutural
nas células presentes, exceto em algumas l|aminas onde observou-se
caracteristicas reacionais com relacdo a mudanca na morfologia da membrana
nuclear e caracteristicas de nucléolo (nUmero e tamanho).

A citologia de expressdo, ainda muito pouco utilizada em medicina
veterinaria, foi analisada neste estudo também de forma inédita, onde verificou-se
por analise comparativa dos resultados que esta apresentou excelente indice de
concordancia com as outras técnicas utilizadas principalmente na deteccdo de
animais realmente negativos para mastite. E muito importante nesta técnica,
guando ndo ha secrecdo espontanea, a massagem e expressdo da mama para
obtencdo da amostra e a rapida fixacdo do material obtido (Azira, 1976). Como
todas as amostras analisadas foram negativas na classificacdo para inflamacéao e
obtidas em quantidades menores que a CAAF, e considerando que apenas 37
animais foram analisados (148) quartos mamarios, ndo podemos inferir
comparacOes estatisticas, porém a analise microscopica do material observamos
uma excelente celularidade semelhante a obtida na CAAF, com a vantagem de
nao se utilizar a agulha fina, o que facilitou o nosso estudo junto aos proprietarios.
A andlise do Shorr com amostras obtidas de CE n&do apresentaram alteracdes
dignas de nota. Consideramos a importante contribuicdo desta técnica para
inovacao do diagnostico na mastite bubalina.

A realizacdo de novos estudos que utilizem a citologia (CAAF e CE) como

forma de diagndéstico para mastite em diferentes espécies, faz-se necessario para
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gue seja possibilitada uma discussdo mais profunda sobre os beneficios que a

técnica podera trazer para o diagnostico desta enfermidade.
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Conclusodes
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7. CONCLUSOES

Baseado nos dados obtidos do presente trabalho e nas condicdes de

realizacao deste, podemos concluir que:

> A frequéncia da mastite subclinica bubalina para as regides estudadas foi
de 16,8% nos quartos mamarios avaliados, sendo o Staphylococcus
epidermidis o agente isolado com maior frequéncia, perfazendo um total de
21,43% dos isolados;

> Ha uma grande participacdo dos estafilococos coagulase negativa na
colonizacdo e associacdo a casos de mastites subclinicas nas bufalas
estudadas;

> O CMT apresentou boa especificidade, maior correlacdo com o “Whiteside”
modificado e menor com exame microbiolégico;

> A CCS média para este estudo foi de 170,26 x 10° cél./mL de leite para os
548 quartos mamarios analisados apresentando concordancia com o CMT e
WSM;

> A Amoxilina + acido clavulénico, Meticilina e Cefalotina foram as drogas que
determinaram maior sensibilidade para o Staphylococcus aureus;

> Para as linhagens de Escherichia coli observou-se uma maior sensibilidade
a enrofloxacina, Gentamicina e cefoperazone;

> A produgéo de b-lactamases nas linhagens de S. aureus isoladas de leite
bubalino é intensa;

> As linhagens de E. coli isoladas do leite bubalino foram negativas para os

marcadores de genéticos viruléncia estudados;
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> As amostras de S. aureus analisadas foram 100% toxigénicas, sendo a
TSST-1 importante toxina produzida por linhagens de S. aureus associada ao
leite bubalino;

> A CAAF apresentou excelente especificidade e concordancia com CMT,
WSM, CCS e exame microbiologico;

> A Citologia de Expresséo apresentou comparativamente grande correlagcéo
com CMT, WSM, CCS e exame microbiolégico;

> A CAAF e a Citologia de Expresséo podem ser utilizadas para determinacao

do grau de inflamacéo da glandula maméria de bufalas.
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9. ANEXOS

FIGURA 4 — CITOLOGIA DE EXPRESSAO DE MAMA
BUBALINA, EVIDENCIANDO (SETAS) A
CELULARIDADE. GIEMSA, 400X.

FIGURA 5 — “CLUSTER” DE CELULAS EPITELIAIS COM

EVIDENCIA DOS NUCLEOLOS OBTIDAS

POR CAAF DE MAMA BUBALINA. SHORR,

400X.



Figura 6 — Aspergillus fumigatus isolado de leite bubalino. Azul de

Algodéao, 400x.

Figura 7 — Discos de Cefinase para realizacao do teste da producao

de b-lactamase, amostras positivas apresentam coloragao

avermelhada (seta).



Figura 08 — Preparacao do material e amostras de Escherichia

coli pararealizagio da PCR.

Figura 09 — Eletroforese das amostras de Escherichia coli.
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Figura 10 — Reacdo de aglutinacdo positiva (seta), para

deteccdo de TSST-1. Técnica de RPLA.

Figura 11 — Microplaca com reacfes negativas. Técnica de RPLA.
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Componentes utilizados na Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

Componentes Genes

(m) bfpA eae stli elt stx ial pAA
Tampéo 40 40 40 40 40 40 40
DNTP 8(32) |8(32) |8(32) 8(32) |8(32) |8(32) [8(32)
MgCl> 12 12 12 12 12 12 12
Primers 20 (40) |28 (56) |34/1-36/2|26 (52)|20 (40) |28 (56) |24 (48)
Taq 2 2 2 2 2 2 2
H>O 234 218 204 222 234 218 226
DNA molde (5 5 5 5 5 5 5




Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiolégico e

andlise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002.

Animal/  Quarto CMT WSM CCSs Exame CAAF SHORR

N° Mamario (X1000)  Microbiolégico (Tipo de
Inflamacgéao)
01 AD - - 3 Negativo Negativa NDN*™
01 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
01 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
01 PE - - 2 Negativo Negativa NDN
02 AD - - 1 Negativo Negativa NDN
02 AE - - 2 Negativo Negativa NDN
02 PD - - 0 Negativo Aguda Reativo
02 PE - - 0 Negativo Aguda Reativo
03 AD - - 0 Negativo Negativo NDN
03 AE - - 0 Negativo Negativo NDN
03 PD - - 0 Negativo Negativo NDN
03 PE - - 0 Negativo Negativo NDN
04 AD - - 13 S. aureus + S. Aguda Reativo
epidermidis
04 AE - - 0 Micrococcus spp. Aguda Reativo
04 PD - - 28 Negativo Negativo NDN
04 PE - - 1254 S. aureus Aguda Reativo
05 AD - - 0 Negativo Negativo NDN
05 AE - - 5 Pseudomonas Negativo NDN
aeruginosa

05 PD - - 3 Negativo Negativo NDN
05 PE - - 0 Negativo Negativo NDN




Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiologico e

analise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuagéo)

Animal/ Quarto CMT WSM CCS Exame CAAF SHORR

n° Mamario (X1000)  Microbiolégico (Tipo de
Inflamacao)
06 AD - - 0 Micrococcus spp. Aguda Reativo
06 AE - - 0 S. saprophyticus Negativa NDN
06 PD - - 0 Negativo Aguda Reativo
06 PE - - 0 Negativo Aguda Reativo
07 AD - - 1 Negativo Negativa NDN
07 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
07 PD - - 11 E. agglomerans + Aguda Reativo
S. agalactiae +K.
pneumoniae
07 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
08 AD - - 137 Negativo Negativa NDN
08 AE - - 13 Negativo Negativa NDN
08 PD ++  +++ 462 Negativo Negativa NDN
08 PE - - 6 Negativo Negativa NDN
09 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
09 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
09 PD - - 0 S. epidermidis Negativa NDN
09 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
10 AD - - 3 E. coli + K. Negativa NDN
pneumoniae

10 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
10 PD - - 1 Negativo Negativa NDN!

3 Nada digno de nota
 Nada digno de nota



Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiologico e

andlise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacao)

Animal Quarto CMT WSM CCSs Exame CAAF SHORR
/N Mamario (X1000) Microbiolégico (Tipo de
Inflamagéo)
10 PE - - 0 E. coli Negativa NDN
11 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
11 AE - - 0 S. simulans Negativa NDN
11 PD - - 2 Negativo Negativa NDN
11 PE - - 24 Negativo Negativa NDN
12 AD - - 2 Negativo Negativa NDN
12 AE - - 4 E. coli Negativa NDN
12 PD - - 4 Micrococcus spp. Aguda Reativo
12 PE - - 9 Negativo Negativa NDN
13 AD - - 1 Negativo Negativa NDN
13 AE - - 12 Negativo Negativa NDN
13 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
13 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
14 AD - - 6 Negativo Negativa NDN
14 AE - - 59 Serratia marcencens  Aguda Reativo
+ E. coli
14 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
14 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
15 AD - - 3 Negativo Negativa NDN
15 AE - - 1 Negativo Negativa NDN




Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiologico e

analise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacéo)

Animal Quarto CMT WSM CCSs Exame CAAF SHORR
/N°  Mamaério (X1000)  Microbiolégico (Tipo de
Inflamacgéo)
15 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
15 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
16 AD - - 45 S. hominis Aguda NDN
16 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
16 PD - - 13 Negativo Negativa NDN
16 PE - - 2 Negativo Negativa NDN
17 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
17 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
17 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
17 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
18 AD - - 1 Negativo Negativa NDN
18 AE - - 15 Negativo Negativa NDN
18 PD - + 300 Negativo Aguda Reativo
18 PE - + 260 Negativo Aguda Reativo
19 AD - - 10 Negativo Negativa NDN
19 AE - - 1 Negativo Negativa NDN
19 PD ++ + 456 S. epidermidis Aguda NDN
19 PE - + 89 Negativo Negativa NDN
20 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
20 AE - - 20 Negativo Negativa NDN

20 PD ++ - 360 Negativo Negativa NDN

97



Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiologico e

andlise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacao)

Animal/ Quarto CMT WSM CCS Exame CAAF SHORR
N° Mamario (X1000) Microbioldgico (Tipo de
Inflamacgéo)
20 PE - - 3 S. epidermidis Negativa NDN
21 AD + - 162 Negativo Negativa  NDN
21 AE - - 16 Negativo Negativa  NDN
21 PD - - 68 Negativo Negativa  NDN
21 PE - - 451 Negativo Negativa  NDN
22 AD - - 06 Negativo Negativa  NDN
22 AE - - 06 Negativo Negativa  NDN
22 PD - - 03 Negativo Negativa  NDN
22 PE - - 58 Negativo Negativa  NDN
23 AD + - 48 Negativo Negativa  NDN
23 AE - - 416 Negativo Negativa  NDN
23 PD - - 288 Negativo Negativa  NDN
23 PE - - 135 Negativo Negativa  NDN
24 AD - - 342 Negativo Negativa  NDN
24 AE - - 197 Negativo Negativa  NDN
24 PD + - 286 Negativo Negativa  NDN
24 PE - - 140 Negativo Negativa  NDN
25 AD - - 480 Negativo Negativa  NDN
25 AE - - 518 Negativo Aguda Reativo
25 PD - - 158 Negativo Negativa  NDN
25 PE - - 67 Negativo Negativa  NDN




Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de lkite), microbioldgico e

andlise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacao)

Animal/ Quarto CMT WSM CCs Exame CAAF SHORR

n° Mamario (X1000)  Microbiolégico (Tipo de
Inflamacao)

26 AD - - 917 Negativo Negativa NDN
26 AE ++ - 692 Negativo Negativa NDN
26 PD - - 28 Negativo Negativa NDN
26 PE - - 231 Negativo Negativa NDN
27 AD - - 132 S. epidermidis Negativa NDN
27 AE - - 40 Negativo Negativa NDN
27 PD - - 22 Negativo Negativa NDN
27 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
28 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
28 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
28 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
28 PE - - 12 Negativo Negativa NDN
29 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
29 AE ++ + 380 K. pneumoniae Aguda Reativo
29 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
29 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
30 AD - - 12 Negativo Negativa NDN
30 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
30 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
30 PE - - 15 Negativo Negativa NDN




Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiologico e

analise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacao)

Animal/ Quarto CMT WSM CCS Exame CAAF SHORR
n° Mamario (X1000)  Microbiolégico (Tipo de
Inflamacgé&o)
31 AD - - 04 Negativo Negativa NDN
31 AE - - 52 Negativo Negativa NDN
31 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
31 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
32 AD - - 04 Negativo Negativa NDN
32 AE - - 12 Negativo Negativa NDN
32 PD + + 12 Negativo Negativa NDN
32 PE ++ - 132 S. warneri + S. Aguda Reativo
saprophyticus
33 AD - - 20 S. epidermidis Negativa NDN
33 AE - - 03 Streptococcus Negativa NDN
agalactiae
33 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
33 PE - - 08 Negativo Negativa NDN
34* AD - - 11 Negativo Negativa NDN
34 AE - - 02 S. simulans + K. Negativa NDN
oxytoca
34 PD - - 06 Negativo Negativa NDN
34 PE - - 04 Negativo Negativa NDN
35 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
35 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
35 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
35 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
36 AD - - 04 Negativo Negativa NDN
36 AE - - 10 Negativo Negativa NDN

*mastite subclinica em lactacdo anterior
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Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiologico e

andlise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacéo)

Animal/  Quarto CMT WSM CCS Exame CAAF SHORR
n° Mamario (X1000)  Microbiol6gico (Tipo de
Inflamacgé&o)
36 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
36 PE - - 01 Negativo Negativa NDN
37 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
37 AE - - 01 Negativo Negativa NDN
37 PD - - 01 Negativo Negativa NDN
37 PE - - 01 S. epidermidis Negativa NDN
38* AD - - 54 Negativo Negativa NDN
38 AE - - 13 Negativo Negativa NDN
38 PD - - 43 Negativo Negativa NDN
38 PE - - 13 Negativo Negativa NDN
39 AD - - 01 Negativo Negativa NDN
39 AE - - 44 Negativo Negativa NDN
39 PD - - 10 S.saprophyticus  Negativa NDN
39 PE - - 45 Negativo Negativa NDN
40 AD - - 10 Negativo Negativa NDN
40 AE - - 22 Negativo Negativa NDN
40 PD - + 18 Negativo Negativa NDN
40 PE - - 33 Negativo Negativa NDN
41 AD - - 27 Negativo Negativa NDN
41 AE - - 04 Negativo Negativa NDN
41 PD - - 02 Negativo Negativa NDN
41 PE - - 60 Negativo Negativa NDN
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Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiologico e

andlise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacao)

Animal/ Quarto CMT WSM CCs Exame CAAF SHORR
n° Mamario (X1000)  Microbiolégico (Tipo de
Inflamacgéo)
42 AD - - 07 Negativo Negativa NDN
42 AE - - 06 Negativo Negativa NDN
42 PD - - 23 Negativo Negativa NDN
42 PE - - 08 Negativo Negativa NDN
43 AD - - 15 A. fumigatus Negativa NDN
43 AE - - 13 A. fumigatus Negativa NDN
43 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
43 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
44* AD - - 494 Negativo Negativa NDN
44 AE - - 229 Negativo Negativa NDN
44 PD - - 376 Negativo Negativa NDN
44 PE - - 609 Negativo Negativa NDN
45 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
45 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
45 PD - - 0 Negativo INegativa NDN
45 PE - - 07 Negativo INegativa NDN
46 AD - - 36 Negativo INegativa NDN
46 AE - - 88 Negativo INegativa NDN
46 PD - - 30 Negativo INegativa NDN
46 PE + + 75 Negativo INegativa NDN
47 AD - - 54 Negativo INegativa NDN
47 AE - - 125 Negativo INegativa NDN

*mastite subclinica em lactacdo anterior

102



Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiolégico e

andlise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacao)

Animal/  Quarto CMT WSM CCS Exame CAAF SHORR
n° Mamario (X1000) Microbiolégico  (Tipo de
Inflamacgé&o)

47 PD - - 107 Negativo Negativa NDN
47 PE - - 11 Negativo Negativa NDN
48 AD - - 09 Negativo Negativa NDN
48 AE - - 12 Negativo Negativa NDN
48 PD - - 17 Negativo Negativa NDN
48 PE ++ + 359 K. pneumoniae  Aguda Reativo
49 AD - - 15 Negativo Negativa NDN
49 AE - - 03 Negativo Negativa NDN
49 PD - - 02 Negativo Negativa NDN
49 PE - - 01 Negativo Negativa NDN
50 AD - - 13 Negativo Negativa NDN
50 AE - - 05 Negativo Negativa NDN
50 PD - - 03 Negativo Negativa NDN
50 PE - - 05 Negativo Negativa NDN
51* AD ++ ++ 300 K. pneumoniae Aguda NDN
51 AE - - 10 Negativo Negativa NDN
51 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
51 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
52 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
52 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
52 PD - - 05 Negativo Negativa NDN
52 PE - - 03 Negativo Negativa NDN
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Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiolégico e

andlise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacao)

Animal/ Quarto CMT WSM CCs Exame CAAF SHORR
n° Mamario (X1000) Microbioldgico (Tipo de
Inflamacéao)

53 AD - - 15 Negativo Negativa NDN
53 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
53 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
53 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
54 AD - - 20 Negativo Negativa NDN
54 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
54 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
54 PE - - 10 Negativo Negativa NDN
55 AD - - 03 Negativo Negativa NDN
55 AE - - 05 Negativo Negativa NDN
55 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
55 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
56* AD - - 15 Negativo Negativa NDN
56 AE - - 03 Negativo Negativa NDN
56 PD - - 01 Negativo Negativa NDN
56 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
57* AD - - 0 Negativo Negativa NDN
57 AE + - 210 Negativo Negativa NDN
57 PD - - 110 Negativo Negativa NDN
57 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
58 AD - - 0 Negativo Negativa NDN

* mastite subclinica em lactacdo anterior
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Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiolégico e

andlise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacao)

Animal/ Quarto CMT WSM CCs Exame CAAF SHORR
n° Mamario (X1000) Microbiologico (Tipo de
Inflamacéo)

58 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
58 PD - - 15 Negativo Negativa NDN
58 PE - - 11 Negativo Negativa NDN
59 AD - - 130 Bacillus spp.  Negativa NDN
59 AE - - 251 Bacillus spp.  Aguda Reativo
59 PD - - 15 Negativo Negativa NDN
59 PE - - 03 Negativo Negativa NDN
60 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
60 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
60 PD - - 12 Negativo Negativa NDN
60 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
61 AD ++ + 518 S. epidermidis  Negativa NDN
61 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
61 PD - - 31 Negativo Negativa NDN
61 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
62 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
62 AE - - 01 Negativo Negativa NDN
62 PD - - 54 Negativo Negativa NDN
62 PE - - 61 Negativo Negativa NDN
63 AD ++ + 30 Negativo Negativa NDN
63 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
63 PD - - 20 Negativo Negativa NDN
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Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiologico e

andlise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacao)

Animal/ Quarto CMT WSM CCS Exame CAAF SHORR
n° Mamario (X1000) Microbiolégico (Tipo de
Inflamacéo)

63 PE - - 20 Negativo Negativa NDN
64 AD - - 05 Negativo Negativa NDN
64 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
64 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
64 PE - - 231 K. pneumoniae  Aguda NDN
65 AD - - 40 Negativo Negativa NDN
65 AE - - 120 Negativo Negativa NDN
65 PD - - 37 Negativo Negativa NDN
65 PE - - 01 Negativo Negativa NDN
66* AD - - 03 Negativo Negativa NDN
66 AE - - 00 Negativo Negativa NDN
66 PD - - 00 Negativo Negativa NDN
66 PE - - 07 Negativo Negativa NDN
67 AD - - 100 Negativo Negativa NDN
67 AE - - 39 Negativo Negativa NDN
67 PD - - 43 Negativo Negativa NDN
67 PE - - 20 Negativo Negativa NDN
68 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
68 AE - - 03 Negativo Negativa NDN
68 PD - - 05 Negativo Negativa NDN
68 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
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Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiolégico e

andlise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacao)

Animal/ Quarto CMT WSM CCS Exame CAAF SHORR
n° Mamario (X1000)  Microbiolégico (Tipo de
Inflamacé&o)

69 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
69 AE + - 200 S.aureus +S.  Sub-Aguda Reativo

epidermidis
69 PD ++ - 720 S. aureus + Aguda Reativo

Enterobacter

agglomerans
69 PE - - 13 Negativo Negativa NDN
70 AD - - 10 Negativo Negativa NDN
70 AE - - 05 Negativo Negativa NDN
70 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
70 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
71 AD - - 2 Negativo Negativa NDN
71 AE - - 1 Negativo Negativa NDN
71 PD - - 3 Negativo Negativa NDN
71 PE - - 2 Negativo Negativa NDN
72 AD - - 0 S. simulans Negativa NDN
72 AE - - 2 Negativo Negativa NDN
72 PD - - 1 S. simulans Negativa NDN
72 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
73 AD - - 5 S. saprophyticus Negativa NDN
73 AE - - 1 S. capitis Negativa NDN
73 PD - - 1 Negativo Negativa NDN
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Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiologico e

andlise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacao)

Animal/ Quarto CMT WSM CCs Exame CAAF SHORR
n° Mamario (X1000) Microbioldgico (Tipo de
Inflamacgéao)
73 PE - - 1 Negativo Negativa NDN
74 AD - - 6 Negativo Negativa NDN
74 AE - - 0 S. epidermidis Negativa NDN
74 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
74 PE - - 2 Negativo Negativa NDN
75 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
75 AE - - 0 S. epidermidis Negativa NDN
75 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
75 PE - - 1 Negativo Negativa NDN
76 AD - - 1 Negativo Negativa NDN
76 AE - - 1 S. haemolyticus Negativa NDN
76 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
76 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
77 AD - - 0 S. simulans Negativa NDN
77 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
77 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
77 PE - - 2 Pseudo_monas Negativa NDN
aeruginosa

78 AD - - 1 Negativo Negativa NDN
78 AE - - 2 S. haemolyticus Negativa NDN
78 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
78 PE - - 1 Negativo Negativa NDN
79 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
79 AE - - 236 Negativo Negativa NDN
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Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiolégico e

andlise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacao)

Animal/  Quarto CMT WSM CCS Exame CAAF SHORR
n° Mamario (X1000)  Microbiolégico (Tipo de
Inflamagéo)

79 PD - - 2 Negativo Negativa NDN
79 PE - - 6 S. aureus Negativa NDN
80 AD - - 3 Negativo Negativa NDN
80 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
80 PD - - 1 Negativo Negativa NDN
80 PE - - 1 Negativo Negativa NDN
81 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
81 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
81 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
81 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
82 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
82 AE - - 14 S. haemolyticus ~ Negativa NDN
82 PD - - 2 Negativo Negativa NDN
82 PE - - 1 Negativo Negativa NDN
83 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
83 AE - - 20 Negativo Negativa NDN
83 PD - - 42 Negativo Negativa NDN
83 PE - - 25 Negativo Negativa NDN
84 AD - - 70 Negativo Negativa NDN
84 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
84 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
84 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
85 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
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Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiolégico e

andlise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuagao)

Animal/ Quarto CMT WSM CCs Exame CAAF SHORR
n° Mamario (X1000) Microbiolbgico (Tipo de
Inflamacéo)

85 AE - - 12 Negativo Negativa NDN
85 PD - - 11 Negativo Negativa NDN
85 PE - - 2 Negativo Negativa NDN
86 AD - - 1 Negativo Negativa NDN
86 AE - - 5 Negativo Negativa NDN
86 PD - - 8 Negativo Negativa NDN
86 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
87 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
87 AE - - 1 Negativo Negativa NDN
87 PD - - 1 Negativo Negativa NDN
87 PE - - 0 S. epidermidis  Negativa NDN
88 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
88 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
88 PD - - 5 Negativo Negativa NDN
88 PE - - 6 Negativo Negativa NDN
89 AD - - 7 Negativo Negativa NDN
89 AE - - 58 Negativo Negativa NDN
89 PD - - 25 S. caprae Negativa NDN
89 PE - - 3 Negativo Negativa NDN
90 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
90 AE - - 12 Negativo Negativa NDN
90 PD - - 45 Negativo Negativa NDN
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Tabela 1 — Resultado do exame do CMT,8WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiolégico e

andlise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacao)

Animal/ Quarto CMT WSM CCs Exame CAAF SHORR
(Tipo de
n° Mamario (X1000) Microbiolégico Inflamagé&o)
90 PE - - 2 Negativo Negativa NDN
91 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
91 AE - - 1 Negativo Negativa NDN
91 PD - - 2 Negativo Negativa NDN
91 PE - - 41 Negativo Negativa NDN
92 AD - - 2 Negativo Negativa NDN
92 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
92 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
92 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
93 AD - - 22 S. epidermidis Negativa NDN
93 AE - - 20 Negativo Negativa NDN
93 PD - - 6 Negativo Negativa NDN
93 PE - - 3 S. lugdnensis Negativa NDN
94 AD - - 5 Negativo Negativa NDN
94 AE - - 66 Negativo Negativa NDN
94 PD - - 48 Negativo Negativa NDN
94 PE - - 3 S. simulans Negativa NDN
95 AD - - 47 Negativo Negativa NDN
95 AE - - 261 Pseudomonas Aguda NDN
aeruginosa

95 PD - - 160 Negativo Negativa NDN
95 PE - - 163 Negativo Negativa NDN
96 AD - - 103 Negativo Negativa NDN
96 AE - - 42 Negativo Negativa NDN
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Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbioldgico e
andlise da CAAF e Citologia de expresséao (CE) por quarto mamario de bufalas.

Botucatu, 2002 (continuacao)

Animal/ Quarto CMT WSM CCs Exame CAAF/ICE SHORR
n° Mamario (X1000)  Microbiologico (Tipo de
Inflamacéo)

96 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
96 PE - - 91 Negativo Negativa NDN
97 AD - - 2 Negativo Negativa NDN
97 AE - - 1 Negativo Negativa NDN
97 PD - - 3 Negativo Negativa NDN
97 PE - - 68 Negativo Negativa NDN
98 AD + - 0 Negativo Negativa NDN
98 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
98 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
98 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
99 AD - - 141 Negativo Negativa NDN
99 AE - - 8 Negativo Negativa NDN
99 PD - - 187 Negativo Negativa NDN
99 PE - - 638 Negativo Negativa NDN
100 AD - - 18 Negativo Negativa NDN
100 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
100 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
100 PE - - 2 Negativo Negativa NDN
101 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
101 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
101 PD - - 0 Negativo Negativa NDN

Citologia de Expresséo
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Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiologico e

andlise da CE por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacéo)

Animal/ Quarto CMT WSM  CCS Exame CAAF/CE™ SHORR
n° Mamario (X1000) Microbiolégico (Tipo de
Inflamacé&o)

101 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
102 AD - - 1 Negativo Negativa NDN
102 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
102 PD - - 2 Negativo Negativa NDN
102 PE - - 1 E. coli Negativa NDN
103 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
103 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
103 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
103 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
104 AD - - 2 Negativo Negativa NDN
104 AE - - 2 Negativo Negativa NDN
104 PD - - 4 Negativo Negativa NDN
104 PE - - 3 Negativo Negativa NDN
105 AD - - 3 Negativo Negativa NDN
105 AE - - 2 Negativo Negativa NDN
105 PD - - 4 Negativo Negativa NDN
105 PE - - 2 Negativo Negativa NDN
106 AD - - 26 Negativo Negativa NDN
106 AE - - 31 Negativo Negativa NDN
106 PD - - 24 Negativo Negativa NDN
106 PE - - 53 Negativo Negativa NDN
107 AD - - 8 Negativo Negativa NDN
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Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiologico e

andlise da CE por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuag&o)

Animal/ Quarto CMT WSM CCs Exame CE SHORR
n° Mamario (X1000) Microbiologico (Tipo de
Inflamacéo)

107 AE - - 2 Negativo Negativa NDN
107 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
107 PE - - 17 Negativo Negativa NDN
108 AD - - 1 Negativo Negativa NDN
108 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
108 PD - - 1 Negativo Negativa NDN
108 PE - - 1 Negativo Negativa NDN
109 AD - - 1 Negativo Negativa NDN
109 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
109 PD - - 0 S. hominis Negativa NDN
109 PE - - 4 Negativo Negativa NDN
110 AD - - 2 Negativo Negativa NDN
110 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
110 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
110 PE - - 1 Negativo Negativa NDN
111 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
111 AE - - 89 Negativo Negativa NDN
111 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
111 PE - - 1 Negativo Negativa NDN
112 AD + - 0 Negativo Negativa NDN
112 AE - - 3 Negativo Negativa NDN
112 PD - - 33 Negativo Negativa NDN
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Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiolégico e

analise da CE por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuagéo)

Animal/ Quarto CMT WSM CCs Exame CE SHORR
n° Mamario (X1000) Microbiologico (Tipo de
Inflamacéo)
112 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
113 AD - - 124 Negativo Negativa NDN
113 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
113 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
113 PE - - 68 Negativo Negativa NDN
114 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
114 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
114 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
114 PE - - 138 Negativo Negativa NDN
115 AD - - 4 Negativo Negativa NDN
115 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
115 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
115 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
116 AD - - 4 S. xylosus Negativa NDN
116 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
116 PD - - 1 Negativo Negativa NDN
116 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
117 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
117 AE - - 0 30rynebgcterium Negativa NDN
aquaticum
117 PD - - 8 Negativo Negativa NDN
117 PE - - 9 Negativo Negativa NDN
118 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
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Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiolégico e

andlise da CE por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacéo)

Animal/ Quarto CMT WSM CCs Exame CE SHORR
n° Mamario (X1000) Microbiologico (Tipo de
Inflamacéo)

118 AE - - 70 Negativo Negativa NDN
118 PD - - 1 Negativo Negativa NDN
118 PE - - 1 S. aureus Negativa NDN
119 AD - - 4 Negativo Negativa NDN
119 AE - - 8 Negativo Negativa NDN
119 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
119 PE - - 4 Negativo Negativa NDN
120 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
120 AE - - 3 Negativo Negativa NDN
120 PD - - 2 Negativo Negativa NDN
120 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
121 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
121 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
121 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
121 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
122 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
122 AE - - 5 Negativo Negativa NDN
122 PD - - 5 Negativo Negativa NDN
122 PE - - 54 Negativo Negativa NDN
123 AD - - 12 Negativo Negativa NDN
123 AE - - 6 Negativo Negativa NDN
123 PD - - 53 Negativo Negativa NDN
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Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiolégico

e andlise da CE por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacao)

Animal/ Quarto CMT WSM CCS Exame CE SHORR
n° Mamario (X1000) Microbiolégico (Tipo de
Inflamacéo)
123 PE - - 5 Negativo Negativa NDN
124 AD + - 1 Negativo Negativa NDN
124 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
124 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
124 PE - - 2 Negativo Negativa NDN
125 AD - - 45 Negativo Negativa NDN
125 AE - - 12 Negativo Negativa NDN
125 PD - - 2 Negativo Negativa NDN
125 PE - - 2 Corynebacterium Negativa NDN
aquaticum
126 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
126 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
126 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
126 PE - - 3 Negativo Negativa NDN
127 AD - - 1 Negativo Negativa NDN
127 AE - - 4 Negativo Negativa NDN
127 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
127 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
128 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
128 AE - - 1 Negativo Negativa NDN
128 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
128 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
129 AD - - 1 Negativo Negativa NDN
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Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbiolégico e

andlise da CAAF por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacao)

Animal/ Quarto CMT WSM CCS Exame CE SHORR
n° Mamario (X1000)  Microbiolégico (Tipo de
Inflamacéo)
129 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
129 PD - - 2 Negativo Negativa NDN
129 PE - - 102 Negativo Negativa NDN
130 AD - - 11 Negativo Negativa NDN
130 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
130 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
130 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
131 AD - - 4 Negativo Negativa NDN
131 AE - - 2 Negativo Negativa NDN
131 PD - - 2 Negativo Negativa NDN
131 PE - - 1 Negativo Negativa NDN
132 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
132 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
132 PD - - 5 Negativo Negativa NDN
132 PE - - 89 Negativo Negativa NDN
133 AD - - 444 Negativo Negativa NDN
133 AE - - 23 Negativo Negativa NDN
133 PD - - 2 Negativo Negativa NDN
133 PE - - 1 Negativo Negativa NDN
134 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
134 AE - - 0 Negativo Negativa NDN
134 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
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Tabela 1 — Resultado do exame do CMT, WSM, CCS (x1000/mL de leite), microbioldgico e

andlise da CE por quarto mamario de bufalas. Botucatu, 2002 (continuacéo)

Animal/ Quarto CMT WSM CCs Exame CE SHORR
n° Mamario (X1000)  Microbiolégico (Tipo de
Inflamacéo)
134 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
135 AD - - 7 Negativo Negativa NDN
135 AE - - 42 Negativo Negativa NDN
135 PD - - 189 Negativo Negativa NDN
135 PE - - 430 Negativo Negativa NDN
136 AD - - 100 Negativo Negativa NDN
136 AE - - 2 Negativo Negativa NDN
136 PD - - 0 Negativo Negativa NDN
136 PE - - 0 Negativo Negativa NDN
137 AD - - 0 Negativo Negativa NDN
137 AE - - 1 Negativo Negativa NDN
137 PD - - 23 Negativo Negativa NDN
137 PE - - 0 Negativo Negativa NDN

119



	Capa
	Folha de rosto
	Dedicatória
	Oferecimento
	Agradecimentos
	Epígrafe
	Sumário
	Lista de Quadros
	Lista de Figuras
	Lista de Tabelas
	Lista de Gráficos
	Resumo
	Abstract
	1.INTRODUÇÃO
	2. LITERATURA: REVISÃO
	3. OBJETIVOS
	4. MATERIAL E MÉTODO
	5. RESULTADOS
	6. DISCUSSÃO
	7. CONCLUSÕES
	8. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	Anexos



