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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a relacéo entre as contagens de células somaticas
no leite do tanque em efetivos de cabras de raca Serrana com os parametros gordura,
proteina, lactose e contagens bacterianas totais. Entre Outubro de 2014 e Setembro
de 2015, foram colhidas pela Leicras S.A. (Mirandela-Portugal) 1.294 amostras de leite
do tanque de 46 exploragcbes no ambito da realizacdo dos contrastes leiteiros.
Posteriormente no laboratério da Associacdo Interprofissional do Leite e Lactinios
foram feitas as Contagens de Células Soméaticas (FC Fossomatic ™, Foss
Instruments, Hillered, Dinamarca) e a analise do teor de gordura (%), proteina total
(%), lactose (%) e contagens bacterianas totais (MilkoScan 6000; Foss Intruments,
Hillerad, Dinamarca). Na analise descritiva foi utilizada a distribuicdo de CCS e
contagens bacterianas totais e uma correlacdo mdultipla entre log (CCS) e os restantes
parametros. Para demonstrar associacdes entre os parametros das amostras utilizou-
se a prova do Qui-quadrado (y?) e, para analisar diferencas entre variaveis continuas,
recorreu-se a andlise de variancia. A média geométrica de CCS foi de 2.495 x 10°
células por ml. Os percentis 10%, 25%, 50%, 75% de CCS foram, respetivamente,
1.191, 1.770, 2611 e 3.560 x 10° células por ml. Por sua vez, a média geométrica das
contagens bacterianas totais foi de 281 x 10° células por ml e os percentis 10%, 25%,
50%, 75% foram 43, 92, 246 e 824 x 10° células por ml. A equacdo de regresséo
multipla (r = 0,47; R? = 0,22; P <0,001) encontrada foi log (CCS) = 10,23 - (0,15 x "teor
de gordura™) + (0,83 x "proteina total") (0,96 x lactose) 0,27 x contagens bacterianas
totais). O teor de gordura (R2 =0,012; r = 0,11; p <0,001) e a lactose (R2 =0,094;r =
0,31; p <0,001) estao correlacionadas negativamente com o log (CCS) e foi observada
uma correlacdo positiva entre log (CCS) e a proteina total (R?> = 0,03; r = 0,17; p
<0,001). Nao foi encontrada correlagdo entre log (CCS) e as contagens bacterianas
totais (p>0,05). O “fator exploragéo” explicou 28,9% da variadncia das contagens
bacterianas totais e 38,6% da variancia das CCS. Estes dados salientam a importancia
de se compreender a dindmica das CCS no leite de tanque nas cabras de racga
Serrana. E por isso necessario em trabalhos futuros investigar os factores infeciosos e
ndo infeciosos responsaveis pela variagdo das contagens nesta raca com a finalidade
de melhorar os programas de boas praticas de ordenha e de controlo das mastites, e,
consequentemente, a qualidade do leite e do queijo, bem como o rendimento dos

produtores.

Palavras-chave: contagem de células soméaticas; teor de gordura; proteina total;

lactose; contagens bacterianas totais; qualidade do Leite.



Abstract

This study aimed to evaluate the relationship between milk somatic cells count (MSCC)
from bulk tank of Serrana goat flocks and other traits as fat (%), protein (%) and lactose
(%) contents, and total bacterial counts. Between October 2014 and September 2015,
1,294 milk samples from bulk tank were weekly collected in 46 herds by Leicras S.A.
(Mirandela-Portugal) during period official controls. MSCC (FC Fossomatic™; Foss
Instruments, Hillerad, Denmark) and fat (%), protein (%) and lactose (%) contents, and
total bacterial counts (MilkoScan 6000; Foss Intruments, Hillerad, Denmark) of milk
were analysed in Inter-professional Association of Milk and Milk laboratory. Descriptive
analyse was used for MSCC distribution and a multiple correlation between log
(MSCC) and remaining parameters was made. Previously Pearson correlation between
MSCC and each parameter were tested. The geometric mean of MSCC was 2,495 x
102 cells per ml. The percentiles 10%, 25%, 50%, 75% of MSCC were 1,191, 1,770,
2,611 and 3,560 x 10° cells per ml. The average of total bacterial counts was 281 x 10°
cells per ml and the percentiles 10%, 25%, 50%, 75% were 43, 92, 246 and 824 x 10°
cells per ml. The multiple regression equation (r = 0.47; R? = 0.22; P < 0.001) was log
(MSCC) = 10,23 — (0.15 x “fat”) + (0.83 x “protein”) — (0.96 x lactose) — (0,27 x total
bacterial counts). The percentage of fat content (R2=0,012; r=0.11; p<0,001) and
lactose (R?=0,094; r=0,31; p<0,001) are negatively correlated with log (MSCC) and it
was observed a positive correlation between log (MSCC) and the protein content
(R?=0,03; r=0,17; p<0,001). No correlation was found between log (MSCC) and total
bacterial counts. The “farm” factor explained 28.9% of the variation of the total bacterial
counts and 38.6% of the variation of the log (MSCC). These data highlight the
importance of understanding the dynamics of SCC in bulk tank in Serrana goats. It is
therefore necessary in future works to investigate the infectious and non-infectious
factors responsible for the variation of the counts in this breed in order to improve the
milking practices and mastitis control programs, and consequently the milk/cheese

guality and best incomes to the farmers.

Keywords: Somatic Cell Count; fat; protein; lactose; total bacterial counts; Quality of
Milk.
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1. Os Caprinos da Raga Serrana

A cabra Serrana (Figura 1) é ascendente a Capra pyrenaica antecessora das
racas caprinas da peninsula ibérica e actualmente é aceite que a sua origem tenha
sido na Serra da Estrela (Fonseca, 1988). Em Portugal é considerada como a mais

representativa nas ragas caprinas (DGP, 1987; Pereira, 2012).

Figura 1- Efetivo de raca Serrana da ESA — IPB (Foto: Hélder Quintas).

A caracterizacdo genética, morfolégica e produtiva tem como base ou padrao
descrito no Regulamento do Registo Zootécnico Portugués da raca caprina Serrana
(artigo 6°).

As suas capacidades produtivas sdao dependentes de varios factores genéticos e
nao genéticos ou ambientais (alimentacéo, instalagbes, estacdo do ano entre outros),
tipo de exploragdo da aptiddo leite ou leite/carne variando de acordo com as
necessidades do mercado nacional.

Relativamente a producdo de leite, a variagdo € enorme que reflete por um
lado, a variabilidade genética da raga (Quadro 1) e por outro, o sistema de produgdo

tradicional, dependente obviamente da regido da exploragédo (Almendra, 1990).

Quadro 1 - Pardmetros produtivos da raca caprina Serrana.

Raca serrana — Eco6tipo:

Transmontano Ribatejano Jarmelista
Producdo média de leite aos 150 dias de lactacdo 103,11 223,11 87,71
Producdo média total de leite 1231 250,81 96,9 |
Producdo média diaria de leite 0,681 1,411 0,581
Duragdo média da lactagéo 181 dias 178 dias 167 dias
Teor em gordura 35 % 41% -
Teor em proteina 33 % 34%

Fonte: SPOC (acedido a 15 de Janeiro de 2017).



1.1. Caracteristicas da producao de leite

Os caprinos de raga Serrana sao animais rusticos adaptados completamente ao
meio, com uma producdo de leite bastante variavel em dependéncia do sistema de
producdo, maneio dos produtores e das condi¢des climaticas em que sdo exploradas.
Existem registos de cabras que produzem cerca de 600 litros de leite, em alguns
casos mais, em 210 dias de lactagéo.

Na regido de Tras-os-Montes, a ordenha é feita manualmente maioritariamente,
diferente da regidao sul onde ja se observa a utilizacdo da ordenha mecanizada
(Almendra, 1990).

Em Tras-os-Montes o0s rebanhos sao explorados principalmente em regime
extensivo, num sistema de pastoreio de percurso, os efetivos de pequena dimenséo
com um predominio de cabradas de 70 a 80 cabecas. A maioria das exploracées nao
efetuam qualquer suplementacdo ou complemento ao pastoreio, pelo que em épocas
de reduzida disponibilidade alimentar h4 uma acentuada reducéo da produgéo de leite.

As exploragdes de maior dimenséo estéo localizadas na regido Centro, Ribatejo
e Oeste onde a producdo de leite em regime de producdo semi-intensivo é mais
frequente (Pereira, 2012).

O maneio tradicional, sem controlo reprodutivo, e a auséncia de sazonalidade
reprodutiva conduz a producéo de cabritos ao longo do ano. Apesar disso ocorre uma
maior incidéncia dos partos nos meses de Outubro a Abril, 0 que conduz a épocas de
venda com precos mais elevados (i.e. Natal e P4scoa).

A taxa de fertilidade da raca varia entre os 90 a 95% e a taxa de fecundidade de
150 a 160%. O indice de prolificidade € de cerca de 170 a 180%. O cabrito, regra
geral, é vendido aos 30-40 dias de idade, com o peso vivo de 6 a 8 kg (SPOC online,
acedido a 15 de Janeiro de 2017).

2. O leite de Cabra

Desde os tempos da domesticagdo, ha 8000-11000 anos, até aos dias de hoje
gue o leite de cabra é consumindo devido a sua facil disponibilidade e valor nutritivo.
Representa um papel importante e bastante significativo em todos os paises do
mundo, sendo nas regides mais pobres umas das principais fontes de subsisténcia
garantindo a nutricdo basica como fonte de alimentagédo diaria (Park e Haenlein,
2007).

O leite de cabra tem um papel essencial como: (a) fonte de proteina de alta
qgualidade e célcio, especialmente importante para pessoas de baixa rendimento ou

mal nutridas nas regides &ridas sem acesso a outras fontes baratas de proteina
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(Haenlein, 2004); (b) interesse no mercado transformador, constituindo um valor
acrescentado, com varios produtos derivados como queijos, iogurte, manteiga, quefir,
doces, produtos em p6 e condensados e inclusivamente, cosméticos; (c) apresenta
uma boa digestibilidade, o que faz que o leite de cabra seja recomendado para o
consumo humano e indicado como um substituto ideal para pacientes que sofrem de
alergias ao leite de vaca (Haenlein, 2004; Macedo et. al., 2003).

Além do mais, a producao de leite em cabras em regides com boas condicbes
climaticas e de maneio adequado tem grande eficiéncia produtiva comparando com
gualquer outro ruminante domesticado (Gonzalo, 2014).

Neste contexto, nos paises onde o mercado do leite de cabra tem grande
importancia econdmica, o controlo da qualidade do leite é fundamental, quer para a
industria dos lacticinios e seus derivados, quer para o consumidor (Park e Haenlein de
2007).

2.1. Anatomia e fisiologia da glandula mamaria

Nos caprinos o Ubere (Figura 2) é constituido por duas glandulas independentes,
situadas na regido inguinal e suportadas por um ligamento suspensor medial comum e
cada uma por um ligamento suspensor lateral (Plummer e Plummer. 2012).

S&o anatomicamente classificadas como glandulas sudoriparas, modificadas e
histologicamente como tubulo-alveolar compostas (Sisson & Grossman, 1986). Em
cada glandula o leite produzido é drenado para o teto respetivo (Constantinescu,
2010). O ubere caprino possui um formato globular, achatado do lado septal, por sua
vez o0s tetos tém formato variavel, podendo ser pequenos e curtos ou grandes e

afunilados (Sisson & Grossman, 1986; Constantinescu, 2010).
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Figura 2 — Seccao medial da glandula mamaria da cabra (Constantinescu, 2010).



O Ubere é formado por parénquima glandular (Figura 3) subdividido em lobos, e
estes por sua vez constituidos por lobulos (Bragulha et al., 2012). Os l6bulos séo
formados por diversas estruturas concavas, 0s alvéolos, rodeadas por células
mioepiteliais (Cunningham e Klein, 2008 Constantinescu, 2010). A unidade funcional
basica dos alvéolos sdo as células secretoras, responsaveis pela sintese do leite
(Constantinescu, 2010). Por accdo da oxitocina ocorre a contrac¢do das células
mioepiteliais e consequente descida do leite que se encontra armazenado nos
alvéolos para os ductos alveolares (Cunningham e Klein, 2008; Blowey, 1999;
Constantinescu, 2010; Park and Haenlein, 2010). A partir destes, o leite &€ drenado por
um sistema de ductos convergentes progressivamente de maior calibre: ductos
intralobulares, interlobulares e lactiferos que convergem formando o seio lactifero,

também designado por cisterna (Cunningham e Klein, 2008; Constantinescu, 2010).
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Figura 3 — Organizacdo anatémica da glandula mamaria da caprina (Constantinescu, 2010).

O seio lactifero divide-se em cisterna glandular e em cisterna do teto
(Constantinescu, 2010). Na separagdo entre as duas cisternas encontra-se o anel
venoso de Flrtenberg (Bragulla et al., 2012). O teto é constituido por um canal que
termina no orificio papilar que possui um esfincter. (Haenlein, 1992; Constantinescu,
2010). A parte distal do teto tem o nome de ducto papilar ou canal do teto. Na unido
entre a cisterna papilar e o ducto papilar encontra-se a roseta de Firtenberg
(Constantinescu, 2010).



2.2. Particularidades da secrecéo do leite

Desde o ponto de vista bioldgico os caprinos apresentam a particularidade de
gue a secrecdo de leite ser apdcrina. Particulas citoplasmaticas sdo excretadas
fisiologicamente para o leite desde a por¢ao apical das células secretoras (Wooding et
al., 1970; Wooding et al, 1977). As particulas citoplasmaticas sdo semelhantes em
tamanho as células somaticas do leite. A concentragcdo média é de 150 x 103
células/ml, em comparacao com as de ovelhas onde a média é de 15 x 103 células/mi
(Paape et al., 2001). As baixas concentragbes no leite de ovelha e a quase auséncia
delas no leite de vaca estédo relacionadas a secre¢cdo merécrina que ocorre nestas
espécies (Dulin et al., 1983).

Esta particularidade é importante no diagnostico das mastites porque a presenca
destas particulas citoplasmaticas desprovidas de ADN (e de outras resultantes da
involugdo espontanea do parénquima) no leite de cabra ndo tem nenhum significado
patologico, mas contribui para um aumento aparente das contagens celulares
(Foschino et al, 2002; Wilson et al, 1995; Zeng e Escobar, 1996). Isto é especialmente
guando se utilizam métodos nado especificos de ADN como é o caso dos contadores
automaticos (Marnet 1998). Apesar de muitas dessas particulas serem anucleadas,
algumas possuem fragmentos nucleares e podem contribuir para um ligeiro aumento
das contagens celulares totais mesmo com a utilizacdo de métodos especificos de
ADN (Paape et al., 1997).

Inclusivamente, o método de microscopia de referéncia, que é baseado em
procedimentos de coloracdo, ndo da resultados satisfatérios na maioria dos
laboratorios, quando usado em leite de cabra (EFSA, 2005)

Apods a secrecdo do leite ele fica armazenado na cisterna do teto que tem
grande capacidade de armazenamento nos caprinos: no inicio da ordenha 70% do
leite € cisternal e 20% € alveolar. Nos bovinos, por exemplo, esta Ultima fragdo
representa 85%, e assim a propria preparagdo do Ubere para a ordenha promove a
descarga de oxitocina, que aumenta o fluxo de leite e leva a uma reducéo do tempo de
ordenha. Este fendmeno ndo se observa nos caprinos (Salama, 2005).

O leite de cabra pode ser obtido em vérias fraccdes durante a ordenha. A
primeira fracdo é obtida com a maquina de ordenha e corresponde ao leite da cisterna
e dos alvéolos. A segunda fraccdo obtém-se se antes da remocao das tetinas se fizer
uma vigorosa massagem do Ubere. A terceira fraccdo pode ser extraida manualmente
porque apdés a remocdo das tetinas ainda permanece algum leite no Ubere; e o
restante corresponde ao leite residual, o qual s6 pode ser removido com a

administracdo de oxitocina (Jiménez-Granado et al., 2014).



2.3. Composigéao do leite de cabra

O leite de cabra é um liquido branco-mate, limpo, sem grumos, de odor bastante
neutro e sabor adocicado a ligeiramente salgado, agradavel e caracteristico. A cor um
tanto mais branca deve-se a presenca de pré-vitamina A e auséncia de B-carotenos
responsaveis pela tonalidade amarelada da gordura do leite de vaca (Belanger, 1990).

O leite de cabra tem 83 a 86% de conteldo em agua e um extrato seco de 14 a
17% (Guéguen, 1997). As proporcdes de cada uma dessas substancias no leite de
cabra sao variaveis e dependem da influéncia complexa do polimorfismo genético e de
alguns outros factores, tais como raga, estado nutritivo, fisiolégico, sanitario e
ambiental (Moioli et al., 1998).

O leite € uma mistura homogénea de grande nimero de substancias: hidratos de
carbono (por exemplo, a lactose), glicerideos, proteinas (caseina e outras), sais
minerais, vitaminas e enzimas. Algumas dessas particulas estdo em emulsdo (a
gordura e as substancias associadas), outras em suspensao (as caseinas ligadas a
sais minerais) e outras em solucdo (lactose, vitaminas hidrossolUveis, proteinas do
soro, sais) (Ordénez, 2005).

E um produto altamente delicado e perecivel, possuindo caracteristicas fisicas,
guimicas e biolégicas facilmente alteradas pela ac¢do de microrganismos e pela
manipulacdo a que é submetido (Durr, 2004).

O leite de cabra tem uma composicao diferente do leite de vaca, como um menor
tamanho dos globulos de gordura, um menor conteddo em lactose (Garcés et al.,
2004) e maior teor de Ca, P, K, Mg, Cl e Mn (Guéguen, 1997).

Contém, em média, cerca de 3,8% de gordura, 3,5% de proteina, 4,1% de
lactose e 0,8% de minerais (Quadro 2). O tamanho dos glébulos de gordura no leite de
caprino é em média mais pequenos que os de leite de vaca. Esta caracteristica tem
uma grande importancia nutricional, uma vez que globulos menores sdo mais
facilmente absorvidos pela mucosa intestinal, o que faz com que seja recomendado a
criangas e pessoas idosas (Garceés et al., 2004).

O leite de cabra possui um contetido de lactose de cerca de 0,2 a 0,5% menor
do que no leite de vaca (Chandan et al., 1992). A lactose é considerada como o
componente mais labil perante da accdo microbiana ao constituir um bom substrato
para as bactérias, que a transformam em acido lactico (Ordéfez, 2005).

A densidade e o peso especifico do leite dependem da concentracdo de
elementos em solugéo e da percentagem de gordura. O teste da densidade pode ser
atil na detecdo de adulteracdo do leite, uma vez que a adicdo de agua causa

diminuicdo da densidade, enquanto se a gordura for retirada a densidade aumenta



(Fonseca & Santos, 2007). A gordura é o constituinte que mais sofre variacdes em

funcdo de alimentacado, raca, estagcdo do ano e periodo de lactagdo, entre outros

(Silva, 1997).

Quadro 2 - Concentragdes médias dos nutrientes basicos, minerais e vitaminas em 100g no

leite de cabra comparado com o leite de vaca e o humano (Adaptado de Park e Haenlein,

2010).

Constituintes Cabra Vaca Mulher
Gordura (g) 3,8 3,6 4,0
Proteina (g) 3,5 3,3 1,2
Lactose (@) 4.1 4.6 6,9
Minerais (Cinzas) (g) 0,8 0,7 0,2
Sdlidos totais (g) 12,2 12,3 12,3
Calorias (cal) 70 69 68
Minerais
Ca (mg) 134 122 33
P (mg) 141 119 43
Mg (mg) 16 12 4
K (mg) 181 152 55
Na (mg) 41 58 15
Cl (mg) 150 100 60
S (mg) 2,89
Fe (mg) 0,07 0,08 0,2
Cu (mg) 0,05 0,06 0,06
Mn (mg) 0,032 0,02 0,07
Zn (mg) 0,56 0,53 0,38
I (mg) 0,022 0,021 0,007
Se (ug) 1,33 0,96 1,52
Vitaminas
Vitamina A (U.]) 185 126 190
Vitamina D (U.I) 2,3 2 1.4
Tiamina (mg) 0,068 0,045 0,017
Riboflavina (mg) 0,21 0,16 0,02
Niacina (mg) 0,27 0,08 0,17
Acido Pantoténico (mg) 0,31 0,32 0,20
Vitamina B¢ (MQ) 0,046 0,042 0,011
Acido Félico (ug) 1 5 5,5
Biotina (u1g) 15 2 0,4
Vitamina B, (Ug) 0,065 0,357 0,03
Vitamina C (mg) 1,29 0,94 5

Segundo Haenlein (1992), a caseina do leite de cabra apresenta diferengas na

composi¢cdo de aminoacidos e € mais digestivel que a caseina do leite de vaca.



Remeuf e Lenoir (1986) relataram que a proporcao de relativa de aminoécidos na
caseina do leite de cabra é significativamente diferente da do leite de vaca.

O leite caprino apresenta, ainda, maiores quantidades de acidos gordos de
cadeia curta capricos (10,0%), caprilico (2,7%), caproico (2,4%) e laurico (5,0 %) em
relacdo ao leite de vaca (Alonso et al., 1999; Goudjil et al., 2004). Estes &acidos gordos
sdo responsaveis pelo sabor e flavor do queijo de cabra. A quantificacdo destes acidos
gordos de cadeia curta sdo frequentemente usados para detectar misturas de leite de
diferentes espécies (Park et al., 2007).

Alguns autores demonstraram que a composicao do leite de cabra varia ao longo
lactacdo. Na parte final da lactacdo a gordura, proteina, solidos e minerais tendem a
aumentar e lactose a diminuir (Gou et. al 2001; Brozos, 1998; Haenlein, 2001 e 2004).

Por sua vez, Gomes et al. (2004) afirmam que os teores de sélidos totais,
gordura, lactose diminuem ao longo da lactacdo, os teores de proteina permanecem
semelhantes resultando de factores fisiolégicos, a saude da glandula mamaria e
gualidade do leite.

Em suma, comparado a vaca ou leite humano, o leite de cabra possui
caracteristicas Unicas, como alta digestibilidade, alcalinidade diferente, alta
capacidade de tamponamento, 0 que permite varias aplicacdes terapéuticas e na
nutricdo humana (Walker, 1965; Park, 1994).

3. Mastites em caprinos

A mastite, ou mamite, é a inflamacdo da glandula maméaria, de causa
multifactorial, caracterizada por alteracdes fisiolégicas, quimicas e normalmente
bacteriolégicas no leite, acompanhadas de modificacdes patoldégicas no tecido
glandular (Contreras et al., 1997a; Matthews, 2009).

Com a presenca de um agente patogénico na glandula maméaria produz-se uma
infeccdo com fendmenos inflamatorios associados. Segundo a sua severidade podem

ocorrer mastites subclinicas ou clinicas (Quadro 3).



Quadro 3 — Tipos de mastite em caprinos (Contreras et al., 1997b).

Glandula Clinica
Mamaria Subclinica Subaguda Aguda Hiperaguda Crénica
saudével
Microrganismos - + + + + n
Contagem
células - + + + + +
somaticas
Alteragfes
bioquimicas do - + + + + +/-
leite
Alteracdo
macroscopica do - - + + + +/-
leite
Alteracdo da
glandula - - +/- + + +
mamaria
Alteracédo do - - - +/- ¥ _

estado geral

Num contexto sanitario adequado, a prevaléncia numa exploracdo de animais
com mastite clinica ndo deve ser superior a 5% (Bergonier et al., 1997; Contreras et
al., 2007).

A prevaléncia de animais com mastite subclinica varia em média entre 5 a 30%
(Contreras et al., 2007) embora alguns rebanhos apresentem valores mais elevados
(Contreras et al., 1999; Rovai et al., 2014).

3.1. Etiologia das mastites caprinas

As mastites caprinas poderem ter origem mecanica, traumatica (ex. feridas,
golpes) ou serem causadas por toxinas bacterianas (Stheling et al., 1986), mas na
esmagadora maioria dos casos sdo provocadas por infeccbes de origem bacteriana,
sem excluir, no entanto, os micoplasmas, os lentivirus e os fungos (Bergonier et al.,
1997, 2003).

Classicamente os microrganismos que causam mastite podem ser classificados
como contagiosos, ambientais e oportunistas. O habitat principal dos contagiosos é a
glandula mamaria, de tal modo que o contagio ocorre normalmente durante as
operagbes de ordenha. Neste grupo estdo incluidos Streptococcus agalactiae e
Mycoplasma spp. e Staphylococus aureus. Este Ultimo, é incluido neste grupo apesar
de o seu habitat principal n&o ser o interior do Ubere, mas o epitélio interno e externo
do teto. Nos ambientais estdo incluidos os estreptococos “ndo agalactiae” e os
coliformes, e ainda algumas espécies de bacilos e os Gram (-) em geral. A
contaminacg&o por estes microrganismos ndo acontece durante a ordenha, mas sim

com o contacto dos animais com materiais contaminados (Ex. solo, cama, agua,
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esterco, etc). Por Ultimo, os oportunistas que s&o sobretudo microrganismos do género
Staphylococcus. S&o exemplos disso os estafilococos coagulase negativos (SCN) que
constituem a principal causa de mastites subclinicas na maioria dos rebanhos de
caprinos. O seu habitat natural é a pele dos animais e dos humanos (Corrales et al.,
1997a).

O Quadro 4 resume 0s principais microrganismos isolados em casos de mastites

nos caprinos.

Quadro 4 — Complexo etioldgico das mastites caprina (Corrales et al, 1997a).

Bactérias Gram (+)

Bactérias Gram (-)
Enterobacterias

Nao
Enterobacterias

Micoplasmas

Staphylococus spp.

Micrococcus spp.
Streptococcus spp.

Corynebacterium

spp.
Trueperella spp.

Bacillus spp.
Clostridium spp.
Nocardia spp.

Escherichia spp.
Klebsiella spp.
Enterobacter spp.

Proteus spp.
Serratia spp.
Pseudomonas spp.

Mannheimia spp.
Pasteurella spp.
Mycoplasma spp.

Staphylococus aureus , Estafilococos
coagulase negativos (SCN)

Streptococcus agalactiae; Streptococcus grupo
C; Streptococcus spp.
Corynebacterium bovis; Corynebacterium spp.

Trueperella pyogenes

Bacillus cereus; Bacillus spp.
Clostridium perfringens

Nocardia asteroides; Nocardia farcinica

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae

Serratia marcescens; Serratia spp.
Pseudomonas aeruginosa; Pseudomonas spp.

Mannheimia haemolytica

Pasteurella multocida

Mycoplasma agalactiae; Mycoplasma mycoides
subsp. Capri; Mycoplasma capricolum subsp.
Capricolum; Mycoplasma putrefaciens; Other
mycoplasmas

Fungos Acholeplasmas spp. = Acholeplasmas laidlawwii; Acholeplasmas
modicum
Candida spp. Candida albicans; Other candidas
Cryptococcus spp. Cryptococcus neoformans
Aspergillus spp. Aspergillus fumigatus
Virus Lentivirus dos pequenos ruminantes

Genericamente, os estafilococos sdo 0s agentes patogénicos mais comuns nas
mastites caprinas, podendo representar até 88,1% de todos os isolados bacterianos
em infec¢bes intramaméarias (Baudry et al., 2000). Os SCN sdo o0s agentes mais
frequentemente isolados em mastites subclinicas (Contreras et al., 1995, 2007; Moroni
et al., 2005a; Koop et al., 2012a; Souza et al., 2012). S. aureus é responsavel pela

maior parte dos casos de mastite clinica (Gilbert et al., 2006).
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Por sua vez, os estreptococos normalmente representam até 10% dos
microrganismos isolados; nas bactérias Gram-negativas, as duas espécies mais
frequentemente implicadas séo E. coli e Pseudomonas spp. (Contreras et al., 2003).

A existéncia de micoplasmas nas exploracbes pode alterar as proporcdes
relativas dos agentes etiolégicos de mastite clinica. Nas areas endémicas de agalaxia
contagiosa, a prevaléncia de casos clinicos € geralmente baixa, mas pode aumentar
drasticamente, especialmente nos rebanhos recém—infectados (Bergonier e Berthelot,
2008).

Os lentivirus dos pequenos ruminantes, como o virus da artrite-encefalite caprina
(CAEV), tém tropismo para os mondcitos/macréfagos e provocam uma infeccéo
persistente ao longo de toda a vida do animal. As principais manifestacdes clinicas
estdo associadas ao Ubere (endurecimento do tecido mamario - "Ubere duro" - tetas
assimétricas e uma diminuicdo na producao de leite), e atingem articulacbes, tecido
nervoso e pulmdes (Leboeuf e Berlanger, 2003; Smith e Sherman, 2009).

Dada a diferenca entre critérios utilizados no diagnéstico de mastites nos varios
estudos é dificil a comparacdo dos diferentes resultados de prevaléncia publicados;
sendo que parece evidente que os resultados variam de exploracéo para exploracao e
segundo o sistema de maneio.

A glandula maméaria e os tetos infectados (ex. infeccdo estafilocécica, ectima
contagioso, lesGes provocadas pela ordenha) sédo o principal reservatério dos agentes
gue podem causar mastite em caprinos (Quadro 5) (Bergonier et al., 1997, 2003). Os
equipamentos de ordenha tém um papel epidemiolégico importante, bem como o
pessoal de ordenha (Bergonier et al., 1997) e outros equipamentos e instalacdes
(Bergonier et al., 2003).

Quadro 5 - Fontes de infecg&o e tipos de transmissdo em mastites caprinas segundo
0 agente patogénico (Bergonier et al.,1998).

Agente patogénico Fonte de infeccao Tipo de transmissao

Staphylococcus aureus Glandula mamaéria Galactofora, maquina de
ordenha

Staphylococcus coagulase Glandula maméria Galactéfora, maquina de

negativos ordenha

Streptococcus uberis Ambiente, glandula maméaria  Galactéfora, maquina de
ordenha

Streptococcus uberis Suinos, glandula mamaria Galactéfora, maquina de
ordenha, ambiental

Pseudomonas aeruginosa Agua Galactéfora, maquina de
ordenha

Aspergillus fumigatus Camas, feno mal conservado  Galactofora

Mycoplasma spp. Animais portadores Galactdfora, respiratoéria, oral
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3.2. Importéncia das mastites caprinas

A importancia das mastites pode ser destacada sob o ponto de vista: legal,
higiénico e econdémico. A nivel europeu a importancia legal estd plasmada no
Regulamento (CE) N° 853/2004 de 29 de Abril, que define os critérios da qualidade
microbioldgica do leite. Essa exigéncia visa salvaguardar a qualidade higiénica do leite
minimizando o risco de infeccdo ou intoxicacdo dos consumidores por bactérias ou
toxinas presentes no leite. Por sua vez, as perdas econdmicas provocadas pela
mastite sdo muito elevadas nos caprinos, e incluem perdas na producdo/qualidade de
leite, sanidade/producéo animal e seguranca dos consumidores (Bergonier e Berthelot,
2003).

3.2.1. Producéo de leite

As mastites tém repercussfes sobre a qualidade e quantidade do leite
produzido.

Nas mastites clinicas a consequéncia directa é a diminuicdo da producédo de
leite, além de que, pelas alteracdes visiveis e pelo aumento substancial das contagens
de células somaticas no tanque, o leite produzido ndo estd apto para o consumo
humano (Contreras et al., 1997b). Por sua vez as mastites subclinicas, como sao mais
prevalentes, sdo consideradas por muitos autores como a causa mais importante de
reducdo da producdo leiteira (Leitner et al., 2004a, Silanikove et al., 2014) e tém
maiores consequéncias negativas ha producdo que as mastites clinicas, porque
passam facilmente despercebidas e tém caracter persistente (Contreras et al., 1997a).

Foi encontrada uma correlacdo negativa entre a producdo média de cada
rebanho e a prevaléncia de mastites subclinicas. De salientar que a correlacédo
encontrada ndo segue um modelo linear uma vez que a produgdo depende também de
factores genéticos e ambientais. Mas 0 modelo encontrado explicava cerca de 40% da
variagdo dos valores de producdo média entre os rebanhos estudados (Sénchez et al.,
1997). As perdas em caprinos podem corresponder a 21% (Sanchez et al., 1997) ou
23% da producgdo total (Dulin et al., 1983). Em estudos realizados em ovinos e
caprinos a quantidade de leite produzido por metades mamarias experimentalmente
infetadas por SCN é significativamente menor do que a produzida nas metades

saudaveis da mesma cabra (Quadro 6; Leitner et al. (2004a).
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Quadro 6 - Impacto das mastites subclinicas por SCN na producao e qualidade do leite em
caprinos (Leitner et al, 2004a).

Metade Metade
saudavel Infectada
Producéo de leite 0,98 kg 0,69 kg
SCC (células/ml) 417.000 1.750.000
Gordura @n 38,9 38,8
Proteina (n) 34,2 35,0
Caseina (mg/mi 28,1 28,2
Soro @n 6,1 6,8
Rendimento coalhada 232 g/l 208 g/l
Tempo coalhada (segundos) 167 295

Estes dados séo diferentes dos encontrados em outros estudos onde a infeccéo
por SCN nao conduziu a uma menor producdo (De Crémoux et al., 1996). A diferenca
entre esses dois resultados foi atribuida por De Crémoux et al. (1996) a uma maior
producdo da metade saudavel, que compensaria as perdas da glandula infectada.

Mais recentemente, para outros autores a infeccao intramamaria por agentes
patogénicos maiores causou uma pequena queda na producédo (0,13 kg/dia) sem
significado estatistico (Koop et al., 2010b). Mas se o estatuto infeccioso do primeiro
més de lactacdo for tido em conta para predizer a producéo para o resto da lactacao,
as quebras de producdo sdo superiores (0,29 kg/dia). Nestes estudos, o efeito da
infeccdo intramamaria na producdo de leite em caprinos parece variar com o tipo de
agentes envolvidos: as infeccdes por agentes patogénicos maiores estdo associadas a
uma pequena reducdo da producdo de leite e nas infec¢cdes por SCN ndo ha
alteracBes significativas da producdo. Em infec¢cdes por Corynebacterium bovis foi
descrito, inclusivamente, um aumento da producao de leite (Koop et al., 2009, 2010b).

Relativamente as contagens de células somaticas, os caprinos em lactacdo com
CCS entre 800 x 10% e 1.600 x 10° células/ml, podem ter uma quebra de producéo de
16% relativamente a cabras com CCS inferiores a 200 x 10% células/ml. A
percentagem de perdas é de 28% quando as CCS ultrapassam 3.200 x 10° células/ml.
Assim, a producgéo de leite por lactagdo diminui @ medida que o numero de células
somaticas aumenta, uma vez que, a diminuigdo da producdo esta relacionada com a
gravidade da inflamacdo (De Crémoux et al., 1996; Chingwen et al., 2002). Podem
surgir variagfes significativas segundo a raga considerada. Barrén-Bravo et al. (2013)
estimaram perdas na producao de leite com 0 aumento das CCS entre 0,2 - 29,1%. Na
ragca Alpina registaram-se maiores médias de CCS com menores producdes

associadas; e as menores CCS e maiores producdes foram obtidas na ragca Oberhasli.
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3.2.2. AlteragOes qualitativas

Relativamente as alteracdes qualitativas (Quadro 7), nas mastites por agentes
patogénicos maiores, pode existir uma diminuicdo de 7% na quantidade de proteina
(MP). Simultaneamente pode registar-se uma diminuicdo da producdo de leite
equivalente, pelo que o teor de proteina (TP) mantem-se estavel.

Quadro 7 — Modificagdes fisico-quimicas do leite causadas por mastites (Modificado de
Serieys et al.,1987).

Caracteristicas fisico-quimicas Evolucao
Lactose v

Teor proteico

% proteinas coagulaveis
Material proteico (MP) % proteinas soluveis

Protedlise pela plasmina

I
o
c

>

€

Matérias gordas (MG) Teor butiroso (TB)
Acidos gordos livres

Minerais K*, ca”’, P
Cloreto de sodio (NaCl)
pH

29 €529 €

A quantidade de gordura (MG) diminuiu de forma mais acentuada (-13,3%), de
tal modo que o teor de gordura (TB) diminuiu significativamente (2,4 g/kg). No caso de
infeccdes por SCN, o MP e o TP permanecem inalterados e diminuem 3,1% a MG e
0,9 g/kg o0 TB (De Crémoux et al, 1996; Baudry et al., 1997; Chingwen et al, 2002).

No que diz respeito as proteinas do leite, a concentracdo de caseina nao é
afectada, mas as proteinas do soro, como as imunoglobulinas e albumina, encontram-
se em maior quantidade. A lactose e os minerais (ex. célcio, fosforo e potassio) estéo
em quantidades menores em mastites causadas por SCN, enquanto o sodio e o cloro
se encontram em quantidades mais elevadas. Concomitantemente, a actividade do
calcio € reduzida e a degradacéo enzimética da caseina esta aumentada (Contreras et
al., 1997a, Leitner et al., 2004a). O aumento da atividade da plasmina em resposta a
infeccdo é pouco acentuada nos caprinos, ao contrario do que acontece em outros
ruminantes domesticados (Leitner et al., 2004a).

Adicionalmente, com o aumento das CCS registam-se menores teores de
gordura (decréscimo de 0,01 a 10,8%) e maior teor proteico no leite (aumento de 0,3 —
15%) registando-se variagdes segundo a raga considerada (Barron-Bravo et al., 2013).

Devido a essas alteragcbes na composicdo, o leite obtido tem um menor
rendimento de queijo e um tempo de coagulacdo maior do que de um leite de uma

cabra saudéavel (Contreras et al, 1997a; Silanikove et al., 2014). Os queijos elaborados
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a partir de leites com CCS elevadas tém menor conteddo em gordura e um aumento
dos é&cidos gordos (Le Maréchal et al., 2011; Olechnowicz et al., 2012) e os iogurtes
tém maior conteudo proteico e um maior nivel de sinérise (i.e. saida do soro)
(Olechnowicz et al., 2012).

3.2.3. Producé&o animal

As mastites gangrenosas podem resultar na morte do animal e sao
responsaveis por um elevado numero de refugos. Outro aspecto a ter em
consideracdo é que as cabras com mastite subclinica, e portanto com valores
produtivos inferiores ao seu potencial produtivo, podem ser eliminadas do esquema de
seleccao genética de forma inapropriada, ocorrendo perda de potencial genético nos
programas de melhoramento baseados nos dados do contraste leiteiro mensal
(Contreras et al, 2003).

As crias expostas ao leite proveniente de maes com mastite ingerem uma
grande quantidade de agentes patogénicos e estado sujeitas a varias doencas, tais
como gastroenterites ou septicemias. Isto por si sO, ou agravado pelo facto de o
colostro ser de pior qualidade, resulta num aumento acentuado da mortalidade ou
menores indices de crescimento (Contreras et al., 1997b).

3.2.4. Saude publica

O leite de cabras com mastite pode conter agentes patogénicos para os seres
humanos dos quais se destacam 0s agentes que provocam doengas como a
tuberculose, brucelose, listeriose, salmonelose, entre muitas outras (Contreras et al.,
1997b). A pasteurizacdo do leite € um método eficaz para eliminar todos os agentes
responsaveis por essas doencas, mas ndo é compativel com todas as técnicas usadas
no fabrico do queijo, nomeadamente os queijos feitos a partir de leite cru. A presenca
de toxinas termoestaveis produzidas por S. aureus e alguns estreptococos constitui
um grave problema de seguranga alimentar uma vez que ndo sdo destruidas pela
pasteurizacdo e podem ser responsaveis por intoxicagdes alimentares.

Por outro lado, o leite pode, em consequéncia de mas praticas produtivas, conter
residuos de antibiéticos ou pesticidas (Bergonier et al., 2003; Contreras et al., 2007;
Brenaut et al., 2014). A presenca de inibidores constitui um risco para a saude do
consumidor, compromete 0s processos industriais e pode contribuir para a

desconfianca do consumidor no leite e seus derivados (Contreras et al., 1997c).
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3.2.5. Requisitos legais

A qualidade bacteriolégica do leite de cabra, deve ser garantida por forma a
proteger o consumidor, e simultaneamente atender as exigéncias associadas a
transformacao tecnoldgica do leite, pois em muitas regides grande parte do leite
produzido é destinado a producao de queijo.

Na Unido Europeia, a salvaguarda da qualidade microbiolégica do leite de cabra
esta prevista na legislacdo em vigor, através da limitacdo a comercializacdo de
remessas de leite que superem o limite legal do teor total em microrganismos
mesdfilos. O Regulamento (CE) N° 853/2004 de 29 de Abril prevé, quando o leite ou
seus produtos sao tratados termicamente, que os operadores das empresas do sector
alimentar devem assegurar que o leite cri de cabra ndo deve ter mais de 1.500 x 10°
UFC/ml de média geométrica constatada ao longo de um periodo de dois meses, com,
pelo menos, duas colheitas mensais. Este valor é reduzido para 500 x 10° UFC/ml,
guando utilizado no fabrico de produtos feitos a partir de leite cru.

Tendo em conta a dinamica das CCS no leite cabra, que sera resumida mais a
frente neste trabalho, influenciada por varios factores ndo infeciosos, a legislacdo na
UE, ao contrario do determinado para o leite de vaca, ndo incorporou o0s limites
celulares até que haja um consenso na comunidade cientifica. Mas desde o
International Symposium: somatic cells and milk of small ruminants (Bella, Italia)
realizado em 1994 que foi sugerido & UE que este limite ndo fosse nunca inferior a
1.500 x 102 células/ml (Contreras et al., 1997a).

Os sistemas de pagamento tradicionais em funcdo da qualidade do leite de
cabra eram feitos em funcéo do teor butiroso e do estrato seco. Mas, nos Gltimos anos
ha uma tendéncia crescente para o pagamento em funcdo de critérios higiénicos
(qualidade bacteriolégica) e sanitarios (CCS) (Contreras et al., 1997a). O primeiro
exemplo de programa de pagamento pela qualidade do leite de cabra a incorporar
esses critérios teve inicio em Franca em 1986 (Le Mens, 1991; Dumoulin e Peretz,
1993) e permitiu uma melhoria significativa da situagcdo sanitaria do leite de cabra
(Dumoulin e Peretz, 1993; Lodi, 1993). Desde entdo, outros paises da Europa
(Portugal, Espanha, Italia, Grécia, Noruega e Holanda), Estados Unidos, Canada,
Israel e Taiwan implantaram sistemas de pagamento por qualidade para o leite de
cabra (Pirisi et al., 2007).

Nos EUA, a Food and Drug Admistration (FDA), obriga a um controlo mensal das
CCS no tanque e sédo tomadas medidas regulatérias quando 2 de 4 amostras excedem
o limite. A licenca de exploracdo € retirada quando o limite de 3 em 5 testes é

excedido. Atualmente o limite de CCS para os caprinos é de 1.500 x 10° células/ml
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(para bovinos, bufalos e ovelhas é de 750 x 10° células/ml). As contagens microbianas
de mesofilos no leite do tanque ndo podem exceder 100 x 10° UFC/ml. A experiéncia
demonstrou algumas dificuldades no cumprimento do limite de CCS imposto (1.000 x
10® células/ml) pela “Pasteurized Milk Ordinance” até 2009 o que justificou a
atualizacéo do limite (PHS/FDA, 2011; Ruegg, 2011).

Na auséncia de limite legal, algum operadores econdmicos em Portugal tem
utilizado, fundamentalmente, dois limiares: 1.000 x 10° células/ml, baseado no limite
de CCS anteriormente regulamentado nos Estados Unidos, ou 1.200 x 10® células/ml,
baseado no esquema de pagamento pela qualidade do leite na Noruega (Skeie, 2014).

3.2.6. Perdas econémicas

As perdas econOmicas causadas pelas mastites em caprinos, apesar de
evidentes, ndo sado faceis de quantificar. Para uma melhor percecdo podem ser
divididas em perdas econdmicas diretas (Quadro 8) e indirectas (Quadro 9).

Nos custos directos incluem-se as perdas associadas a diminuicdo da producao
ou ndo aproveitamento do leite para consumo humano e a mortalidade das cabras nos
casos mais graves. Os custos de intervencao técnico-veterinaria em caso de mastites
clinicas também devem ser considerados, tal como os investimentos realizados na
prevencdo das mastites (ex. produtos profilaticos e o tempo gasto com a imersédo dos
tetos).

Quadro 8 — Perdas diretas associadas as mastites caprinas (Contreras et al,
1997bc; Bergonier et al., 2003).

Perdas diretas

- Diminui¢é@o da producéo de leite;
- Diminui¢éo qualidade e decréscimo no pagamento do leite
por aumento das CCS;
- Leite ndo aproveitado no caso de mastites clinicas;
- Custos de tratamento das mastites clinicas;
- Mortalidade cabras.

Existem outros aspectos que devem ser considerados como custos has mastites
caprinas (Quadro 9), tais como, as alteracdes ao maneio do rebanho por parte do
produtor, que incluem a separagdo das cabras doentes e alteragdo na ordem de
ordenha, o fornecimento leite/colostro as crias filhas dessas cabras, os custos de

trabalho adicional que toda essa logistica implica (Contreras et al., 1997c).
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Quadro 9 — Perdas indiretas associadas as mastites caprinas (Contreras et al,
1997bc; Bergonier et al., 2003)

Perdas indiretas

- Perda de leite devido ao intervalo de seguranca apds o tratamento;
- Decréscimo da producao de queijo;
- Maior quantidade de problemas no fabrico de queijo;
- Menor crescimento das crias;
- Refugo precoce das cabras;
- Custos gerados pelo plano de controlo de mastites;
- Problemas associados a presenca de inibidores no leite;
- Perda no melhoramento genético;
- Limitacdes a comercializagdo.

Ndo devem ser negligenciadas as perdas associadas aos intervalos de
seguranca e a grande quantidade de recorréncias. Por ultimo, devem ser ainda
contabilizados os custos no diagndstico das mastites subclinicas e os gastos no

diagnostico laboratorial das mastites (Contreras et al., 1997c).
3.3. Diagndéstico das mastites

A identificacdo de alteracdes macroscoépicas no leite, de sinais de inflamacéo no
Ubere e a cultura microbiana da secrecdo mamaria sdo as técnicas mais utilizadas
para a identificacdo de mastites clinicas ou subclinicas em caprinos (Smith e Sherman,
2009). S&o ainda importantes para o diagnoéstico precoce de mastites os métodos
indirectos baseados na medicdo de indicadores da inflamac&o: contagem de células
sométicas (CCS), condutividade eléctrica, proteinas da fase aguda e a actividade de

diferentes enzimas.
3.3.1. Sinais clinicos

Os primeiros indicios de mastite clinica incluem uma diminui¢cdo na producgédo de
leite ou a claudicagdo no lado afectado (Plummer e Plummer, 2012). A inspeccéo
visual pode observar-se assimetria do Ubere e uma glandula tumefacta (processo
agudo) ou atrofiada (inflamac&o crénica) (Kapur e Singh, 1978). A palpacdo podemos
identificar a presenca de calor, dor e edema (mastite aguda), endurecimento ou atrofia
(mastite cronica), ou mesmo a presencga de multiplos abcessos. Nas mastites agudas,
a cabra pode apresentar sinais sistémicos como febre, anorexia e depressdo. Nos
casos de mastite gangrenosa o Ubere apresenta-se frio e edematoso e/ou com
secrecdo vermelha e aquosa (Smith e Sherman, 2009). Nos sistemas de aleitamento
natural os cabritos demonstram ter fome e a mastite estd associada a um aumento da
taxa de mortalidade nas crias (Addo et al 1980, 1984).
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3.3.2. Diagnd6stico microbiolégico

A identificacdo dos microrganismos responsaveis pela mastite é fundamental
para o estabelecimento de planos terapéuticos e na definicdo de estratégias
profildticas adequadas ao controlo do agente etiolégico.

A cultura bacteriana é o método de diagndstico mais adequado para infeccdo
intramamaria (IIM) em caprinos (Paterna et al., 2014). O diagnéstico classico de
mastites clinicas ou subclinicas é relativamente facil e ndo requer procedimentos
laboratoriais complexos, utilizando-se normalmente agar sangue em condicbes de
aerobiose, cumprindo os protocolos do US National Mastitis Council (Oliver et al.,
2004; Paterna et al., 2014). Para determina¢do do crescimento bacteriano total utiliza-
se o “plate count agar” (PCA) de acordo com a norma ISO 4833:203 (Zweifel et al.,
2005; Dik et al., 2009). Estes procedimentos requerem que a colheita de leite seja feita
em condicdes de assépsia (Contreras et al.,1997b; Paterna et al., 2014). No entanto,
apresenta limitacdes na identificacdo de mastites causadas por S. aureus (Koop et al.,
2011, 2012b) e ndo permite a deteccdo de lentivirus (Paterna et al., 2014). Por outro
lado, o diagnostico de Mycoplasma spp. em mastites caprinas requer a utilizacdo de
meios especificos, enriquecidos e a metodologia € tecnicamente mais exigente e
demorada (Razin e Freund, 1984; Paterna et al., 2014).

Desta forma, se necesséario, os métodos baseados na deteccdo de fragmentos
especificos de ADN por “polymerase chain reaction” (PCR) podem ser utilizados de
forma complementar a cultura bacteriana, para identificacdo dos agentes responsaveis

por mastites caprinas (Paterna et al., 2014).

3.3.3. Contagem automatica

Muitas vezes, a cultura microbiana, demorada e fastidiosa, ou o PCR mais caro,
nao podem ser usados por rotina. Nessas situacdes 0s sistemas de contagem
automaticos de bactérias totais presentes no leite podem ser uma alternativa. Hoje em
dia sdo utilizados pela industria em algumas regides do mundo e o resultado
determina em parte o prec¢o do leite pago ao produtor. Muitos destes métodos utilizam
a citometria de fluxo para contagem das bactérias em leite crd, como por exemplo o
BactoScan FC®.

Este método oferece bons parametros de validade. As contagens bacterianas
totais estéo altamente correlacionadas com o método de referéncia (relagcéo linear com
a cultura bacteriana); a repetibilidade (coeficiente de correlagcdo de 0,99 entre duas
amostras pareadas) e a reprodutibilidade sdo excelentes (Tirard-Collet et al., 1991,
Ninane et al., 2000).
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3.3.4. Contagem de células sométicas (CCS)

As células presentes naturalmente no leite podem ter duas origens: (1) a
corrente sanguinea, como €é o caso dos neutréfilos, dos linfocitos e dos
mondcitos/macréfagos, ou (2) a descamacdo do epitélio mamario (i.e. células
epiteliais). Dependendo do modo de secregcdo ser apdcrina ou mecrocrina também
podem ser encontradas, respectivamente, em maior ou menor quantidade, particulas
citoplasméticas anucleadas (Perrin e Baudry, 1993).

A presenca no leite de células da corrente sanguinea € fundamentalmente de
origem inflamatéria e imunitaria, ao contrario das células epiteliais e particulas
citoplasméticas (Bergonier et al., 1996; Sordillo e Streicher, 2002). Estas células estéo
presentes em glandulas mamarias saudaveis, embora os processos inflamatorios,
independentemente da causa, conduzam a um aumento da transferéncia de
leucécitos, principalmente polimorfonucleares para o leite por quimiotaxia e diapedese
(Sordillo e Streicher, 2002).

Assim, o aumento de leucécitos e consequentemente das CCS pode ser
considerada um factor indicador do estado inflamatério da glandula mamaria
(Bergonier et al.,, 1996), mas a sua interpretacdo deve ter em conta factores ndo
infeciosos que também podem influenciar as contagens destas células (Paape et al.,
2001).

Ha trés caracteristicas que distinguem o leite de cabra do de vaca e de ovelha
na auséncia de infeccdo intramamaria: os elevados valores de particulas
citoplasméticas, de neutréfilos polimorfonucleados e de CCS (Paape et al., 2001;
Boutnaud e Jammes, 2002; Paape et al., 2007). Os neutréfilos polimorfonucleares
(PMN) constituem mesmo a maioria da populacdo (45-74% das células) no leite de
cabras saudaveis. A sua propor¢do varia de acordo com a fase da lactagédo, a medida
gue se avancga na lactacéo a percentagem de neutrofilos aumenta (Droke et al., 1993),
atingindo 74-80% no final da lactagéo (Bergonier et al., 2003). Em Uberes infectados a
percentagem de neutréfilos é ainda maior (71-86%) (Dulin et al., 1983; Paape, et al.,
2007). A percentagem de macréfagos no leite de cabra é menor (cerca de 15%) do
gue a encontrada no leite de vaca e de ovelha. Em vacas e ovelhas livres de infec¢ao,
0s macréfagos sao o tipo celular predominante no leite, representando entre 40 e 80%
de todas as células somaticas (Paape et al., 2001).

Outra particularidade importante do leite de cabra é ter um elevado nimero de
particulas citoplasmaticas devido ao tipo de secrecdo apocrina (Dulin et al, 1982; Dulin
et ai, 1983b; Paape e Capuco, 1997; Sousa et al., 2012). A secrecdo do leite ocorre

com a passagem dos componentes do leite da membrana apical da célula para a luz
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alveolar com perda de citoplasma, ao contrario do que acontece nos bovinos (Neveu
et al., 2002). Embora a secregéo de leite de ovelha também tenha uma importante
componente apoécrina, a concentracdo de particulas citoplasmaticas € muito baixa,
cerca de um décimo da encontrada no leite de cabra (Paape et al., 2001).

Estas particulas tém morfologia esférica e tamanho semelhante aos leucécitos, e
embora a maioria ndo tenha nacleo (Dulin et al, 1983; Paape e Capuco, 1997) sdo
contadas como células soméaticas quando nao sao utilizados métodos “especificos de
ADN” (Marco et al., 2012).

As particulas citoplasmaticas nédo sao influenciadas por factores fisiol6gicos nem
por factores patoldgicos (Contreras et al., 1998).

Além do mais, a concentracao celular no leite de cabra é mais elevada do que no
leite de vaca e de ovelha (Paape. et al., 2007). Na auséncia de mastite, as CCS em
leite de cabra podem variar entre 270 x 10° e 2.000 x 10° células/ml, ao passo que no
leite de vaca e leite de ovelha variam entre 10 x 10° e 200 x 10° células/ml (Paape et
al., 2001).

3.3.4.1. Métodos de medicdo das CCS

A contagem através da microscopia direta é universalmente considerado o
método de referéncia de CCS e no leite de cabra exigem a utilizacdo de coloracdes
especificas de ADN como o verde de metilo pironina (i.e. coloracéo de referéncia nos
EUA), o May-Grunwald-Giens e o tricrdmico de Gallego. Esta técnica €, no entanto,
demorada e fastidiosa, impraticAvel como exame de rotina (Gonzalo et al, 1998b;
Berry e Broughan, 2007; ISO/IDF, 2008).

O teste californiano de mastites (TCM) é um método semi-quantitativo para
estimar a quantidade de nucleoproteinas no leite, e, indiretamente, a quantidade de
células no leite. A interpretacdo dos resultados é feita com base numa escala de

classificagdo que varia de 0 (negativa) a 3+ (formacéo de gel) como se pode ver no

guadro 10.
Quadro 10 — Pontua¢é@o do TCM correspondente a reacao visivel.
TCM Reacéo visivel
0 A textura permanece liquida sem que ocorra formacao de precipitado.
T Precipitado ligeiro, visivel apos inclinar a raquete.
1+ Precipitado distinto sem formacao de gel.
2+ A mistura torna-se mais espessa e quando se agita a raquete forma uma
massa periférica, fincando o fundo do copo exposto.
3+ Formacao de uma massa gelatinosa firme e consistente.
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E um teste que tem a vantagem de ser rapido e poder ser utilizado & beira do
animal como “teste de estabulo”. Na maioria dos estudos, considerando como
resultado positivo a classificacdo de 2+ ou 3+, a concordancia entre o TCM e a
bacteriologia é geralmente boa, apresentando valores valor predito do resultado
negativo elevados (Contreras et al., 1997a). Assim, apesar de o TCM ser uma prova
subjetiva, sobretudo se considerarmos as diferencas entre duas classificacdes
seguidas e ndo os extremos, pode ser especialmente Util para classificar os animais
gue ndo tém infeccdo intramamaria (Quintas, 2015).

O método fluoro-optoelectrénico (exemplo: Fossomatic®, Foss, Dinamarca) é um
método “especifico de ADN” baseado na contagem de elementos nucleados apés a
coloragdo do ADN nuclear com um corante fluorescente. Este tipo de tecnologia utiliza
uma coloracgéo especifica de ADN que permite contar apenas os elementos nucleados,
evitando a sobreposicdo de células somaticas e particulas citoplasmaticas (Perrin et
Baudry, 1993).

Este tipo de equipamentos tem sido utilizado a nivel laboratorial para realizar as
contagens de células somaticas do leite de tanque que serve como parametro para
estabelecer o pagamento aos produtores de leite em algumas regiées do mundo (de
Crémoux, et al., 1997).

Este método é mais adequado ao leite de cabra que os contadores automaticos
de particulas e os resultados obtidos sdo mais fidedignos (Ferrer et al., 1996).

Nos ultimos anos surgiram no mercado equipamentos portateis para CCS. O
DeLaval® cell counter que conta as células somaticas de forma Optica € um bom
exemplo disso. Este equipamento foi testado no leite cabra (Berry e Brougham, 2007),
e é preciso e objetivo mas o equipamento é dispendioso pelo que a sua utilizacdo sé

estd ao alcance de exploracbes de grande dimensao (Persson e Olofsson, 2011).

3.3.4.2. Factores de variagdo das contagens de células sométicas

As infeccOes bacterianas sdo a principal causa de flutuagdes nas contagens (De
Crémoux et al., 1994; Leitner et al., 2012) no entanto um numero consideravel de
factores inflamatérios e nao inflamatérios podem influenciar as CCS do leite em
caprinos. Recentemente Jiménez-Granado et al. (2014) resumiram a influéncia desses
factores (Quadro 11).
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Quadro 11 - Factores que influenciam as contagens de células soméaticas no leite de cabra
(Jiménez-Granado et al., 2014).

Etiologia infeciosa Bactérias
Inflamatoérios Lentivirus dos Pequenos Ruminantes
Etiologia n&o infeciosa Agentes fisicos
Agentes quimicos

Intrinsecos Fase da lactacdo
NUmero de lactacbes
Cio
VariacOes diarias
Raca
N° de crias
Fracdo da ordenha
Intervalo entre ordenhas

N&o Frequéncia de ordenha
Inflamatoérios Nivel de producao
Extrinsecos Stress
Tipo de ordenha
Alimentacdo

Sazonalidade
Sistema de producéo
InstalacBes

Controlo reprodutivo

Outros Método de contagem
factores Armazenamento e conservacao das amostras

Os factores fisioldégicos estdo sempre sujeitos ao estado de infec¢do do Ubere, e
a sua influéncia diminui durante as IIM (Luengo et al., 2004) ou é mesmo nula no caso
de infeccbes pelos agentes patogénicos maiores (De Crémoux et al., 1994).

A fase de lactacdo é o factor de origem nado infecciosa mais importante de
variacdo das contagens células somaticas individuais (CCSi) (Raynal-Ljutovac et al.,
2007). As CCSi diminuem durante os primeiros dias de lactacdo (Quadro 23), para em
seguida aumentarem gradualmente até a secagem (Perrin e Baudry, 1993; McDougall
et al., 2010; Persson et al., 2014). Outro factor importante € o n° de lactagbes (ou
paridade), as CCS aumentam com o numero de lacta¢cdes do animal. A maioria dos
autores encontraram uma correlacdo positiva entre o0 nimero de lactagbes e as CCSi
(Dulin et al., 1983a; Luengo et al., 2004; Paape et al., 2007).

Outros factores relacionados com o stress de maneio podem ter influéncia nas
CCS nos caprinos (Quadro 11). De salientar que a leitura individual dos factores
expostos pressupde uma interpretagcdo parcial do fendmeno, uma vez que é
necessario perceber as relagbes existentes entre os diferentes factores que

influenciam as CCS (Jiménez-Granado et al., 2014).
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Por esta razdo a definicho de um limiar de positividade para as CCS é
controverso (Souza et al., 2012). Para McDougall et al. (2001), particularmente se se
examinar um s6 animal, a influéncia dos diversos factores fisiol6gicos, ndo permite
aumentar o valor predito do resultado positivo baseado nas CCS, que, apesar destas
limitagcbes, consideraram uma ferramenta muito Util. Assim, outros autores sugerem a
interpretacdo das CCS a luz da fase de lactacdo (Haenlein, 2002).

O limiar mais consensual para diagndstico de IIM subclinica em cabras
Murciano-Granadinas é considerando a média geométrica de contagem de células
somaticas individual (CCSi) monitorizada mensalmente durante 7 meses, 1.000 x 10°
células/ml (Sanchez et al., 1999b). Por sua vez, para De Crémoux et al. (1994) o
melhor compromisso é obtido ao escolher 750 x 10° células/ml como o limiar de
positividade entre cabras saudaveis e infetadas por agentes patogénicos menores (ex.
SCN) e 1.750 x 10° células/ml como o limiar de positividade entre cabras infectadas
por SCN e as infectadas por agentes patogénicos maiores (ex. S. aureus e
coliformes). Dado o elevado de factores de variagéo infecciosos e néo infecciosos das
CCS, mais do que um valor isolado, cuja interpretacdo € arriscada, é preferivel
assumir o limiar de positividade como valido quando o valor é excedido duas ou trés
vezes (em cinco ou seis medidas anuais), o que melhora a precisdo do diagnéstico
(De Crémoux et al., 1994). Alguns estudos recomendam a determinacdo de um limiar
para o pico da lactacdo. Koop et al. (2011) propuseram um limiar de CCS de 1.500 x
102 células/ml para detectar mastites por S. aureus em cabras; este limiar podera ser
aumentado para 2.000 x 10° células/ml ou mais na determinacdo de CCS no fim da
lactacao.

Para um adequado controlo das CCS Paterna et al. (2014) sugerem que sejam
aproveitados os resultados obtidos nas exploracbes sujeitas a controlos oficiais
periddicos ao abrigo da directiva do International Committee for Animal Recording
(ICAR) onde sdo colhidas amostras de leite a cada quatro (sistema A4) ou seis
(sistema A6) semanas. Nestas condi¢cOes poderdo conhecer-se as CCS periodicas de

forma barata e simples.

3.3.4.3. CCS no leite de tanque

Se as CCS a nivel individual apresentam problemas de interpretacdo as CCS no
leite de tanque (CCSt) sdo um desafio adicional. As CCSt apenas estdo associadas
com a prevaléncia de 1IM no inicio da lactacdo. A partir dai as CCSt podem apresentar
variagdes importantes (McDougall et al., 2014). Segundo varios estudos, normalmente
ocorre uma ligeira diminuicdo das CCSt no inicio da primavera (época de partos no

inverno), seguido de um aumento gradual até o inverno seguinte, que corresponde ao
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fim da lactacé@o (Droke et al., 1993; De Crémoux et al., 1997; Koop et al., 2009). Dadas
estas variacdes sazonais, alguns autores sugeriram utilizacdo da média geometria em
vez da aritmética (Crémoux et al., 1997). A utilizacdo da média geométrica também
permite atenuar os efeitos temporarios sobre as CCS e as possiveis elevacdes
pontuais devidas a factores de maneio (Sanchez et al., 1998).

A contagem de células soméaticas totais CCSt apresenta variacdes mensais,
mais ou menos regulares de um ano para o outro (Koop et al., 2009; que séo
causadas, em parte, gracas a intervencdo do factor “fase de lactagdo” e ao factor
“‘concentragao”, uma vez que a maior parte do leite é produzido entre Fevereiro e
Junho (De Crémoux et al. 1997; Koop et al., 2009).

Alguns estudos correlacionam as contagens bacterianas totais no tanque (TBCt)
e as CCSt (Park e Humpherey, 1986; Tirard-Collet et al., 1991; Zeng e Escobar, 1996;
Raynal-Ljutovac et al., 2007), mas os coeficientes de correlacdo encontrados s&o
pouco elevados (em média 0,4). A variacdo das CCSt e das TBCt é explicada ndo s6
pelas [IM, mas também pelo fenémeno de diluicdo/concentracao, que depende da fase
de lactacéo (Koop et al., 2009).

No entanto, as contagens de estafilococos totais estdo correlacionadas com as
CCSt (Koop et al., 2010a). Os estreptococos e micoplasmas também estdo associados
a aumentos significativos das CCSt. Nao se encontraram diferencas significativas nas
CCSt entre exploragdes cronicamente infetadas por Mycoplasma spp. (sem sinais
clinicos) e aquelas onde ocorrem surtos da doenca (Corrales et al., 2004). Segundo os
dados disponiveis ndo se encontrou associacdo entre infeccdo por S. aureus ou
coliformes e as TBCt dada a baixa prevaléncia nas infec¢bes intramamarias

encontradas nesses estudos (Koop et al., 2010a).

25



Parte Il

TRABALHO EXPERIMENTAL

26



4. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi avaliar a relagdo entre as contagens de células
somaticas no leite do tanque em efectivos de cabras de raca Serrana e os parametros
de gordura, de proteina, de lactose e as contagens bacterianas totais.

5. Matérias e Métodos

No ambito do contraste leiteiro realizado pela LEICRAS, de Outubro de 2014 a
Setembro de 2015, colheram-se 1.294 amostras de leite do tanque de 46 exploracfes
de rebanhos de cabras da raga Serrana (Mirandela-Portugal). Em cada rebanho,
semanalmente ou mensalmente, foi colhida uma amostra de 45 ml de leite do tanque
para um recipiente estéril e adicionou-se 4 gotas (160 L) de azida de sédio (azidiol;
Panreac Quimica SA, Barcelona, Espanha) como conservante, procedendo-se
posteriormente a homogeneizacdo da amostra (Barcina et al., 1987).

As amostras foram conservadas em condicdes de refrigeracdo (4°C) e entregues
ao laboratério da Associacdo Interprofissional do Leite e Lacticinios (ALIP) até 24
horas ap0s a sua colheita para realizacéo das analises.

A CCS foi feita pelo método fluoro-optoelectronico (FC Fossomatic ™; Foss
Instruments, Hillerad, Dinamarca), a 40°C, baseado na colora¢do do ADN das células
sométicas com brometo de etidio (Sanchez et al., 2005).

A percentagem de gordura, proteina e lactose foram analisados pelo método
modificado por Fourier de espectroscopia de infravermelho (MilkoScan 6000; Foss
Intruments, Hillerad, Dinamarca) descrito por Sustova et al. (2007). A contagem total
bacteriana foi realizada por citometria de fluxo (BactoScan ™ FC; Foss Instruments)
(Blowey & Edmondson, 2010).

5.1. Andlise estatistica

Os valores das CCS pelo método fluoro-optoelectrénico (variavel dependente)
foram transformados no seu logaritmo natural (base e) de forma a obter uma
distribuicdo normal dos dados antes da analise estatistica. Os dados de CCS séo
apresentados como médias geométricas (i.e. anti-logaritmo da média aritmética dos
logaritmos dos numeros de CCS) e em médias aritméticas.

As relacdes entre as diferentes provas foram analisadas através da utilizagéo da

correlacéo linear de Pearson e da regressao linear simples.
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Para demonstrar associacfes entre os parametros descontinuo das amostras
utilizou-se a prova do Qui-quadrado (y°) e, para analisar diferengas entre variaveis
continuas, recorreu-se a analise de variancia.

Na analise das relagdes entre as CCS e as proteinas totais, o teor de gordura, a
lactose e a contagens bacterianas totais utilizou-se o seguinte modelo linear misto:

Yijlm =p+Pi +Gj +LI + Bm +¢

Onde Yijlm & a observacao (i.e. logCCS), u € a média geral, Pi é o efeito fixo da i
proteina total, Gj é o efeito fixo do j teor de gordura, LI é o efeito fixo da | de lactose, B
é o efeito fixo m de contagens bacterianas totais e por fim € é o efeito aleatério do erro
residual da estrutura de covariancia.

Na andlise estatistica foi utilizado o programa de estatistica JMP 9 (SAS
Institute, EUA).
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6. Resultado e Discusséo
6.1. Distribuicdo da CCS do leite de tanque

A figura 4 mostra a distribuicio da CCS das amostras analisadas
(n=1.294):

x ——
] ]
6 7 8 9 10
log CCS

Figura 4 — Distribuicdo das contagens de células sométicas (n=1.294).

No primeiro quartil (Tabela 1) encontram-se amostras com CCS até 1.770
x 103 células/ml. A mediana das amostras de tanque analisadas € de 2.611 x
103 células/ml. Menos de 10% das amostras apresentaram valores inferiores a
1.000 x 103 células/ml.

Tabela 1 — Distribuicdo das contagens de células somaticas (n=1.294).

logCCS CCS (x
10°células/ml)

100,00% | Valor maximo 9,74 17.060
75,00% Quartil 8,18 3.560
50,00% Mediana 7,87 2.611
25,00% Quartil 7,48 1.770
10,00% 7,08 1.191
0,00% Valor minimo 5,87 353

A média geométrica da CCS das amostras de tanque analisadas (n=1.294) foi de
2.495 + 2 células/ml (Tabela 2).

29



Tabela 2 — Distribui¢cdo das contagens de células sométicas (n=1.294).

Intervalo de Confianga (95%)
N Média Geométrica
+ Desvio padréo Minimo Maximo
1.294 2.495+2 2.422 2.569

Os valores de CCS no tanque foram de uma forma geral muito elevados,
superiores aos referidos em estudos anteriormente realizados noutros paises (Koop et
al., 2012c). Apesar de ndo estarem estabelecidos limites legais na Unido Europeia
para as CCS no tanque de leite de cabra, estes valores, na generalidade das
exploracdes analisadas, ultrapassam em muito as recomendagdes de 1.500 x 1032
células/ml feitas pelo Comité Cientifico do International Symposium: somatic cells and
milk of small ruminants (Contreras et al., 1997a), que é também o actual limite
estabelecido pela FDA nos Estados Unidos pela “Pasteurized Milk Ordinance”
(PHS/FDA, 2011). Segundo os dados apresentados menos de 10% das exploracdes
cumpriam os critérios que pontualmente sédo exigidos pela industria em Portugal: 1.000
x 10® células/ml, baseado no limite de CCS regulamentado até 2009 nos Estados
Unidos (Ruegg, 2011) e apenas 10% das exploracbes cumpriram os 1.200 x 103
células/ml, baseado na melhor classificacdo para pagamento pela qualidade do leite
na Noruega (Tine, 2013; Skeie, 2014).

Estes dados podem levantar questbes quanto a qualidade microbioldgica do leite
de cabra oriundo destas exploracdes, como sera discutido mais a frente neste
trabalho. Mas também quanto a aplicagdo tecnoldgica do leite de cabra para a
producao de queijo uma vez que Jiménez - Granado et al. (2012c) estabeleceram o
limiar de CCSi <1.300 x 10® células/ml como um alvo para manter a qualidade
bromatoldgica (i.e gordura e proteina) no leite de caprinos de raca Florida. O que
reforca a pertinéncia do presente estudo e, também, a compreenséo da relacdo entre
contagens de células somaticas do tanque e parametros de qualidade do leite de
cabra Serrana.

Para essa compreensao importa relembrar que, para alguns autores, as CCS no
tanque de leite de cabra apenas estdo associadas com a prevaléncia de infecgdes
intramamarias no inicio da lactagdo (McDougall et al.,, 2014). Inclusivamente o
aumento das CCS no tanque com o aumento simultineo da qualidade bacteriol6gica
foi associado a intensificacdo da produgéo e aumento da producéo de leite por animal
(Pirisi et al., 2007). As variacdes mensais de forma relativamente regulares ao longo
do ano (Droke et al., 1993; De Crémoux et al., 1997; Koop et al., 2009) foram em
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varios estudos associadas a fase de lactacdo e as variagdes na producao de leite (ex.
menor producdo maior CCS devido ao factor concentragédo) (De Crémoux et al., 1997,
Koop et al., 2009).

Deste modo, face aos dados encontrados importa perceber em futuros estudos
os factores que influenciam a dindmica das CCS no leite de tanque nas exploractes
de caprinos de raca Serrana, tendo em atencao os factores infeciosos e néao infeciosos
(paridade, fase de lactacdo, nivel de producéo, numero de cabritos amamentando ou
nao, tipo e frequéncia de ordenha, estro, etc.).

A figura 5 ilustra a distribuicdo das amostras (n=1.294) por exploragao (n=46);
39,6% da varidncia do logCCS do leite de tanque pode ser explicada pelo factor
“exploracdo” (R’= 0,396; p<0,0001).
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Figura 5 — Contagens de células somaticas por exploracao (n=1.294).

Isto pode precisamente ser atribuido ao facto de existirem um grande namero de
factores que influenciam as CCS no leite de cabra e esses factores variarem de fase
de lactacdo exploracdo para exploracao (Jiménez-Granado et al.,2014).

Este dado é também importante na medida em que a falta de uniformizacéo no
que diz respeito ao numero de recolhas feitas por exploracdo pode influenciar
negativamente a qualidade dos dados recolhidos. Em futuros estudos deve ser
tomando o mesmo numero de amostras por exploracdo, por exemplo, segundo as
colheitas que séo feitas ao abrigo das normas estabelecidas pelo ICAR com colheitas

de 4 em 4 semanas (sistema A4) em cada exploracgéo.
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6.2. Relacdo linear entre Proteinas Totais (TP) (%) e CCS

A figura 6 ilustra a relacdo entre Proteina Total (%) e a contagem de células
sométicas do leite de tanque das amostras analisadas (n=1.294):

10

e

eer /
A 10gCCS = 6,71 + 0,3 TP (%)

Lt

LOG_CCS

T.P (%)

Figura 6 — Relacdo entre PT (%) e CCS.

Registou-se uma associagdo entre as variaveis “Proteina Total” e “CCS” (y°=
35,47; p<0,001) e uma correlacéo positiva apesar de ser relativamente baixa (R*=0,03;
r=0,17; p<0,001). Ou seja, aparentemente quanto maior for o nimero de células
somaticas na amostra maior € a percentagem de proteinas totais tal como foi descrito
por outros autores (Barrén-Bravo et al., 2013).

Apesar de na bibliografia estarem descritas ligeiras diminui¢cdes associadas a [IM
por agentes patogénicos maiores e a auséncia de alteragdes na quantidade de
proteina em infecdes por SCN (De Crémoux et al., 1996a; Baudry et al.,, 1997,
Chingwen et al., 2002). Uma vez que no nosso trabalho nado foi feito o isolamento
microbiol6gico dos agentes presentes nas amostras analisadas ndo é possivel a
comparagado com esses estudos.

Este aumento nos teores de proteina ndo deve ser considerado favoravel a
gualidade do leite porque ¢é feito essencialmente a custa do aumento de
imunoglobulinas e albumina (devido a inflamag¢éo) uma vez que a concentragdo de
caseina nao se altera (Contreras et al., 1997a; Leitner et al., 2004a).

Segundo Harmon (1994) em leites com elevadas CCS ocorre uma expressiva

reducdo na fraccdo de caseina, pela sua degradagdo por proteases bacterianas e
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leucocitarias e pela diminuicdo de sua sintese devido a inflamacdo da glandula
mamaria.

Este aumento da actividade enzimatica, promove uma maior activacdo do
plasminogénio em plasmina, o que promove a protedlise, principalmente na caseina e,
mais especificamente, na -caseina e aS2-caseina, alterando a composicdo proteica
do leite e diminuindo o rendimento no fabrico do queijo, além de resultar na
acumulacdo de pequenos peptideos que sao responsaveis pelo desenvolvimento de
um sabor amargo.

Para além da plasmina, os neutréfilos polimorfonucleares libertam outra
protease, a catepsina-G, que contribui para a protedlise do leite, resultando em
peptideos similares aos libertados pela plasmina. Dessa forma, os sistemas de
pagamento baseados na percentagem de proteina total, sem considerar a CCS,
apresentam limitacdes, uma vez que o rendimento industrial do leite esta associado

principalmente a fraccéo de caseina (Considine et al., 2002).

6.3. Relacéo entre percentagem do Teor de gordura (TG) e CCS.

Na figura 7 pode-se observar relacdo entre Teor de Gordura (%) e CCS.
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Figura 7 — Relag&o entre Teor de Gordura (%) e CCS.
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Observou-se uma associagao entre as variaveis “Teor de Gordura” e “CCS” (y*=
15,41; p<0,001) e uma correlacdo negativa bastante baixa (R?=0,012; r=0,11;
p<0,001).

A percentagem de gordura diminui & medida que aumenta a CCS, o que esté de
acordo com os resultados apresentados por outros autores (Pereira et al., 1999;
Machado et al., 2000; Noro et al., 2006; Barron-Bravo et al., 2013). Inclusivamente
estdo descritas grandes decréscimos na quantidade de gordura e o teor de gordura
em infec¢Bes por agentes patogénicos maiores e diminuicdes mais ligeiras, nestes
parametros, em infeccdes por SCN (de Crémoux et al., 1996a; Baudry et al., 1997,
Chingwen et al., 2002).

6.4. Relacéo entre Lactose (%) e CCS

Observou-se também uma associagdo entre as variaveis “Lactose” e “CCS” (=
134,36; p<0,001; Figura 8) e uma correlacdo negativa baixa (R®=0,094; r=0,31;
p<0,001). Tendencialmente quanto menor for o nimero de células somaticas na
amostra maior € a percentagem de lactose.

10

LOG_CCS

LOG_CCS= 11,58 - 0,8 x Lactose (%)
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Figura 8 — Relag&o entre Lactose (%) e CCS (contagem de células somaticas).

Estes resultados vdo de encontro aos descritos por outros investigadores
(Contreras et al., 1997a; Leitner et al., 2004a), inclusivamente Andrade et al. (2009)
observaram que os teores de lactose diminuiam de forma significativa a partir das

400.000 células/ml. Esses autores defendiam que apenas a reducdo das CCS para
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valores “fisiolégicos” (200.000 células/ml) seria capaz de mitigar o efeito desta variavel
sobre a lactose.

A reducao no teor de lactose do leite, & medida que se elevaram os valores de
CCS, para Harmon (1994) e Auldist (1995) pode ser resultante de distarbios da
glandula mamaria, ocorrendo menor biossintese desse constituinte ou aumento da
permeabilidade da membrana que separa o leite do sangue, ocasionando perda de
lactose para a corrente sanguinea. Além disso, a diminuicdo dos teores de lactose
pode ocorrer por accao directa dos agentes patogénicos presentes na glandula
mamaria, que utilizam esse hidrato de carbono como principal substrato (Machado,
2000; Harmon, 1994).

6.5. Relacdo entre contagens bacterianas totais (CBT) e CCS

Por sua vez, apesar de se ter observado uma associacao entre as variaveis
“contagens bacterianas totais”, realizada pelo BactoScan ™ FC, e “CCS” pelo método
fluoro-optoelectrénico (x?= 0,97; p<0,0001; Figura 9) ndo se registou qualquer
correlacdo significativa entre as variaveis (R?=0,0007; r=0,03; p>0,05).
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Figura 9 — Relag&o entre contagens bacterianas totais e CCS.

Nas amostras analisadas, as CCS ndo foram influenciadas pelas contagens
bacterianas totais. Estes valores sdo diferentes dos encontrados por outros autores
(Park e Humpherey, 1986; Tirard-Collet et al., 1991; Zeng e Escobar, 1996; Raynal-
Ljutovac et al., 2007), em que os coeficientes de correlagdo encontrados, apesar de

nao serem muito elevados, foram em média de 0,4. A variacdo das CCS no tanque e
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das CBT correspondentes pode ser explicada em parte pelas infec¢bes intramamarias,
mas também pelo fendmeno de diluigdo/concentracdo que depende da fase de
lactacdo (Koop et al., 2009).

Para Koop et al. (2010a) os estafilococos totais estdo correlacionados com as
CCS no tanque, de modo que um aumento de uma unidade logaritmica corresponde
ao aumento de 100 x 10° células/ml. Para estes autores, apesar das elevadas CCS
individuais encontradas durante uma infeccao por S. aureus, nao foi possivel encontrar
uma correlacdo significativa entre estas, as contagens deste agente e as CCS no
tanque, dada a sua baixa prevaléncia nas infec¢des intramamarias.

Outros agentes patogénicos maiores, como 0S estreptococos e micoplasmas
também podem ser associados a aumentos significativos das CCS no tanque
aparente. Inclusivamente ndo se encontraram diferencas significativas nas CCS no
tanque entre exploracbes cronicamente infectadas por Mycoplasma spp. e aquelas
onde ocorrem surtos da doenca (Corrales et al., 2004).

Os coliformes, habitualmente ndo estdo correlacionados nem com as CBT nem
com as CCS no tanque, o que pode ser explicado pelas diferengas entre exploracées
e pela sua baixa percentagem na flora total, cerca de 1% (Koop et al., 2010a).

E importante em estudos futuros, na raga Serrana, incluir o diagnostico de
agentes importantes de mastite em caprinos como 0s micoplasmas e os lentivirus dos
pequenos ruminantes. Pensamos que a inclusdo do diagnostico etiologico
(microbioldgico) dos agentes presentes nas exploracdes podera ajudar a compreender
melhor as CCS no tanque.

O BactoScan FC® tem demonstrado bons parametros de validade, mas
obviamente ndo substitui o diagndstico etiolégico. Com o BactoScan FC® as
contagens bacterianas totais (CBT) estao altamente correlacionadas com o método de
referéncia (cultura bacteriana), o coeficiente de correlacdo (repetibilidade) entre duas
amostras pareadas é de 0,99, e a reprodutibilidade é excelente (Tirard-Collet et al.,
1991). Para Ninane et al. (2000) a relacéo entre as bactérias contadas pelo aparelho
(impulsos/ml) e o método de referéncia (em UFC/ml) € linear.

A figura 10 mostra a distribuicdo das contagens bacterianas totais das amostras

analisadas (n=1.294):
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1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 10 — Distribuicdo contagens bacterianas totais (n=1.294).
No primeiro quartil (Tabela 3) encontram-se amostras com contagens
bacterianas totais até 92 x 10° células/ml. A mediana das amostras de tanque

analisadas é de 246 x 10° células/ml e 75% das amostras apresentaram valores

inferiores a 824 x 10° células/ml.

Tabela 3 — Distribuicdo das contagens bacterianas totais (CBT; n=1.294).

CBT (x
HEg (SB 103célula(s/ml)

100,00% | Valor maximo 8,46 4.707
75,00% Quartil 6,71 824
50,00% Mediana 5,51 246
25,00% Quartil 4,52 92
10,00% 3,76 43
0,00% Valor minimo 1,10 3

A média geométrica das contagens bacterianas totais das amostras de tanque
analisadas (n=1.294) foi de 281 + 4 células/ml (Tabela 4).

Tabela 4 — Distribuicdo das contagens de células somaticas (n=1.294).

N Média Geométrica Intervalo de Confianga (95%)
+ Desvio padréo
Minimo Maximo
1.294 281 + 4 259 304

Estes dados reforcam a necessidade de se compreenderem quais os factores de
natureza n&o infecciosa que interferem significativamente com a dindmica de CCS no

leite do tanque nas exploracdes de raca caprina Serrana, uma vez que as elevadas
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contagens por si s6 podem levar a percepcdo que a qualidade microbioldgica do leite
ndo é adequada, o que segundo os dados disponiveis ndo se verifica.

A figura 11 ilustra a distribuicdo das contagens bacterianas totais (n=1.294) por
exploracdo (n=46); 28,9% da variancia do log CBT do leite de tanque pode ser
explicada pelo factor “exploracédo” (p<0,0001).
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Figura 11 — Contagens bacterianas totais por exploracdo (n=1.294).

As contagens bacterianas totais do leite de tanque (TBCt) variam muito de
exploragdo para exploragdo. Dados semelhantes ja tinham sido descritos por Koop et
al. (2009) com o acompanhamento de 300 exploracbes durante 3 anos que permitiu
concluir que 26% da variancia do log;, TBCt é explicada pelo factor “exploragéo”
(Koop et al., 2009). O numero de animais por exploracao € um dos factores apontados
para explicar esta observacdo. Com efeito, Muehlherr et al. (2003) registaram
Standard Plate Count no leite do tanque (SPCt) e CCSt mais elevadas nas
exploracdes de maior dimensdo. Também foram registadas, por outros autores, em
pequenos ruminantes, diferencas nas SPCt em funcdo da dimensdo da exploracdo
(Zweifel et al., 2005). Além disso, o tipo de agentes isolados em cada exploracédo deve
ser tomado em consideracdo (Koop et al., 2010). Estes dados devem ser tidos em

consideracdo em estudos futuros na raga Serrana.
6.6. Equacao de regressao linear maltipla
O modelo testado pode ser resumido pela seguinte equagéo:

logCCS = 10,23 - (0.15 x “Teor de gordura”) + (0.83 x “Proteina Total”’) — (0.96 x

Lactose) — (0,27 x contagens bacterianas totais)

E necessario, no entanto, salientar que este modelo apenas explica 22% da
variancia das CCS (r = 0.47; R2=022:P <0.001), tratando-se este estudo de uma
abordagem inicial & compreensdo da dindmica das CCS no tanque destas

exploracoes.
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7. Conclusbes

As percentagens de gordura e de lactose no leite de tanque das
exploracdes analisadas correlacionaram-se negativamente com as CCS. Por
sua vez a percentagem de proteina correlacionou-se positivamente com as
CCS. Apesar de existirem relacdes entre estas variaveis as correlacfes
encontradas s&o baixas.

Relativamente a relacdo entre contagens bacterianas totais e as CCS no
leite de tanque né&o foi encontrada qualquer correlagédo. O “fator exploragao”
explicou 28,9% da variancia das contagens bacterianas totais e 38,6% da
variancia das CCS.

Estes dados salientam a importancia de se compreender a dinamica das
CCS no leite de tanque nas cabras de raca Serrana. E por isso necessario em
trabalhos futuros investigar os factores infeciosos e nao infeciosos
responsaveis pela variacao das contagens nesta raca.

Embora a UE ainda ndo tenha estabelecido um limite legal para as CCS
no leite de tanque das exploracdes de caprino, de acordo com as regras dos
EUA, menos de 25% das amostras de leite seriam admitidas no mercado por
terem contagens médias superiores a 1.500 x 10° células/ml. Apesar de a
gualidade microbiologica revelada pelas contagens bacterianas totais ser
genericamente adequada, estes dados devem conduzir a uma refleccéo por
parte dos operadores econOmicos e a instituicdo nas exploracbes de
programas de boas praticas de ordenha e de controlo das mastites, de forma a
melhorar a qualidade do leite e dos seus produtos, defender a saude publica e

melhorar a econdmica das exploragoes.
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