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RESUMO

O presente relatério teve como base o estagio curricular em Clinica e Cirurgia de bovinos de
aptiddo leiteira realizado na Associacdo de Jovens Agricultores Micaelenses. A primeira parte
deste relatério inclui a compilagéo da casuistica acompanhada, seguida da segunda parte que
corresponde a revisdo bibliografica sobre a mastite bovina. A terceira e Ultima parte refere-se
ao estudo desenvolvido em 100 exploragfes leiteiras da ilha de S&o Miguel, Agores. Do total
das amostras de leite do tanque recolhidas nas exploracdes, 59% foram positivas a
Staphylococcus aureus, 100% a Staphylococcus coagulase-negativos, 75% foram positivas a
Escherichia coli e 35% a outros coliformes. Alguns dos fatores de risco em estudo, tais como a
utilizacdo de luvas e o pré-dipping, foram significativamente associados a prevaléncia dos
agentes acima citados no leite do tanque. Verificou-se ainda uma influéncia significativa do
Staphylococcus aureus na contagem de células somaticas no leite do tanque (P <0,001).

Palavras-chave: fatores de risco, prevaléncia, Staphylococcus aureus, Staphylococcus

coagulase-negativos, coliformes.




DAIRY CATTLE MEDICINE AND SURGERY
Risk factors associated with the bulk-milk prevalence of Staphylococcus spp. and

coliforms in dairy farms of S&o Miguel Island, Azores

ABSTRACT

This report concerns to the academic internship in dairy cattle Medicine and Surgery performed
at Associacdo de Jovens Agricultores Micaelenses. The first part of the report includes the
compilation of accompanied casuistry, followed by the literature revision on bovine mastitis. The
third and last part refers to a study in 100 dairy farms of S&o Miguel Island, Azores - Portugal.
From the total bulk tank milk samples collected in the study dairy farms, 59% were positive to
Staphylococcus aureus, 100% to coagulase-negative Staphylococci, 75% were positive to
Escherichia coli and 35% to other coliforms. Several risk factors in study, such as gloves use
and pré-dipping, were significantly associated with the prevalence of the agents mentioned
above in bulk tank milk. Moreover, the study revealed a significant influence of Staphylococcus

aureus in somatic cells count in bulk tank milk (P <0,001).

Keywords: risk factors, prevalence, Staphylococcus aureus, coagulase-negative

Staphylococci, coliforms.
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Introducéo

O presente relatdrio refere-se ao estagio curricular em Clinica e Cirurgia de bovinos de aptidao
leiteira realizado no ambito do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria. O estagio realizou-
se na Associacao de Jovens Agricultores Micaelenses (AJAM), na ilha de Sao Miguel - Acores -
entre 1 de Fevereiro e 30 de Junho de 2014, sob a orientacdo do Dr. Ricardo Roméo e co-

orientacao da Dr.2 Luisa Soares.

O principal objetivo do estagio foi a aquisicdo progressiva de competéncias de trabalho para
conferir a necesséria autonomia pratica no final do Mestrado Integrado. Para isto, durante o
decorrer de todo o periodo de estagio fez-se o acompanhamento, em contexto profissional, de

toda a rotina de trabalho da pratica clinica de campo de bovinos de aptidao leiteira.

O estégio estimulou a utilizagdo dos conhecimentos adquiridos na formacao académica através
do acompanhamento e participacdo ativa num vasto e diversificado nimero de casos clinicos
quer na area da Clinica Médica e Cirlrgica quer no acompanhamento reprodutivo das
exploragbes. Ndo menos importante foi o facto de este ter proporcionado um contacto diario e
intensivo com os produtores e com a realidade das exploracgdes leiteiras das diferentes regides

desta ilha.

Apesar da casuistica ser vasta e diversificada observou-se, no decorrer de todo o estagio, que
as mastites sdo um dos problemas de maior expressdo que é marcadamente influenciado pelas
caracteristicas particulares do maneio praticado nas exploracdes de Sdo Miguel. Assim,
desenvolveu-se um estudo que abrangeu 100 exploragcfes das diferentes regides da ilha e
cujos objetivos foram: determinar a prevaléncia de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
coagulase-negativos e coliformes em 100 exploracbes da ilha de S&o Miguel, detetados
recorrendo a técnica polimerase chain reaction (PCR) em tempo real a partir de amostras
colhidas no tanque do leite. Pretendeu-se também avaliar a correlacdo entre as praticas de
maneio aplicadas nestas exploracdbes e as prevaléncias encontradas, para estes
microrganismos, e avaliar a influéncia destes na contagem de células sométicas (CCS) no leite
do tanque das exploracbes onde foram detetados. Com isto tentou-se identificar quais os
fatores que mais significativamente contribuem para a ocorréncia destas bactérias no tanque
do leite a fim de futuramente se melhorarem e implementarem planos de controlo de mastites

adequados.

Desta forma, a primeira parte deste relatério é composta pela compilacdo da casuistica
acompanhada, seguida de uma segunda parte que corresponde a revisdo bibliografica sobre a
mastite bovina e, por fim, a terceira parte da qual consta o estudo sobre os fatores de risco
associados a prevaléncia de Staphylococcus spp. e coliformes no leite do tanque de

exploracfes da ilha de S&o Miguel, Acores.




1. Local de estégio e casuistica
1.1. Apresentacdo do local de estagio

A Associacdo dos Jovens Agricultores Micaelenses (AJAM) foi fundada em 1986 tendo como
principais objetivos informar e contribuir para a valorizagdo técnica, empresarial e cultural dos
jovens agricultores da ilha de Sao Miguel. A sede estéa situada no Centro de Bovinicultura, nas
Arribanas, freguesia dos Arrifes, concelho de Ponta Delgada. Neste local, para além das
instalacdes de apoio e logistica, esta sediada uma exploracdo de leite com cerca de 70 vacas
em lactacdo, numa area de 13,68 hectares. Os restantes 56,85 hectares pertencentes a AJAM
localizam-se nos campos de Santana, no concelho da Ribeira Grande, e daqui provém as
forragens e sao desenvolvidos varios estudos experimentais com novas variedades forrageiras

e técnicas de producéo.

A AJAM disponibiliza assisténcia médico-veterinaria através de uma equipa de médicos
veterinarios constituida por cinco membros divididos por quatro zonas geograficas da ilha.
Existe ainda um outro membro da equipa que executa exclusivamente as provas de rastreio de
tuberculose no ambito do controlo sanitario oficial de tuberculose nas explora¢des de bovinos,
por toda a ilha. Grande parte dos pedidos de assisténcia é recebida por telefone na sede da
AJAM e posteriormente reencaminhados ao médico veterinério responsavel pela zona, sendo
que uma pequena parte dos pedidos de assisténcia sdo recebidos diretamente pelo médico

veterinario.

A AJAM presta também servigos de inseminacgéo artificial (I1A), possuindo uma equipa de quatro
inseminadores divididos por quatro zonas geograficas da ilha, servico de acompanhamento
reprodutivo das exploracdes e servi¢co de podologia. A associagdo possui ainda um laboratério
de apoio a melhoria da qualidade do leite e disponibiliza apoio juridico e assisténcia em outros

servicos através do gabinete de contabilidade e do gabinete de projetos e apoio ao rendimento.
1.2. Breve caracterizacdo da regido e das exploracdes

Sao Miguel é a maior ilha do arquipélago, com uma é&rea total de 744.6 Km? dividida em seis
Concelhos: Ponta Delgada, Ribeira Grande, Lagoa, Vila Franca do Campo, Nordeste e
Povoacdo (SRAA, 2015). E na freguesia dos Arrifes, no concelho de Ponta Delgada que se
localiza a maior bacia leiteira da regido, onde estd sediada uma das trés fabricas de
transformacéo de leite da ilha de S&o Miguel. As outras duas indUstrias de laticinios tém a sua

sede no concelho da Ribeira Grande.

A utilizacdo das terras agricolas na ilha de S&o Miguel é dominada pelas pastagens
permanentes destinadas a atividade agropecuaria (SRAA, 2015) sendo estas, a semelhanca de
outras regides vulcanicas, carenciadas em fosforo, calcio, zinco, cobre (Pereira & Oliveira,
2004), iodo e selénio (Grace, 1994 citado por Pinto, 2010) e muito ricas em potassio (Pereira e

Oliveira, 2004). As caréncias nestes micronutrientes s@o particularmente importantes no




arquipélago dos Acores, onde predomina o sistema de pastoreio permanente, uma vez que

estas acabam por se refletir nos animais que pastoreiam nestas areas.

A ilha de Sao Miguel possui um grande efetivo bovino de aptiddo leiteira — 51 684 vacas de
aptiddo leiteira, de acordo com informacdes muito recentes dos Servicos de Desenvolvimento
Agrario de Sao Miguel - sendo a producao leiteira uma das principais atividades econdémicas
desta ilha. Segundo os ultimos dados do Servico Regional de Estatistica dos Acores (SREA,
2015), no ano de 2014, s6 na ilha de Sao Miguel, foram recolhidos 377 241 220 litros de leite

diretamente da producéo.

O regime de exploragdo € maioritariamente um regime extensivo no qual os animais sdo
mantidos em pastoreio permanente, existindo ainda muito poucas exploracdes onde os animais

permanecem em estabulacdo de forma permanente.

Relativamente ao maneio dos vitelos, sdo separados da méae logo ap6s o parto ou
permanecem com esta cerca de dois dias para que ingiram o colostro por amamentacgéo direta.
Na grande maioria das exploragBes os vitelos permanecem na pastagem, presos por uma
corrente, desde que sdo separados da mée. As vitelas geralmente permanecem na exploragédo
para substituicdo do efetivo e a sua alimentagcéo até ao desmame é sobretudo a base de leite
rejeitado da ordenha (de vacas com mastite e/ou em tratamento), em alguns casos leite em p6

e pastoreio direto.

Ja na fase de novilhas podem permanecer na pastagem presas por corrente ou em parcelas
delimitadas por cerca elétrica. As novilhas, normalmente, permanecem nas pastagens de
média e alta altitude e de acessos dificeis, sendo a sua alimentagéo exclusivamente a base de
erva da pastagem. Permanecem nestes locais até ao periodo periparto, altura em que se

mudam para junto das vacas em lactacao.

As vacas adultas também permanecem na pastagem durante todo o ano e os produtores
possuem uma sala de ordenha mavel (figura 1) que acompanha os animais sempre que estes
mudam de pastagem. Outros casos existem em que a sala de ordenha permanece no mesmo
local, geralmente locais mais abrigados, e os animais deslocam-se da pastagem até esta na

altura da ordenha.

Figura 1. Exemplo de sala de ordenha mdvel.




1.3. Descricéo da casuistica acompanhada

Durante os cinco meses de estagio foi feito o acompanhamento de todos os médicos
veterinarios que integravam a equipa da AJAM, tendo sido possivel participar ativamente na
pratica diaria da clinica, cirurgia, profilaxia e acompanhamento reprodutivo de bovinos de
aptiddo leiteira, 0 que permitiu a interiorizacdo gradual de comportamentos e atitudes

indispenséaveis a pratica clinica.

No decorrer de todo o estagio foram sendo registados apontamentos que foram a base dos
dados apresentados neste capitulo e que refletem a casuistica acompanhada ao longo dos
cinco meses. No total, realizaram-se interven¢gbes em 1395 bovinos. Em situagfes pontuais
realizaram-se ainda intervencdes na espécie caprina, suina e canina, sendo que, todos os
animais intervencionados pertenciam a proprietarios das exploracdes leiteiras associados da
AJAM e, por esse motivo, a grande maioria das intervengdes foram solicitadas aquando das

visitas a exploragdo para assisténcia ao efetivo de bovinos leiteiros.

Devido ao elevado nimero de intervencdes e sua variedade, a casuistica serd subdividida a fim
de tornar mais facil a sua organizacdo e compreensdo. Assim, foram definidas quatro areas de

intervencao: Clinica Médica, Clinica Cirurgica, profilaxia e acompanhamento reprodutivo.

Como se pode observar no gréfico 1, a pratica diaria de clinica de campo em Séo Miguel esta
sobretudo direcionada para a assisténcia médica as exploracdes, representando esta
componente uma frequéncia relativa (FR) de 46,9% (n=654). A profilaxia, a Clinica Cirlrgica e
0 acompanhamento reprodutivo das exploracdes representam frequéncias relativas de 21,2%
(n=296), 5,2% (n=73) e 26,7% (n=372), respetivamente.

26,7%
® Clinica médica
B Clinica cirGrgica
21,2% Profilaxia
B Acompanhamento
reprodutivo
5,2%

Grafico 1. Distribuicdo das intervencdes efetuadas pelas quatro areas de intervencéo médico-
veterinaria, em FR (%; n=1395).




1.3.1. Clinica Médica

A Clinica Médica foi a componente principal sendo, por isso, aquela que abrangeu uma grande
variedade de sistemas. Os 627 casos clinicos acompanhados nesta area de intervencédo foram
agrupados consoante os sistemas implicados, dividindo-se em sistema digestivo, sistema
reprodutor, sistema respiratorio, afecées da glandula mamaria, desequilibrios metabdlicos e
sistema musculoesquelético. Alguns dos casos clinicos assistidos, ndo enquadraveis em
nenhuma das categorias mencionadas, foram incluidos na categoria designada por outros
casos. Para além destas, inclui-se ainda uma Ultima categoria designada por outras
intervencées onde foram incluidas intervencdes que nado correspondem a casos clinicos
propriamente ditos, nomeadamente as necrdpsias, as eutanasias e as colheitas de tronco
encefélico. Desta forma, os casos clinicos assistidos juntamente com as intervengdes incluidas

nesta Ultima categoria perfazem um total de 654 animais intervencionados nesta componente.

Como é possivel verificar no grafico 2, o sistema digestivo, o sistema reprodutor e o sistema
respiratério sdo aqueles que apresentam maior nimero de casos assistidos, representando
frequéncias relativas de 25,5% (n=160), 22,2% (n=139) e 18,8% (n=118), respetivamente, e

perfazendo no seu conjunto 66,5% dos casos acompanhados na Clinica Médica.
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Grafico 2. Distribuicéo da casuistica da componente de Clinica Médica, pelos sistemas
implicados, em frequéncia relativa (%; n= 627).

Seguidamente serdo analisadas com maior pormenor as doencas mais representativas dentro
de cada categoria e/ou as de maior relevancia no panorama local.

1.3.1.1. Sistema digestivo

Como se pode constatar na tabela 1, o sistema digestivo foi um dos sistemas com maior
diversidade casuistica e com o maior nimero de intervencdes na componente da Clinica

Médica. Destacam-se, neste sistema, com grande diferenca no nimero de casos assistidos




relativamente aos restantes, as diarreias em jovens com uma frequéncia relativa de 38,1%

(n=61), seguidas das diarreias em adultos com 22,5% de frequéncia relativa.

Tabela 1. Afe¢des do sistema digestivo, em nimero absoluto (n) e FR (%, n=160).

Sistema digestivo n %
Diarreia em jovens 61 38,1
Diarreia em adultos 36 22,5
Indigestao simples 15 9,4
Suspeita de reticulo-peritonite traumatica 15 9,4
Subnutricéo 7 4,3
Indigestao lactea 5 3,1
Timpanismo gasoso 5 3,1
Célica abdominal 4 2,5
Dilatacéo de ceco 3 1,9
Indigestao vagal 3 1,9
Timpanismo espumoso 3 19
Ulcera do abomaso 3 1,9
Total 160 100

A diarreia neonatal € uma doenca de grande importancia nos bezerros, estando associada a
uma diminuicdo no ganho de peso e ao aumento das taxas de mortalidade nas exploracdes.
Apesar da diarreia ser um sinal clinico facil de diagnosticar, ndo é especifico. Ocorre
principalmente em bezerros com menos de seis semanas, embora possam ser afetados até
aos quatro meses de idade (Gulliksen et al., 2009; Milleman, 2009).

A etiologia da diarreia neonatal € multifatorial e pode incluir causas infeciosas, ambientais,
nutricionais e aspetos relacionados com o préprio maneio, sendo a falha de transferéncia de
imunidade passiva (FTIP) um dos exemplos mais importantes. Pode ainda estar relacionada
com o tamanho do efetivo, sendo os efetivos maiores mais problematicos (Gulliksen et al.,
20009).

Relativamente as causas nutricionais, a diarreia alimentar pode ocorrer por sobrecarga, quando
0s bezerros sdo alimentados com quantidades excessivas de leite, manifestando-se
normalmente por diarreia ligeira, fezes volumosas e amarelo-palidas; pode ser devido a
alimentacéo a base de substitutos do leite de qualidade inferior manifestando-se, nestes casos,
por diarreia subaguda e crénica, perda de peso progressiva e auséncia de resposta ao
tratamento convencional, obtendo-se uma resposta positiva quando se retiram 0s substitutos
do leite fornecendo-se apenas leite integral de vaca; ou ainda, por deficiéncia em dissacaridase
intestinal que origina diarreia subaguda irresponsiva a terapia comum, obtendo-se, nestes
casos, uma resposta favoravel quando se retira o leite da alimentacao (Radostits et al., 2007).

A diarreia infeciosa tem como origem infe¢8es com agentes patogénicos como virus, bactérias
e protozoarios (Gunn et al.,, 2009; Bilbao et al.,, 2011). Os agentes patogénicos mais
importantes associados a diarreias incluem Rotavirus, Coronavirus, Cryptosporidium spp.,

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) e Salmonella spp. (Gunn et al., 2009).




O diagnéstico deve assentar sobretudo num exame clinico completo e numa anamnese precisa
(Milleman, 2009). Inicialmente a Unica manifestacdo podera ser a sujidade dos quartos
posteriores, da cauda e o aumento do nimero de defecacBes com alteracdo da consisténcia
das fezes. Numa fase mais avancada os sinais podem tornar-se evidentes com fezes aquosas,
sinais de desidratacdo, extremidades frias, perda gradual do apetite, sinais de dor abdominal e
dificuldade em levantar-se ou manter-se em estacdo (Bilbao et al., 2011). De acordo com
Milleman (2009), cada uma das doencas neonatais que se caracterizam por diarreia tem,

normalmente, um pico de incidéncia numa idade especifica (figura 2).
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Figura 2. Incidéncia das causas de diarreia de acordo com a idade dos bezerros (adaptado de
Milleman, 2009).

Segundo Milleman (2009), o aspeto das fezes, associado aos sinais clinicos e a idade dos
animais afetados sdo aspetos Uteis na orientacdo do diagnéstico (tabela 2). No entanto,
geralmente é impossivel fazer um diagndstico etiolégico definitivo com base apenas no quadro
clinico (Gunn et al., 2009).

Tabela 2. Aspetos Uteis na orientacdo do diagnéstico das diarreias neonatais (adaptado de
Milleman, 2009).

Idade média dos Diagnéstico etioldgico

Sinais clinicos

bezerros afetados provavel

Fezes muito liquidas e amarelas

1-3 dias Desidratagdo rapida e severa Colibacilose (ETEC)
Fragueza e extremidades frias
Fezes com muco, acizentadas/amarelas Rotavirus

4-11 dias Hipertermia, anorexia, dor abdominal Coronavirus
Desidratagéo progressiva Criptosporidiose

. Fezes muito liquidas com vestigios de

> 11 dias sangue, hiperte?mia severa (> 4190) Salmonelose
Fezes escuras, +/- sangue e cdlicas Coccidiose

> 18 dias (Eimeria zuernii)

Fezes com muco, hipertermia, ptialismo,
anorexia, epifora Diarreia viral bovina

ETEC - Escherichia coli enterotoxigénica




O exame fisico € o primeiro e importante passo para o estabelecimento das necessidades
terapéuticas. O tratamento dependera assim do grau de desidratacdo estimado, da severidade
da acidose, da probabilidade de infecéo intercorrente e da presenca ou auséncia de hipotermia
e hipoglicemia (Gunn et al., 2009). A fluidoterapia é essencial para corre¢do da desidratacéo e
desequilibrios eletrolitico e acido-base. Os agentes terapéuticos utilizados no tratamento das
diarreias incluem ainda antibidticos, antiprotozoarios, modificadores da motilidade
gastrointestinal e protetores gastrointestinais. A detecdo precoce dos sinais clinicos € muito
importante para o éxito do tratamento (Bilbao et al., 2011). Nos diversos casos acompanhados
o tratamento instituido consistiu em fluidoterapia oral e/ou intravenosa (IV) acompanhada, em
alguns casos, por um suplemento dietético (Diaproof k®) e por um complexo multivitaminico
(Duphalyte®). O antimicrobiano usado com maior frequéncia nestes casos foi uma associacdo
de sulfadoxina e trimetropin (Trivetrin®), na dose de 15mg/kg. Em alguns casos administrou-se

um suplemento de ferro, vitaminas e minerais (Fercobsang®).

A abordagem mais importante para reduzir a incidéncia das diarreias é a prevenc¢do. Para que
a protecéo seja efetiva, é primordial a correta administracdo de colostro nas seis a oito horas
apos o nascimento. Este colostro deve provir de mées adultas e imunizadas durante o periodo
de vaca seca, com vacinas especificas para prevencao das diarreias neonatais. Para além
disto, é igualmente importante adotar medidas de controlo que permitam interromper o ciclo da
doencga e diminuir a carga microbiana no meio ambiente, sendo necesséario a adocédo de

medidas de higiene e maneio adequadas (Bilbao et al., 2011).

As diarreias verificam-se ao longo de todo o ano, no entanto, nos Acores sdo mais comuns
entre Dezembro e Maio (Vidal, 2006 citado por Sousa, 2007). Segundo o mesmo autor, as
baixas temperaturas e maior humidade deste periodo, aliadas a problemas de maneio onde os
vitelos muitas vezes ndo ingerem o colostro na quantidade adequada e sdo criados em grupo,
geralmente em pastagens ao ar livre e muito contaminadas numa altura de grande fragilidade

imunitéria, contribuem para o aumento desta doenca neste periodo.
1.3.1.2. Sistema reprodutor

De todos os sistemas incluidos na area da Clinica Médica, o sistema reprodutor foi aquele que
apresentou a segunda maior frequéncia relativa (22,2%). Tal como no caso do sistema
digestivo, as causas de interven¢cdo foram bastante diversificadas, englobando os casos de
retencdo das membranas fetais (RMF), metrite puerperal, endometrite, casos de distécia,
resolvidos por meio de manobras obstétricas, quisto ovarico, aborto, salpingite, tor¢do uterina,

inducéo de parto, mumificacdo fetal e hidropisia das membranas fetais.

Como se pode observar na tabela 3, dos casos clinicos que implicaram intervengéo ao nivel do
sistema reprodutor, a RMF foi o mais frequente, apresentando uma frequéncia relativa de
19,4% (n=27), tendo-se verificado, no decorrer de todo o estagio, que esta é uma situagao

extremamente frequente nas exploracées.




Tabela 3. Causas de intervencéo ao nivel do sistema reprodutor, em namero absoluto (n) e FR

(%, n=139).

Sistema reprodutor n %
RMF 27 19,4
Metrite puerperal 23 16,6
Endometrite 21 15,1
Distécia 19 13,7
Quisto ovarico 15 10,8
Aborto 9 6,5
Salpingite 9 6,5
Torcao uterina 7 5,0
Inducéo de parto 5 3,6
Mumificacéo fetal 3 2,2
Hidropisia membranas fetais 1 0,6

Total 139 100
RMF — retencé@o das membranas fetais

A retencdo priméria das membranas fetais resulta de uma falha do destacamento das
carinculas maternais, enquanto a retencao secundaria esta relacionada com uma dificuldade
mecanica na expulsdo das membranas fetais ja destacadas (p. ex. atonia uterina), podendo
estes dois mecanismos coexistir (Eiler & Fecteau, 2007). A expulséo fisiologica das membranas
fetais ocorre nas oito horas pés-parto, sendo que, segundo Beagley et al. (2010), a maioria das
vacas elimina os invélucros fetais em seis horas apds o parto. Assim, a RMF define-se como a
auséncia de expulsdo das membranas fetais nas 24 horas apds o parto (Beagley et al., 2010;
Amin et al., 2013; Qu et al., 2014), e sdo diversos os fatores fisicos, endocrinos e celulares

envolvidos no processo (Qu et al., 2014).

Os principais fatores de risco associados a RMF incluem partos prematuros, aborto, hidropisia,
torcdo uterina, partos gemelares, distécia, fetotomia, cesariana, stresse térmico e hipocalcémia
periparto (Hillman & Gilbert, 2008; Beagley et al., 2010; Qu et al., 2014). Os partos induzidos
pela administracdo de corticosteréides exdgenos sdo também um fator de risco e, nestes
casos, deve ser prevista a RMF (Hillman & Gilbert, 2008). As causas nutricionais séo outro dos
fatores de risco importantes e incluem situacées como a sobrealimentagdo de vacas secas e as
deficiéncias em carotenos, selénio e vitamina E (Hillman & Gilbert, 2008; Beagley et al., 2010;
Qu et al.,, 2014). Segundo Hillman & Gilbert (2008), em locais pobres em selénio, existe
tendéncia para um aumento da incidéncia de RMF, metrite e quistos ovaricos. Os agentes
infeciosos, como o virus da diarreia viral bovina (BVDV), e a imunossupressao sao fatores de
risco para a ocorréncia de RMF (Hillman & Gilbert, 2008; Qu et al., 2014).

Os sinais clinicos sao 6bvios quando as membranas fetais se encontram visiveis no exterior da
vulva, muitas vezes pendentes alcancando o Ubere e os curvilhdes (figura 3). No entanto, a
RMF pode néo ser aparente em situagdes em que os invélucros fetais permanecem no interior
do utero e/ou vagina 0 que exige que seja realizado exame vaginal para a sua dete¢do. Em

alguns casos pode observar-se a presenga de tenesmo associado a tensdo e irritagdo




constantes do trato reprodutivo caudal provocados pelas membranas pendentes. A metrite € a
complicagdo secundaria mais comum e, quando esta se desenvolve, aumenta a probabilidade
de ocorréncia de mastite, de doengas metabdlicas, de infe¢bes ascendentes do trato urinario e
de deslocamento do abomaso (Hillman e Gilbert, 2008).

Figura 3. Retencao das membranas fetais.

As principais sequelas da RMF incluem atrasos na involugdo uterina, aumento do intervalo
entre partos, aumento do intervalo entre o parto e a primeira ovulacdo com diminuigdo da
eficacia da primeira IA pés-parto, podendo ainda estar associadas ao desenvolvimento de
claudicagbes (Beagley et al.,, 2010; Amin et al., 2013; Binabaj et al., 2014). Para além disto,
uma vaca com RMF tem elevada probabilidade de que o0 mesmo ocorra nos anos seguintes
(Hillman & Gilbert, 2008).

Os objetivos do tratamento da RMF sdo: promover um rapido destacamento e expulsdo das
membranas fetais a fim de reduzir a ocorréncia de metrite, diminuir as perdas de leite e reduzir
a ineficiéncia reprodutiva (Eiler & Fecteau, 2007). Varios métodos tém sido utilizados no
tratamento da RMF, embora a sua eficacia seja questionavel pelo que as opg¢des sdo
controversas (Beagley et al.,, 2010). Algumas das opg¢des de tratamento sugeridas sdo a
antibioterapia local, a antibioterapia sistémica, a utilizacdo de hormonas, como a prostaglandina
e a ocitocina, e a remocdo manual (Beagley et al., 2010; Amin et al., 2013).

A dequitadura das membranas fetais € contraindicada uma vez que as infe¢des uterinas sédo
mais frequentes e mais severas apos a sua execucdo (Hillman & Gilbert, 2008; Amin et al.,
2013). As hormonas ndo originam o destacamento das membranas fetais retidas mas sdo
utilizadas com o objetivo de promover a contracdo uterina que facilita a expulsdo das mesmas
(Amin et al., 2013).

A utilizacdo de antibidticos no tratamento da RMF tem resultados contraditorios, existindo

mesmo alguns autores que desaconselham a sua utilizagdo por estes atrasarem o processo de
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destacamento das membranas fetais (Beagley et al., 2010; Amin et al., 2013). Sendo a metrite
a complicacdo mais comum da RMF, o propésito da aplicacdo de antibioterapia sistémica é
sobretudo a prevencdo ou o tratamento desta afecdo e diminuicdo dos subsequentes efeitos
negativos sobre a fertilidade (Amin et al., 3013). Assim, em animais com febre ou em maior
risco a administracdo, p. ex., de ceftiofur (2,2mg/kg, por 5 dias) é benéfica no seu controlo,
auxiliando a um retorno a normal funcao reprodutiva (Beagley et al., 2010; Amin et al., 2013).
De acordo com Hillman & Gilbert (2008), ndo existem evidéncias de que a aplicacdo
intrauterina de antibidticos para tratamento da RMF tenha efeito benéfico na fertilidade
subsequente. Segundo os mesmos autores, a aplicacdo intrauterina de tetraciclinas pode
atrasar a expulsdo das membranas fetais, através da inibicdo das metaloproteinases locais que

desempenham um papel importante no destacamento das mesmas.

A outra abordagem ao tratamento da RMF é a injecdo de colagenase nas artérias umbilicais
gue se revela eficaz na elimina¢do mais rapida das membranas fetais, no entanto, o seu custo
torna-a proibitiva em muitos casos (Hillman & Gilbert, 2008; Beagley et al., 2010; Amin et al.,
2013).

A reduzida disponibilidade das opcfes de tratamento efetivo enaltece a importdncia da
prevencdo e as recomendacdes atuais para prevencdo da RMF incluem diversos aspetos de
maneio como, por exemplo, a garantia do bem-estar animal, reduzindo o stresse na altura do
parto, e um maneio nutricional cuidado especialmente durante o periodo de transicéo, trés
semanas antes até trés semanas apos o parto. A administracdo de selénio e vitamina E trés
semanas antes do parto € uma importante acéo profilatica para prevenir a RMF (Amin et al.,
2013).

Como referido anteriormente, por se tratar de uma regido de origem vulcénica, os solos da ilha
de S&o Miguel sdo muito deficitdrios em selénio. Uma das consequéncias da caréncia deste
microelemento, e que apresenta grandes propor¢des nesta ilha, € a RMF. Observou-se,
durante todo o periodo de estagio, que a suplementagdo com vitamina E e selénio no periodo
pré-parto ainda ndo é uma pratica comum o que contribui marcadamente para a ocorréncia de
um elevado nimero de casos. O tratamento dos casos observados consistiu na antibioterapia
sistémica com ceftiofur (Eficur®), na dose de 1 mg/kg e na suplementacdo com selénio e
vitamina E (Selepherol®). Recorreu-se ainda a um analogo da prostaglandina F, alfa (PGFyg)
(Estrumate®), a fim de se promover a contratibilidade uterina facilitando a expulsdo das

membranas fetais retidas.

A grande maioria dos casos de aborto a que se assistiu ocorreu em vacas no sexto ou sétimo
més de gestacao (figura 4a), tendo-se assistido apenas a um caso de aborto no inicio da
gestacdo (figura 4b). Existem diversas causas que podem originar aborto em bovinos, entre
elas, agentes infeciosos (bactérias, virus, protozodarios e fungos), agentes toxicos, stresse

térmico e anomalias genéticas. As gestacdes gemelares e as mastites também podem estar
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envolvidas. Os agentes infeciosos sdo as causas mais comummente diagnosticadas (Norman
et al., 2012). Segundo Christensen et al. (2009), o BVDV, o herpesvirus bovino do tipo 1, a
Leptospira interrogans e a Neospora caninum sdo algumas das principais causas de aborto
bovino. Apesar de ndo se conhecer a causa especifica de nenhuma das situagbes a que se
assistiu, foi possivel constatar durante o periodo de estagio que as causas de aborto acima

mencionadas sdo agentes de elevada prevaléncia em Sao Miguel.

Figura 4. Aborto bovino. a: feto abortado no final do segundo tergo da gestacao. b: feto
abortado na fase inicial da gestacéo.

1.3.1.3. Sistema respiratério

No ambito do sistema respiratério a totalidade das intervencdes deveram-se a afe¢des do trato
respiratério inferior, mais concretamente, pneumonias. Como se pode verificar na tabela 4, as
pneumonias surgiram em elevado ndmero tanto em animais jovens (51,7%; n=61) como em
animais adultos (48,3%; n=57) sendo, no entanto, em ndmero ligeiramente superior nos

animais jovens.

Tabela 4. Afe¢des do sistema respiratério, em namero absoluto (n) e FR (%, n=118).

Sistema respiratorio n %
Pneumonia em jovens 61 51,7
Pneumonia em adultos 57 48,3
Total 118 100

A broncopneumonia nos bezerros, designada por pneumonia enzodtica, afeta sobretudo
animais entre as quatro semanas e os seis meses de idade (Woolums et al., 2009) e a sua
prevaléncia tende a aumentar com o aumento do tamanho do efetivo (Al-Qudah, 2009; Lorenz
et al.,, 2011). E uma doenca multifatorial causada pela combinacdo ativa de um ou mais
agentes infeciosos, das condicBes do meio ambiente e da falha das defesas do hospedeiro (Al-
Qudah, 2009; Woolums et al., 2009). Os principais agentes implicados nas broncopneumonias
dos bezerros incluem o virus respiratorio sincicial bovino, parainfluenza tipo 3, herpesvirus
bovino tipo 1, BVDV, Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Histophilus somni e

micoplasmas. O BVDV desempenha um importante papel causando imunossupressdo e,
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consequentemente, tornando os bezerros mais suscetiveis a acdo de outros agentes (Potter,
2007; Icen et al., 2009; Lorenz et al., 2011).

Os animais mantidos em areas de pequenas dimensdes tém maior probabilidade de contrair
afecBes respiratérias, sobretudo se existirem problemas de ventilacdo e higiene inadequada
das camas. A FTIP é outro dos fatores importantes para a ocorréncia deste tipo de afecfes
uma vez que influencia fortemente a falha das defesas do hospedeiro face aos agentes
patogénicos tornando-os mais suscetiveis a infecdo. As alteragGes bruscas nas temperaturas
entre os dias e as noites constituem também fatores de risco que tornam os vitelos mais

predispostos as doencas respiratérias (Al-Qudah, 2009; Lorenz et al., 2011).

As alterac8es bruscas nas temperaturas sdo um aspeto muito importante nos Agores uma vez
que, na grande maioria das exploracdes, os vitelos sdo mantidos permanentemente na
pastagem estando muito expostos as condi¢des climatéricas. Existem ainda outros casos em
que os vitelos sdo mantidos em grupo em parques ou em viteleiros de madeira, algumas vezes
com grande concentracdo de animais e/ou ventilagdo insuficiente. Todos estes aspetos
associados a FTIP verificada em algumas situagfes, justificam o elevado nimero de animais

intervencionados.

Os sinais clinicos mais comuns incluem febre, tosse, inapeténcia, dispneia e corrimento
nasal/ocular. Em estados mais avancados as crepitagfes pulmonares séo facilimente audiveis
(Potter, 2007; Al-Qudah, 2009; Lorenz et al., 2011).

Relativamente ao tratamento, podem ser utilizados varios recursos na tentativa de aumentar as
taxas de cura e reduzir os prejuizos, normalmente associando medicamentos para aliviar os
sinais clinicos e combater as infec6es (Coutinho, 2005). O tratamento com antimicrobianos
deve ser iniciado o mais cedo possivel a fim de evitar lesbes a nivel do parénquima pulmonar
gue conduzem a resisténcia ao tratamento, dificultando a regeneracéo tecidular (Lorenz et al.,
2011). Segundo Lorenz et al. (2011), um a dois tercos dos animais que ndo respondem ao
tratamento inicial ficardo permanentemente afetados. A escolha do antimicrobiano depende
muitas vezes da experiéncia com casos anteriores (Radostits et al., 2007). A administracédo de
anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES) nestes casos resulta numa reducédo da febre e da
inflamacéo pulmonar fazendo com que os animais mantenham ou retomem a ingestdo de
alimentos e agua (Coutinho, 2005; Woolums et al., 2009). Os mucoliticos e broncodilatadores
séo utilizados a fim de melhorarem a atividade do aparelho mucociliar, aliviando a dificuldade

respiratoria, e a fluidoterapia corrige a desidratacdo (Coutinho, 2005).

O tratamento dos casos assistidos consistiu ha administracdo de antibioterapia, cuja escolha
dependeu da experiéncia com outros casos na exploracdo, tendo-se utilizado, por exemplo, a
tilmicosina (Micotil®), na dose de 10 mg/Kg, ou o florfenicol (Nufl0r®), na dose de 20 mg/Kg, e
de terapia anti-inflamatéria com &cido tolfenamico (Tolfedine®), na dose de 2 mg/Kg. Sempre

que necessario, recorreu-se a fluidoterapia e a suplementacdo com um complexo
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multivitaminico. Nos casos mais exuberantes recorreu-se também a administracdo de um

mucolitico, o cloridrato de bromexina (Eres®).

O maneio preventivo dos fatores de risco assume destacada importancia no controlo destas
doencas respiratérias, por isso, o controlo eficaz exige a implementacdo de determinadas
praticas, entre elas: manter o animal em ambiente limpo, seco, ventilado e com temperatura
adequada, garantir o fornecimento de alimentos palataveis e de boa qualidade e em
quantidade suficiente, evitar a FTIP, evitar a sobrelotacdo, isolar os animais doentes e
monitorizar os restantes, evitar fatores de stresse, introduzir programas de vacinagdo
adequados, entre outros. Relativamente as mées, alguns dos aspetos importantes sdo: garantir
uma boa nutricdo da vaca gestante, evitar a ocorréncia de partos distécicos, providenciar um

ambiente adequado na maternidade e vacinac¢do (Coutinho, 2005).
1.3.1.4. Afe¢des da glandula mamaéria

Tal como expresso na tabela 5, a mastite foi, claramente, a principal afecdo observada ao nivel
da glandula maméria (80,8% FR; n=59). O teste californiano de mastites (TCM) ainda né&o é
uma prética frequente nas exploragdes, sendo utilizado, na grande maioria dos casos, apenas
quando o produtor suspeita de mastite por observacao de alteracdes a nivel do leite e/ou Ubere
elou alteracbes comportamentais da vaca que ndo entra na maquina de ordenha
voluntariamente. Desta forma, torna-se complicada a dete¢do de casos de mastite subclinica,

destacando-se fortemente os casos de mastite clinica.

O periodo em que decorreu o estagio — inverno/primavera - é um periodo propicio ao
aparecimento de um maior nimero de casos de mastite. No inverno, assim como ao longo de
todo o ano, as vacas permanecem na pastagem. No entanto, nesta altura do ano, € notéria a
dificuldade em manter a higiene de todos os equipamentos assim como a existéncia de locais
com grande quantidade de lama, sobretudo na zona da méquina de ordenha, o que aumenta a
predisposicéo para o aparecimento de mastites ambientais. Por outro lado, e relativamente ao
que se observou na pratica do dia-a-dia, existem varios procedimentos frequentes nas
exploracbes e que constituem fatores de risco para a maior ocorréncia de mastite, entre os
quais: lavagem dos Uberes utilizando uma esponja/pano partilhada entre todas as vacas ou a
lavagem dos Uberes com mangueira seguida da colocacdo das tetinas sem ser realizada a
secagem dos tetos; ndo eliminacdo dos primeiros jatos que, quando executada, se faz para o
ch&o néo permitindo a observacao clara dos mesmos; realizacdo da ordenha maioritariamente
de forma aleatéria; existéncia de exploracfes onde nao é realizada a desinfecdo dos tetos
antes e/ou apos a ordenha e, mesmo que este procedimento seja realizado, é relativamente

facil o contacto dos tetos com a lama apds a ordenha.

Em parte dos casos acompanhados o produtor ja tinha realizado tratamento uma vez que é

pratica comum, no caso das mastites clinicas, o produtor efetuar tratamento e caso este nao

14



resulte entdo solicitar a assisténcia do médico veterinario. As mastites serdo detalhadamente

desenvolvidas na segunda parte deste relatério.

Tabela 5. Afe¢des da glandula mamaria, em nimero absoluto (n) e FR (%, n=73).

Afecdes da glandula maméria n %
Mastite clinica 59 80,8
Edema do Ubere 7 9,6
Obstrucédo do canal do teto 6 8,2
Abcesso no Ubere 1 14
Total 73 100

1.3.1.5. Desequilibrios metabdlicos

A hipocalcémia clinica e a cetose clinica foram os dois principais desequilibrios metabdlicos
encontrados sendo, no entanto, a hipocalcémia clinica aquele a que se assistiu em maior
namero de casos (75%; n=51) (tabela 6). O facto de o estagio ter decorrido durante toda a

época alta de partos contribuiu para o elevado niumeros de casos assistidos.

Tabela 6. Desequilibrios metabdlicos, em namero absoluto (n) e FR (%, n=68).

Desequilibrios metabdlicos n %
Hipocalcémia clinica 51 75,0
Cetose clinica 17 25,0
Total 68 100

A hipocalcémia é uma doenca metabdlica frequente em bovinos de aptidao leiteira que ocorre
nos primeiros dias pés-parto quando a vaca € incapaz de compensar a demanda subita de
célcio necessario para a producdo de colostro no momento do parto e inicio da lactacao
(Charbonneau et al., 2006; Salgado-Hernandez et al., 2014). Segundo Radostits et al. (2007),
uma vaca que produza 10Kg de colostro perdera 23g de calcio numa Unica ordenha, o que &
cerca de nove vezes a quantidade de célcio presente em todo o plasma do animal. O célcio
que se perde a partir do plasma tera que ser reposto através do aumento da absor¢ao intestinal
e por reabsorgédo 6ssea.

A hipocalcémia subclinica caracteriza-se por baixas concentra¢des de calcio no sangue (<7,5
mg/dL) (Retamal, 2011) e ocorre em cerca de 60% das vacas nas primeiras 24 horas apds o
parto, sendo mais frequente que a forma clinica (Salgado-Hérnandez et al., 2014). Apesar da
auséncia de sinais clinicos, a hipocalcémia subclinica é igualmente prejudicial uma vez que
predispde ao desenvolvimento de outros disturbios metabdlicos e a diminuicdo da producédo de
leite e da fertilidade (Chabornneau et al., 2006; Retamal, 2011; Salgado-Hérnandez et al.,
2014).

Relativamente a hipocalcémia clinica do pré-parto, grande parte dos casos ocorre nos ultimos
dias de gestacdo ou durante o parto. Alguns casos ocorrem algumas horas antes do parto ou

mesmo no momento do parto, sendo que, nestes casos, ndo ocorre a segunda fase do parto
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devido a inércia uterina provocada pela hipocalcémia. A grande maioria dos casos de
hipocalcémia clinica ocorre dentro das primeiras 48 horas pods-parto podendo ocorrer até aos
10 dias pos-parto (Radostits et al., 2007).

Com ou sem sinais 6bvios, a hipocalcémia esta associada a uma variedade de problemas
secundarios que ocorrem devido ao facto de os niveis de célcio serem essenciais para a
funcdo dos mulsculos e nervos, particularmente fungbes de suporte do sistema
musculoesquelético e da motilidade gastrointestinal (Retamal, 2011; Oetzel, 2013). As
alteracdes em qualquer um destes aspetos podem desencadear uma cascata de efeitos
negativos que originam a redugdo da ingestdo de matéria seca, aumento das doengas
metabdlicas, diminuicdo da producédo de leite e da fertilidade (Retamal, 2011; Oetzel, 2013).
Desta forma, sdo animais mais predispostos a RMF, deslocamento de abomaso e mastite
(Salgado-Hérnandez et al., 2014).

Dos 51 casos de hipocalcémia clinica assistidos durante o estagio, 11 deles ocorreram no
momento do parto, tendo-se assistido a este apds ou ainda durante a administracdo IV de

célcio. Os restantes 40 ocorreram nas primeiras 48 horas pos-parto.

A hipocalcémia clinica pode dividir-se em trés estadios, consoante os sinais clinicos
observados (Oetzel, 2013):

e Primeiro estadio - a vaca mantém-se em estacédo. Ocorre uma breve fase de excitagdo e
tetania com hipersensibilidade e tremor muscular na cabeca e membros. Pode observar-
se protusdo da lingua e bruxismo, e a temperatura retal €, geralmente, normal. O animal
apresenta rigidez dos membros posteriores, ataxia e cai facilmente (Radostits et al., 2007,
Oetzel, 2013).

e Segundo estadio - a vaca apresenta-se em decubito esternal geralmente com torcdo

lateral do pescoco ou com a cabeca apoiada no flanco, deprimida, com o focinho seco,
pele e extremidades frias e a temperatura subnormal (36-38°C). Ocorre uma diminui¢do
marcada da intensidade absoluta dos sons cardiacos e taquicardia, o pulso arterial é fraco
e a pressao venosa baixa. Os olhos apresentam-se geralmente secos e fixos e o reflexo
pupilar a luz é diminuido ou ausente. A estase ruminal e o timpanismo secundéario séo
comuns e a alteracdo na defecacdo caracteristica, podendo ainda observar-se
relaxamento do anus e perda de reflexo do esfincter anal (Radostits et al., 2007; Oetzel,
2013).

e Terceiro estadio - o animal apresenta-se em decubito lateral, em estado comatoso, com

flacidez muscular, sem resposta a estimulos sendo incapaz de se colocar em decubito
esternal. A temperatura corporal e o sistema cardiovascular apresentam uma depressao
marcada. Os sons cardiacos sdo praticamente inaudiveis e ocorre um aumento dos
batimentos cardiacos até aos 120bpm. E frequente a ocorréncia de timpanismo devido ao
decubito lateral (Radostits et al., 2007; Oetzel, 2013).
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Segundo Oetzel (2013), a administragcéo oral de calcio € a melhor abordagem para os animais
que se mantém em estacdo — primeiro estadio — ou nos casos onde a hipocalcémia néao é
detetada — hipocalcémia subclinica. Nestes casos ndo é recomendada a administracédo IV de
célcio uma vez que originard um aumento rapido das concentracdes de célcio para niveis
potencialmente perigosos que poderdo causar complicacdes cardiacas fatais e diminuir a
capacidade da propria vaca de mobilizar o calcio de que necessita nesta fase critica (Oetzel,
2013).

No caso de animais que se apresentem no segundo e terceiro estadios de hipocalcémia clinica
deve ser realizado o tratamento imediato com a administragdo IV de 500mL de borogluconato
de calcio a 20% (Oetzel, 2013). A administracdo deve ser realizada lentamente enquanto o
clinico monitoriza o batimento e ritmo cardiacos (figura 5) devendo esta ser imediatamente
interrompida se existir evidéncia de arritmia. Em situagbes em que ndo existem outras
complicagbes, os animais respondem imediatamente (cerca de cinco minutos) a administragao
IV de célcio (Brozos et al., 2011). E desejavel que este tratamento seja realizado tdo rapido

quanto possivel uma vez que a permanéncia em decubito pode originar rapidamente lesdes

musculoesqueléticas graves (Oetzel, 2013).

Figura 5. Administracdo de célcio IV a uma vaca com hipocalcémia clinica pés-parto.

Séo vérios os métodos de prevencgdo da hipocalcémia clinica em bovinos de aptidao leiteira.
Estes incluem o maneio da dieta durante o periodo de transicdo, a administracédo de célcio oral
na altura do parto e ainda, a administragdo de vitamina D imediatamente antes do parto a fim
de aumentar a mobilizacao de célcio. Quando a incidéncia de hipocalcémia clinica é superior a
10% em animais de alto risco (com trés ou mais lactacdes) torna-se necessario definir um

programa de controlo especifico na exploracdo (Radostits et al., 2007).

O baixo teor de célcio das pastagens locais € uma das particularidades que contribui para o
elevado nimero de casos verificados. Por outro lado, constatou-se que a quantidade de

concentrado fornecida diariamente aos animais geralmente também n&o é suficiente para

colmatar esta caréncia.
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1.3.1.6. Sistema musculoesquelético

Tal como se pode observar na tabela 7, entre os casos clinicos que envolveram o sistema
musculoesquelético destacam-se, com uma FR 32,5%, as claudicacdes originadas por

patologia podal diversa, na maioria dos casos sem um diagnéstico definitivo, ou por laminite.

Tabela 7. Casos clinicos com envolvimento do sistema musculoesquelético, em namero
absoluto (n) e FR (%, n=34).
Sistema musculoesquelético n %

Claudicacéo 11 32,5

Parésia pds-parto por compressao 9

dos nervos periféricos

Luxacao coxo-femoral 6 17,6
Artrite/poliartrite 5 14,7
1
1
1

26,5

Fratura do metacarpiano MAE 2,9
Fratura do metacarpiano MAD 2,9
Fratura do metatarsiano MPE 2,9
Total 34 100

MAE - membro anterior esquerdo; MAD - membro anterior direito; MPE - membro posterior
esquerdo.

A claudicac@o em bovinos leiteiros € uma condicao debilitante e dolorosa que, para além de ser
um importante problema de bem-estar animal, é também uma das afe¢bes com maior impacto

negativo ao nivel da producéo leiteira (Olmos et al., 2009).

A etiologia das claudicacdes é multifatorial, sendo resultado das intera¢des entre 0o meio
ambiente, o maneio da exploracdo, a nutricdo e a genética. Muitos dos fatores de risco estdo
relacionados com as proprias instalacdes (piso, ventilagdo, higiene, entre outros) e, como
resultado, existe uma percec¢do de que as claudicagfes sdo um problema muito menor em
sistemas sob condicdes de pastagem relativamente aos sistemas onde a estabulacdo é
permanente (Olmos et al., 2009). No entanto, de acordo com Rama (2006), resultados de
estudos realizados na Nova Zelandia, pais onde a producdo leiteira se baseia em sistemas
extensivos, revelaram valores de incidéncias de afecdes podais que variaram entre dois e 38%,
dependendo da exploragdo. Por outro lado, e de acordo com o mesmo autor, também tém sido
reportados casos de laminite grave com uma reducdo de 70% na producéo de leite e taxas de

refugo de aproximadamente 60% em animais neste tipo de sistema de exploracao.

Os fatores ambientais como a abundancia de lama, a elevada humidade e os locais com
grande quantidade de pedras, associados a fatores de maneio como o tipo de pastoreio e as
longas caminhadas tém uma acao mecanica/traumatica de grande importancia na ocorréncia
destas afecdes (Rama, 2006; Olmos et al., 2009). Segundo Rama (2006), 75% das afecBes
podais na Nova Zelandia tém origem traumatica. No entanto, a nutricdo tem também um papel

muito importante na ocorréncia deste tipo de afe¢do (Rama, 2006; Olmos et al., 2009).

Os fatores nutricionais interferem na incidéncia e severidade da claudicacdo por contribuirem

para a ocorréncia de laminite (Westwood & Lean, 2001). A alimentacdo das vacas em
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exploracfes de regime extensivo baseia-se em pastagens compostas por uma ampla variedade
de gramineas e/ou leguminosas (Olmos et al., 2009). A forragem é altamente digerivel podendo
muitas vezes ser rica em hidratos de carbono sollveis e proteina e pobre em fibra, o que
predispde a ocorréncia de alterac8es a nivel do rimen. Para além disto, a prépria ingestdo de
matéria seca pode ser variavel, estando esta estreitamente relacionada com a qualidade da
propria pastagem e com as condi¢cdes ambientais. Tal pode originar um desequilibrio entre a
energia adquirida através da alimentacdo e a energia necessaria para manter a producéo de
leite. S&0 estes os dois principais fatores que, neste tipo de regime de producao leiteira, podem
conduzir a acidose subclinica/clinica que aumentam o risco de laminite (Rama, 2006; Olmos et
al., 2009).

Apesar de se terem acompanhado apenas 11 consultas motivadas por claudicagdo, as afecdes
podais apresentam prevaléncia elevada na ilha devido as constantes movimenta¢gbes dos
animais entre pastos ou entre o pasto e a ordenha, por caminhos de alcatrédo ou cobertos de
cascalho. No entanto, muitas vezes os produtores acabam por solicitar diretamente o servigo
de podologia corretiva, realizado pelos inseminadores, e ndo o servico médico-veterinario, o
que explica o facto do relativamente baixo niUmero de casos acompanhados. Nos inquéritos de
recolha de informacdo nas exploracdes (anexo I), realizados no ambito do trabalho
experimental que sera apresentado na terceira parte deste relatério, apurou-se que as afecdes

podais sé@o o problema mais frequente em 30% das exploragdes incluidas no estudo.

Dentro deste grupo foram ainda acompanhados casos de parésia pos-parto por compressao
dos nervos periféricos, consequéncia de partos distdcicos, casos de luxagdo coxo-femoral, que
surgiram maioritariamente como consequéncia da descoordenacao motora originada pela lesédo
de nervos periféricos resultante de partos distécicos. Os casos de artrites/poliartrites surgiram
em vitelos, normalmente associadas a casos de onfalite compativeis com FTIP. As fraturas dos
metacarpianos ocorreram como consequéncia da assisténcia a partos mais complicados devido

a exagerada forga de tracéo exercida pelo produtor/empregado.
1.3.1.7. Outros casos

Neste grupo incluiram-se os casos clinicos que ndo foram englobados por nenhum dos
sistemas anteriormente descritos, nomeadamente, casos de fotossensibilidade, papilomatose,

onfalite, abcedac¢&o e um caso de intoxicagdo por nitratos (tabela 8).

Tabela 8. AfecBes de origem diversa, em nimero absoluto (n) e FR (%, n=35).

Outros casos n %
Papilomatose 12 34,3
Abcedacao 11 31,4
Fotossensibilidade 8 22,8
Onfalite 3 8,6
Intoxicagdo por nitratos 1 29
Total 35 100
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A papilomatose bovina, que representa neste grupo uma frequéncia relativa de 34,3% (n=12), é
uma doenca que tem como etiologia um conjunto de virus da familia Papillomaviridae, que se
manifesta pelo desenvolvimento de neoplasias benignas denominadas de “verrugas” (Ozsoy et
al., 2011; Kavithaa et al., 2014).

Os papilomas podem ocorrer em todas as idades, sendo mais frequentes nos animais mais
jovens (com idade inferior a dois anos), nos quais regridem espontaneamente devido a
resposta imunitaria desenvolvida por estes (Salib & Farghali, 2011). As lesGes associadas a
papilomatose podem ocorrer na cabecga, face, pescogo e membros (virus da papilomatose
bovina (BPV) tipo 1 e BPV-2) (figura 6), tratos digestivo e urinario superiores (BPV-4), Ubere e
tetos (BPV-1, BPV-3, BPV-5, BPV-6) e epitélio genital (BPV-1) (Wilson et al., 2009).

Figura 6. LesBes de papilomatose na cabega, pescoco e membros de uma novilha.

A papilomatose propaga-se, principalmente, por contacto direto com animais infetados e a
infecdo desenvolve-se por exposicdo de lesdes da pele ao papiloma virus (Salib & Farghali,
2011). Em animais mais velhos, os papilomas encontram-se principalmente ao nivel do Ubere e
tetos e a sua propagacao ocorre através das tetinas, durante a ordenha e através das méos
dos ordenhadores. Normalmente néo interferem na ordenha, no entanto, quando ulcerados
podem causar dor (Kavithaa et al., 2014).

A hereditariedade, os problemas nutricionais e hormonais, a exposicdo a luz solar e a
imunossupresséao sao fatores que podem desempenhar um papel importante na patogénese da
doenca (Ozsoy et al., 2011). Segundo um estudo recente realizado por Kavithaa et al. (2014), a
autohemoterapia € a terapia mais efetiva no tratamento da papilomatose do Ubere e tetos.
Embora existam referéncias relativamente a sua aplicacdo, a autohemoterapia € ainda um

tema pouco estudado e conhecido, porém os casos assistidos durante o estadgio e os
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resultados relatados pelos médicos veterinarios da AJAM, relativamente aos casos em que foi
aplicada esta terapia, sugerem que esta pode ser, de facto, uma terapia util e eficaz neste tipo

de casos de papilomatose.

Apesar de nao ter sido a causa de intervencdo com maior expressdo neste grupo, devido ao
facto do periodo de estagio ndo coincidir com a época de maior incidéncia, a fotossensibilidade
€ um problema com alguma importancia nos Acores. A fotossensibilidade (FTS) nos animais
caracteriza-se por uma dermatite severa que resulta de uma reacdo exagerada das células
cutaneas e tecidos dérmicos associados a exposicao a luz solar, apos a ingestéo de plantas
que possuem na sua constituicdo agentes fotodinamicos (Quinn et al., 2014). Tendo em conta
a sua patogénese, a FTS pode ser classificada em primaria, sem lesao hepatica, e secundaria

ou hepatégena em que ocorre leséo hepatica (Vidal, 2013).

Nos animais afetados, esta reagdo € mais severa nas zonas despigmentadas e/ou desprovidas
de pelagem e ainda, nas &reas mais expostas a luz solar (Seixas et al., 2007; Quinn et al.,
2014). Porém, a fotodermatite € um sinal clinico que pode ocorrer em diferentes grupos de
doencas e para o seu diagnéstico € necessario associa-la aos achados anatomo-
histopatoldgicos, que variam de acordo com o agente envolvido e com o grau de intoxicagdo. E
importante determinar os niveis de filoeritrina no sangue ou na urina e 0s niveis da atividade

sérica das enzimas hepéticas (Kelerman et al., 2005 referido por Seixas et al., 2007).

Nos Agores sdo comuns os relatos de FTS por produtores e com frequéncia sdo observadas
sequelas de FTS na prética clinica e na inspecao sanitaria no matadouro, o que resulta em
prejuizos significativos tanto em funcéo da rejeicdo de figados para o consumo, como pela
drastica reducéo na producédo de leite (Seixas et al., 2007). A forma secundéaria ou hepatégena
€ a mais importante nas exploracfes de bovinos dos Acores e resulta essencialmente da
ingestdo de esporos produzidos por um fungo saproéfita (Phitomyces chartarum) que possui
uma hepatotoxina — a esporodesmina - que provoca graves lesdes hepaticas. Na sequéncia da
disfuncdo hepdtica a filoeritrina ndo é excretada, mantém-se em circulagédo e atinge a pele,
onde desencadeia reac¢des fotoquimicas com acéo citotoxica nos tecidos cutaneos e resposta

inflamatéria aguda da pele (Vidal, 2013).

Todos os anos, com maior incidéncia no periodo compreendido entre Agosto e meados de
Outubro, ocorrem diversos casos de fotossensibilizagdo. Esta doenca encontra-se disseminada
nas regides que possuem condi¢cdes climatéricas propicias (temperatura e humidade elevadas)
ao desenvolvimento do fungo Phitomyces chartarum e producdo de esporos (Seixas et al.,
2007; Vidal, 2013). O animal apresenta anorexia, fotofobia, excitagdo, prurido e as areas
despigmentadas e glabras da pele apresentam hiperémia e ulceracao (Figura 7). Numa fase
mais avancada as zonas queimadas ficam escuras com a pele muito dura, desidratada, os

animais apresentam-se ictéricos e o aborto ocorre frequentemente (Vidal, 2013).
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Figura 7. Novilho com multiplas les6es de fotossensibilidade.

De acordo com Vidal (2013), o tratamento consiste essencialmente em proporcionar o bem-
estar dos animais, colocando-os em locais sombrios sem incidéncia de luz solar, retirar o
alimento potencialmente toxico e reduzir ou eliminar o consumo de alimentos verdes ricos em
clorofila, administrar anti-inflamatérios e/ou anti-histaminicos e vitaminas. Segundo o0 mesmo
autor, caso ocorra infecdo da pele torna-se necessaria a administracdo de antibidtico. O
tratamento dos casos assistidos consistiu em colocar os animais em locais abrigados e
sombrios e na administracdo de AINE (acido tolfenamico), de suplementos de vitaminas e
minerais (Selepherol®, Duphalyte®, Fercobsang®), de um protetor hepatico (Ornipural®) e ainda,

na aplicacéo de bolus intra-ruminais de oxido de zinco.

Profilaticamente é recomendada a monitorizacdo das pastagens, através da contagem de
esporos e observagéo das condigdes climéticas favoraveis ao crescimento do fungo (humidade
relativa do ar superior a 90% e temperatura minima diaria superior a 16 °C) e utilizacdo de sais
de zinco (Zn) (15-30mg Zn/Kg/dia) na agua, no alimento, ou através de bolus intra-ruminais de

libertacdo lenta de 6xido de zinco (Munday et al., 2001 citado por Seixas et al., 2007).
1.3.1.8. Outras intervencdes

Realizaram-se ainda trés necrépsias, trés eutanasias e 21 colheitas de tronco encefalico. Com
a realizacdo das necrépsias confirmaram-se um caso de sindrome da veia cava, um caso de
reticuloperitonite traumética e um caso de Ulcera do abomaso. As eutanasias corresponderam,
na sua totalidade, a casos de vitelos com politraumatismos resultantes de ataques de cdes, ndo
havendo qualquer hipdtese de recuperar estes animais. As colheitas de tronco encefalico foram
efetuadas em animais mortos na exploracdo, com mais de 48 meses, no ambito do plano de

vigilancia da encefalopatia espongiforme bovina.
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1.3.2. Clinica Cirargica

A éarea de Clinica Cirargica foi outra das quatro areas de intervencao inicialmente definidas e as
cirurgias realizadas representam 5,2% do total das intervencdes. Na tabela 9 pode observar-se

a distribuicdo das 73 cirurgias realizadas tendo estas sido agrupadas por regido anatémica.

Tabela 9. Distribuicdo das intervencdes na area de Clinica Cirlrgica por regido anatomica, em
ndmero absoluto (n) e FR (%, n=73).

Intervencéao n %
Resolucao de prolapso uterino 8 11,0
Sistema Cesariana 7 9,6
reprodutor Sutura vaginal 6 8,2
Resolucao de prolapso vaginal 3 4,1
Oftaimologia Excisdo d~e neoplasias da 32 palpebra 15 20,6
Enucleacéo do globo ocular 3 4,1
. . . Abomasopexia paralombar esquerda 13 17,8
Sistema digestivo . . o

Piloro-omentopexia paralombar direita 2 2,7
Glandula Remocéao de tetos supranumerarios 6 8,2
mamaria Sutura do teto 3 4,1
Resolucéo de feridas originadas por 5 6.9

Outros ataques de caes '
Reduc¢éo de hérnia umbilical 2 2,7
Total 73 100

O sistema reprodutor foi aquele onde, no conjunto, se realizaram mais intervencdes cirirgicas
(32,9% FR; n =24) englobando as cesarianas, as resolu¢des dos prolapsos uterinos e vaginais
e sutura de laceragBes vaginais. As principais razbes que conduziram a realizagdo de
cesarianas foram distocias que tiveram como causas principais a despropor¢éo feto-maternal,
dilatacdo cervical insuficiente ou ainda, tor¢do uterina. As suturas vaginais realizaram-se
sobretudo na sequéncia de laceragdes vaginais originadas pela tracdo aquando do auxilio no
parto. Por fim, os prolapsos uterinos (figura 8a) cujo tratamento foi composto por trés passos:
preparacdo do Utero através da remocao cuidadosa, sempre que possivel, das membranas
fetais e da sua limpeza e lavagem com agua e iodopovidona diluida (figura 8b), reintroducdo do
Utero (figura 8c) na cavidade abdominal e reducédo da eversdo uterina e, por Gltimo, realizacédo
de uma sutura de retencdo (o método utilizado na totalidade dos casos foi o de Buhner, figura
8d). Este método foi também a sutura de retengéo eleita para todos os casos de prolapsos
vaginais, ap0s a sua reducao. O tratamento aplicado era ainda composto pela administracéo
de antibioterapia (ceftiofur, 1mg/kg), de AINE (flunixina meglumina, 2,2mg/kg) e ainda, de
ocitocina e de célcio IV. Em alguns casos recorreu-se ainda a fluidoterapia e suplementagéo

com ferro.
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Figura 8. Resolu¢éo de prolapso uterino. a: prolapso uterino. b: lavagem do Gtero com agua e
iodopovidona diluida. c: reintroducdo do Utero na cavidade abdominal. d: realizacédo da sutura
de Buhner.

A excisdo de neoplasias da terceira palpebra foi, de todas, a intervencdo cirirgica mais
frequente (n=15). Apesar de se terem assistido a apenas 15 intervenc¢des cirurgicas para
extirpacdo de carcinomas oculares das células escamosas, foi possivel constatar que esta é
uma afecdo com uma expressdo muito marcada em S&o Miguel uma vez que se observou que,
na grande maioria das exploracdes visitadas, existiam varios animais no efetivo com este tipo
de neoplasia. Dentro dos principais fatores de risco associados ao desenvolvimento deste tipo
de neoplasia destacam-se, neste tipo de sistema de exploracdo, os fatores ambientais,

nomeadamente, a prolongada exposi¢édo a luz solar.

O carcinoma ocular das células escamosas é uma das neoplasias do olho mais comuns e
importantes que resulta em elevadas perdas econdmicas, sobretudo devido ao refugo precoce
e & reprovacdo de carcacas no matadouro (Pugliese et al., 2014). E uma neoplasia priméaria de
origem epitelial que pode ocorrer em diferentes tecidos oculares e perioculares, especialmente
no epitélio da conjuntiva, na juncao da cdrnea com a esclera, na membrana nictante (figura 9) e

cérnea e nas palpebras (Tsujita & Plummer, 2010; Ames, 2014).
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Figura 9. Carcinoma das células escamosas na membrana nictitante de uma vaca Holstein-
Frisia.

Existem varios fatores associados ao desenvolvimento do carcinoma das células escamosas,
que incluem a despigmentacdo e a auséncia de pelagem nas &reas onde a neoplasia se
desenvolve; fatores hereditarios; fatores ambientais, como a latitude, altitude e a exposi¢céo
prolongada a luz solar; a idade e os habitos alimentares (Daryoush et al., 2011; Pugliese et al.,
2014). Apesar de ja ter sido reportada em diferentes racas, esta neoplasia cronica e invasiva
afeta predominantemente as racas Hereford (Weaver et al., 2005; Tsujita & Plummer, 2010) e
Holstein, tendo um pico de incidéncia em animais entre os seis e 0s oito anos de idade (Tsujita
& Plummer, 2010; Ames, 2014). Para além destes fatores, a sua etiologia também tem sido
associada a alguns agentes virais, especialmente ao BPV e ao herpesvirus tipos 1 e 5. A luz
ultravioleta, os virus e a despigmentacédo periocular sao os fatores de risco epidemiolégico mais
importantes para o desenvolvimento desta neoplasia (Pugliese et al., 2014)

Existem quatro fases de desenvolvimento do carcinoma das células escamosas nos bovinos: a
primeira fase corresponde ao desenvolvimento de uma placa, pequena, saliente e com areas
de cor branca no tecido afetado; segue-se o0 desenvolvimento de queratomas, que

correspondem a segunda fase e de papilomas (terceira fase) e, por fim, desenvolve-se o

carcinoma (Tsujita & Plummer, 2010).

O diagnéstico baseia-se frequentemente na aparéncia clinica tipica podendo, no entanto, ser
confirmado rapidamente por exame citolégico de esfregacos por aposicdo ou por exame
histopatolégico das amostras de biopsia. Nas les6es de maior desenvolvimento ocorre invasdo
dos tecidos subepiteliais e disseminagéo linfatica ou vascular. A probabilidade de ocorréncia de
metastases varia com a localizagdo do tumor primario, sendo que os tumores localizados nas
palpebras demonstram uma frequéncia mais elevada de metastizacdo do que os tumores da

cérnea e do limbo (Tsujita & Plummer, 2010).

Existem varios protocolos de tratamento descrito, entre eles: a excisdo cirdrgica e/ou

enucleacdo, a crioterapia, a radioterapia, a imunoterapia e a quimioterapia (Tsujita & Plummer,
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2010; Ames, 2014). A excisao das lesdes € o método mais utilizado para o tratamento desta
neoplasia. Nos casos de lesdes com maior envolvimento tecidular, a enucleacdo geralmente é
recomendada, tendo esta um progndstico favoravel se a cirurgia for realizada precocemente e

se envolver a remocao completa do tecido neoplasico (Tsujita & Plummer, 2010).

As 15 intervencdes cirlrgicas realizadas corresponderam a excisdo da terceira palpebra (figura
10) cuja realizagdo, segundo Edwards (2010), ndo acarreta qualquer compromisso da salude
ocular. Todas as intervengbes foram realizadas com o animal em estagéo, sendo imperativa
uma boa contencdo da cabega. Realizou-se uma sedacao ligeira, através da administracédo 1V
de xilazina a 2%, apenas nos animais que se verificou ser necessario. A anestesia foi realizada
localmente através da infusdo de cerca de 2mL de lidocaina a 2% na base da terceira
pélpebra. Apds realizada a anestesia local, sdo colocadas duas pingcas hemostéticas entre a
neoplasia e a base da terceira palpebra sendo a excisdo da leséo realizada com bisturi entre as
duas pincas (figura 10a). Por dltimo, remove-se a Ultima pinga hemostéatica (figura 10b),

podendo observar-se nesse momento uma pequena hemorragia que pode mesmo ser

inexistente (figura 10c).

Figura 10. Excisdo de carcinoma das células escamosas da terceira palpebra. a: excisdo da
neoplasia. b: remogédo da segunda pinga hemostatica. c: hemorragia praticamente inexistente
apos remocéao da segunda pinca hemostatica.

No sistema digestivo esta incluida a segunda intervengdo cirdrgica mais frequentemente
realizada - a abomasopexia paralombar esquerda para correcéo do deslocamento do abomaso
a esquerda (n=13). Ao nivel deste sistema realizou-se ainda a piloro-omentopexia paralombar

direita para correcao do deslocamento do abomaso a direita.
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1.3.3. Profilaxia

A profilaxia é a terceira das quatro areas de intervencao inicialmente definidas e representa
uma frequéncia relativa de 21,2% (n=296). Os procedimentos profilaticos incluidos nesta area
de intervencéo foram a administracdo de bolus intra-ruminais, a desparasitacdo e a vacinagéo
(tabela 10).

Tabela 10. Intervenges profilaticas, em numero absoluto (n) e FR (%, n=73).

Profilaxia n %
Desparasitagéo 120 40,5
Vacinagéo 90 30,4
Administracéo de bolus intra-ruminais 86 29,1
Total 296 100

Nesta area de intervencdo incluiu-se a vacinagdo contra os virus do complexo respiratorio
bovino de 90 animais de um efetivo (FR 30,4%). A vacinacdo foi realizada mediante
administragdo intramuscular, no pescoco, de 2mL da vacina Hiprabovis®, por animal. Esta é
uma vacina composta por virus inativados que estd indicada para prevencédo de rinotraqueite
infeciosa bovina (IBR), vulvovaginite postular infeciosa e diarreia viral bovina (BVD) em bovinos
adultos e IBR, parainfluenza 3, BVD e pneumonia por virus respiratério sincicial bovino em
bezerros. O protocolo de vacinagdo que foi aplicado é o aconselhado pela European Medicines
Agency (EMA, 2011): vacinagdo com uma dose e revacinacdo passados 21-30 dias. A primeira
injecdo pode ser administrada a bezerros a partir dos trés meses de idade. Posteriormente, de

seis em seis meses, é administrada uma dose de reforgo.

Apesar da doenca respiratoria ser um problema muito importante e muito frequente em Sé&o

Miguel, verificou-se que séo raros os produtores que optam pela vacinagdo dos seus animais.

Relativamente a administracdo de bolus intra-ruminais, as 86 interven¢des correspondem a
administracdo de bolus intra-ruminais de libertacdo lenta de 6xido de zinco para profilaxia de
casos de FTS num efetivo que permanecia em pastagens consideradas problematicas, tendo-
se mesmo diagnosticado dois casos de FTS nos dias anteriores a estas administragfes. A
desparasitacdo profilatica foi realizada em todos os animais jovens, machos e fémeas,
pertencentes ao mesmo produtor que, a proposito da manipulagcdo dos animais para
administracdo dos bolus intra-ruminais, solicitou também a sua desparasitacdo. Em todos os
casos a desparasitacdo foi realizada mediante inje¢cdo subcutanea de ivermectina

(Noromectin®), na dose de 200 ug/kg.
1.3.4. Acompanhamento reprodutivo

O acompanhamento reprodutivo € a Ultima das trés areas de intervencéo inicialmente definidas
e representa 26,7% (n=372) da totalidade das interven¢fes efetuadas. No decorrer de todo o
estagio foi possivel a participacdo em algumas das visitas para acompanhamento reprodutivo

dos efetivos de seis exploragBes. Por norma, estes acompanhamentos s&o realizados
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qguinzenalmente e, nas exploracdes onde é praticado um regime de pastoreio permanente,
decorrem em simultdneo com a ordenha devido a dificuldade de manipulacédo dos animais na
pastagem. Na tabela 11 encontram-se referidas todas as intervencdes realizadas no ambito

das referidas visitas de acompanhamento reprodutivo.

Tabela 11. Intervencdes efetuadas durante os programas de acompanhamento reprodutivo, em
ndmero absoluto (n) e FR (%, n=372)

Acompanhamento reprodutivo n %
Diagnéstico de gestacdo 250 67,2
Avaliacédo pés-parto 49 13,2
1A 34 9,1
Inducéo de estro 27 7,3
Sincronizacao da ovulacdo (protocolo Ovsynch) 7 1,9
Aplicacédo de CIDR 5 1,3
Total 372 100

IA — inseminacéo artificial; CIDR - controlled internal drug release.

Os diagnosticos de gestacdo foram realizados, na sua totalidade, por palpagéo transretal entre
os 35 e 0s 45 dias apds IA. Nos animais positivos ao diagndéstico de gestacao, era realizado um
novo exame aos 90 a 120 dias ap0s IA, para confirmacéo da gestacao. As avaliagdes pos-
parto eram realizadas cerca de 20 dias apés o parto a fim de se avaliar o estado de involucao

uterina, de atividade ovérica e de eventuais lesGes palpaveis no trato reprodutivo.

As 27 inducdes de estro referidas na tabela 11 correspondem aos casos em que o estro foi
induzido através da aplicagdo de uma Unica dose luteolitica de PGF,,. Devido ao facto da
PGF,, ndo ter qualquer efeito sobre os foliculos em desenvolvimento, nem qualquer controlo
sobre a onda de foliculos emergente, as vacas as quais é aplicado um protocolo deste tipo
iniciardo o periodo de estro em dias diferentes depois da sua administracdo, havendo pouca
precisdo sobre o momento da inseminagcdo ou da ovulacéo (Cavalieri et al., 2006). O tempo
entre a administracdo de PGF,, e a ovulacao depende do estado do desenvolvimento folicular,
no momento do tratamento. Se estiver presente um foliculo dominante funcional no momento
da administragdo da PGF,,, 0s animais entrardo em estro no espac¢o de dois a trés dias. No
entanto, se a aplicacdo da PGF,, for realizada na fase de pré-dominancia da onda folicular sera
necessario um periodo adicional de dois a quatro dias para que um foliculo se torne dominante,
0 que alonga e torna mais variavel o intervalo desde o tratamento ao inicio do estro (Diskin et

al., 2002). O protocolo de sincronizacdo acima descrito encontra-se representado na figura 11.

PGF,q Detecéo do cio e IA

do 2-7d

Figura 11. Representacédo esquematica do protocolo para sincronizagao de estro baseado na
administragcdo de PGF,, apenas as vacas com um corpo liteo e dete¢do do cio nos 2-7 dias
seguintes.
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A sincronizacdo da ovulagdo recorrendo ao protocolo Ovsynch tem como objetivo principal
permitir a IA a tempo fixo sem necessidade de detecédo de cios. Foi utilizado sobretudo em
casos de vacas com estros “silenciosos”. Este protocolo consiste na administracdo da hormona
libertadora de gonadotrofinas (GnRH) ou andlogos numa altura aleat6ria do ciclo éstrico
(Santos et al., 2003). Esta primeira administracéo induz a ovulagao ou a luteinizacéo do foliculo
dominante (dependendo da fase do ciclo éstrico em que a vaca se encontra), sincroniza a onda
de foliculos emergente e controla o estado de desenvolvimento do foliculo pré-ovulatério antes
da administracdo da PGF,,, que é realizada sete dias depois da administracdo de GnRH. A
PGF,, induz a regresséo do corpo lateo original e/ou do corpo liteo induzido (Thatcher et al.,
2006). Uma segunda administracdo de GnRH é realizada 48h mais tarde para induzir um pico
pré-ovulatério da hormona luteinizante (LH) e a ovulacdo subsequente do foliculo dominante,
no espaco de 24 a 32 horas (Pursley & Bello, 2007). A inseminacao a tempo fixo, ira ocorrer 12
a 16 horas mais tarde, no dia 10 ap6s a primeira administracdo de GnRH (Chastant-Maillard,
2006) (Figura 12).

GnRH PGFyq GnRH IA

do d7 d9 12-16h

Figura 12. Representacdo esquematica do protocolo Ovsynch.

A aplicagdo do dispositivo intravaginal libertador de progesterona (CIDR®) foi outra das
intervencdes realizadas no ambito das visitas de acompanhamento reprodutivo das
exploracbes. O CIDR® é um dispositivo intravaginal impregnado com progesterona e que é
utilizado para a sincronizacdo do estro e inducdo da ciclicidade nas vacas (Cavalieri et al.,
2006). Este dispositivo intravaginal esta indicado na sincroniza¢éo de novilhas e vacas poés-
parto, especialmente para aquelas que revelam problemas no reinicio da atividade ovarica,
sendo considerado o tratamento de eleicdo para animais em anestro (Lane et al., 2008). O
protocolo de tratamento mais comum € a aplicacédo do CIDR® no dia zero que permanece sete
dias, associado a administracéo de PGF,, no dia seis ou sete (figura 13). Este protocolo pode
ser melhorado através da inclusdo de uma administragdo de GnRH na altura da aplicagcao do
CIDR®, com o objetivo de favorecer o recrutamento de uma nova onda folicular (Santos et al.,

2003).

Remocao do =
CIDR® PGFa, CII§R® Detecdo do
| | | cioelA

I I I
do d6 d7

Figura 13. Representacao esquemaética do protocolo de sincronizagéo a base de progesterona.
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2. Revisdo bibliografica
2.1. Anatomia e fisiologia da glandula mamaria

As quatro glandulas mamarias dos bovinos de aptiddo leiteira sdo consolidadas numa massa
Unica, o Ubere. O aspeto do Ubere varia muito, dependendo da maturidade e do estado
funcional, bem como de caracteristicas individuais e raciais. O Ubere divide-se em quartos, que
correspondem as quatro glandulas. Cada um contém um teto principal podendo, por vezes,
existir tetos acessoérios comummente associados a tecido glandular funcional, particularmente
nos quartos posteriores (Dyce et al., 2004). O teto e, particularmente, o canal do teto
desempenham funcfes muito relevantes na prevencéo de infecdes do Ubere (Teixeira et al.,
2008; Biggs, 2009; Morin, 2009).

Atualmente, o Ubere dos bovinos de aptiddo leiteira tem uma enorme capacidade para produzir
e armazenar leite, sendo comum picos de producdo de 40 a 50 litros de leite por dia (Biggs,
2009). Assim, o Ubere pode pesar mais de 30Kg e suportar até o dobro do seu peso. Uma das
adaptacbes anatomicas importantes do Ubere, que permite que 0s animais transportem
elevadas quantidades de leite, é o desenvolvimento de um possante sistema de suspenséo,
que inclui um conjunto de trés ligamentos diferentes: os ligamentos superficiais laterais, os
ligamentos profundos laterais e os ligamentos médios (Davidson & Stabenfeldt, 2004; Blowey &
Edmondson, 2010). Para além disto, é fundamental que exista um vasto suprimento de
nutrientes necessarios a producédo de elevadas quantidades de leite. Assim, para a producdo
de um litro de leite, fluirdo pelo Ubere 400 a 500 litros de sangue, o que num bovino de aptiddo
leiteira corresponde a, aproximadamente, 280mL de fluxo de sangue por segundo (Biggs,
2009).

Histologicamente, a glandula mamaria é uma glandula exdcrina, destinada a secrecéo de leite.
A estrutura interna do Ubere é constituida por parénquima glandular e por tecido conjuntivo. O
parénquima é o tecido secretor, que inclui um sistema de ductos e lobos. Os lobos sé&o
constituidos por varios I6bulos, formados por grupos de alvéolos e os seus ductos adjacentes

(figura 14) (Davidson & Stabenfeldt, 2004; Dyce et al., 2004; Lopez, 2011).

As células que sintetizam o leite, denominadas células epiteliais, estdo dispostas em centenas
de alvéolos, cada um com um limen central. Os principais componentes do leite, tais como a
caseina, a lactose e a gordura, sdo sintetizadas pelas células epiteliais e segregadas para o
Iimen, onde se combinam com outros componentes para formar o leite. Uma parte do leite
sintetizado entre ordenhas (a fracdo da cisterna) é drenado dos alvéolos através de uma série
de ductos que vao alargando progressivamente para ser posteriormente armazenado nas
cisternas da glandula e do teto. No entanto, grande parte do leite (fracdo alveolar) permanece
nos alvéolos até que ocorra a ejecao do leite. Na ordenha, quando ocorre estimulagéo tactil dos
tetos, os recetores sensiveis a pressao existentes na pele dos mesmos, desencadeiam um

reflexo neuro-hormonal que conduz a libertacéo, por parte da hipéfise, de ocitocina na corrente
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sanguinea. Também os estimulos auditivos, visuais e olfativos, que ocorrem perto ou dentro da
sala de ordenha, podem induzir a libertacdo de ocitocina. O leite é ejetado quando as células
mioepiteliais que rodeiam os alvéolos e ductos adjacentes se contraem em resposta a ligacdo
com a ocitocina. Por esta razdo, a ativacdo do sistema nervoso simpatico, que ocorre em
situacdes de stresse ou excitacdo, pode inibir a libertacdo de ocitocina pela hipéfise ou a
ligagdo da ocitocina as células mioepiteliais, impedindo assim a ejecao do leite (Davidson &
Stabenfeldt, 2004; Morin, 2009).

. Alvéolos

Lébulo

/S 7/\_Células Secretoras
Me Leite

Cisterna do Teto Capil:;res e

Células Mioepiteliais

R A Roseta de
7 \ Furstenberg

Esfiﬁcler do Teto®
Canal do Teto

Figura 14. Anatomia da glandula mamaéria (adaptado de Biggs, 2009).

No decurso natural da lactagdo, a qual estd estandardizada em 305 dias, as células produtoras
do leite vao degenerando, seguindo-se uma fase de regeneracdo celular que decorre ao longo
do periodo seco, preparando-se assim o Ubere para a préxima lactagdo. Durante o periodo
seco ha uma perda de tecido alveolar que se denomina por involugdo da glandula maméria
(Teixeira et al., 2008).

2.2. A mastite bovina

Mastite (mast: mama, itis: inflamacéo) é a inflamacdo do parénquima da glandula mamaria,
independentemente da causa (Radostits et al.,, 2007). A inflamacdo deve-se, com maior
frequéncia, a uma resposta patofisioldgica a invasdo e multiplicacdo de microrganismos,
maioritariamente bactérias (Biggs, 2009), podendo no entanto, ser causada por lesdes
guimicas, térmicas e fisicas (Biggs, 2009; Tiwari et al., 2013). Existem muitas bactérias com
capacidade de causar infecdo da glandula mamaria e a resposta desencadeada pelo

hospedeiro a essas infecdes é 0 que se reconhece como mastite (Schukken et al., 2014). Se os
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mecanismos de defesa da glandula mamaria combaterem a infe¢do de forma rapida e eficaz a
mastite sera apenas ligeira e transitéria. No entanto, quando os mecanismos de defesa estédo
comprometidos (p. ex., durante o periodo periparto) ou quando o agente patogénico é capaz de
resistir aos mecanismos de defesa do hospedeiro (p. ex., resistindo a fagocitose), pode
desencadear-se uma mastite mais severa (Morin, 2009). A inflamacé&o resulta numa série de
alteragGes fisicas, quimicas e, frequentemente, bacteriolégicas do leite e ainda, alteracdes
patolégicas do tecido glandular (Radostits et al., 2007).

2.2.1. Etiologia

A mastite pode ser originada por uma grande variedade de agentes patogénicos que, quanto
ao tipo, podem ser divididos em agentes patogénicos maiores e menores. Esta divisdo baseia-
se na severidade da mastite, como por exemplo, no aumento da CCS e na ocorréncia de

mastite clinica (Leelahapongsathon et al., 2014).

e Agentes maiores - os agentes designados “maiores” incluem os microrganismos que

frequentemente originam episédios de mastite clinica, possuem baixas taxas de cura ou
gue sdo facilmente transmitidos entre animais, tendo portanto um grande impacto sobre a
saude do Ubere. Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalactiae, Escherichia coli (E. coli) e Mycoplasma bovis sdo alguns
destes agentes (Hassan et al., 2009 referido por Bexiga, 2011).

e Agentes menores - os agentes designados “menores” sdo aqueles que se encontram

normalmente na pele do Ubere (Biggs, 2009) e que ndo apresentam nenhuma das
caracteristicas acima referidas (Bexiga, 2011). Os agentes patogénicos menores incluem
0s Staphylococcus coagulase negativos (SCN), Corynebacterium bovis (Biggs, 2009) e

outras espécies do género Corynebacterium (Bexiga, 2011).

Quanto a origem da infecdo, os agentes podem ser classificados em contagiosos ou

ambientais, com base no seu reservatorio primario e no modo de transmissao (Biggs, 2009).

As mastites contagiosas sdo causadas por bactérias que se multiplicam sobretudo em lesdes
do teto e que se transmitem de uns animais para outros (Biggs, 2009; Awale et al., 2012; Tiwari
et al., 2013). O ubere de vacas com mastite subclinica serve de reservatério primario para os
agentes contagiosos e as infe¢Bes disseminam-se entre vacas ou entre 0s quartos mamarios
durante a ordenha por meio de equipamentos contaminados, maos dos ordenhadores, ou
através da utilizacdo dos mesmos panos de secagem dos tetos em varios animais (Ruegg,
2011). Dentro dos agentes contagiosos incluem-se: Streptococcus agalactiae, Staphylococcus
aureus e Mycoplasma spp. (George et al., 2008; Blowey & Edmondson, 2010), Streptococcus
dysgalactiae e Corynebacterium bovis (Blowey & Edmondson, 2010), sendo os dois primeiros,
agentes contagiosos maiores que originam CCS persistentemente elevadas e reducdo da

producédo de leite (Morin, 2009). Segundo Ruegg (2011), na maioria dos casos, quartos com
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mastite subclinica originada por agentes contagiosos apresentam CCS que variam entre as
200.000 céls/mL e mais de 10.000.000 céls/mL.

O termo “mastite ambiental” refere-se a mastite causada por um vasto grupo de
microrganismos cujo principal reservatdério € o meio ambiente (Smith & Hogan, 2008; Morin,
2009; Ruegg, 2011). As fontes de infecdo mais comuns sado as fezes, as camas, 0 solo e a
agua contaminada. Os agentes ambientais podem ainda ter acesso ao canal do teto e a
cisterna se a extremidade do teto ndo for adequadamente desinfetada antes da administragédo
de terapia intramamaria ou quando é utilizada uma canula contaminada (Smith e Hogan, 2008;
Morin, 2009). Os microrganismos ambientais tendem a ser menos adaptados a sobrevivéncia
na glandula mamaria e, por esse motivo, estimulam frequentemente uma resposta inflamatéria
aguda que resulta, normalmente, em sinais clinicos ligeiros a moderados (Ruegg, 2010). A
mastite ambiental caracteriza-se, na maioria dos casos, pela sua curta duracdo, sendo que
apenas uma pequena percentagem (<15%) dos animais afetados desenvolvem infecfes
subclinicas crénicas (Ruegg, 2004). As infecdes intramaméarias (IIM) com agentes ambientais

ocorrem principalmente durante o periodo seco (Radostits et al., 2007; Molina et al., 2013).

Os agentes ambientais incluem Streptococcus uberis, Enterococcus faecalis, E. coli, Klebsiella
spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Pseudomonas spp., Proteus spp., Citrobacter spp.,
Trueperella pyogenes, Nocardia spp., Bacillus spp., leveduras, fungos e algas (Smith & Hogan,
2008; Blowey & Edmondson, 2010).

2.2.2. Classificagé&o clinica da mastite

As mastites podem ser divididas consoante a evidéncia ou ndo de sinais clinicos em mastite
clinica e mastite subclinica (Teixeira et al., 2008).

e Mastite clinica - pode estar associada a uma ampla variedade de microrganismos e podem
ocorrer varios episdédios na mesma lactacdo (Hertl et al.,, 2014). Caracteriza-se por
alteracdes visiveis no leite, que incluem a presenca de grumos, codgulos ou até mesmo
presenca de sangue, e por alteragdes visiveis no Ubere que se pode apresentar inflamado,
doloroso e quente (Schukken et al., 2014). Os episédios de mastite clinica estao
associados a uma reducdo marcada da producéo de leite, decréscimo da fertilidade e risco
aumentado de refugo precoce (Hertl et al., 2014).

e Mastite subclinica - o Ubere ndo evidencia sinais externos, sendo esta identificada

somente através do recurso a provas laboratoriais ou de campo, como a CCS ou a
realizacdo do TCM, entre outros (Teixeira et al., 2008). Caracteriza-se por um aumento da
CCS, diminuicdo da producéo de leite e, em muitos casos, elevado risco de refugo
precoce (Schukken et al., 2014). A mastite subclinica é a forma mais comum, podendo ser

15 a 40 vezes mais frequente que a mastite clinica (Biggs, 2009).

Relativamente ao tipo de resposta do sistema imunitario, a mastite clinica pode ser classificada

em mastite hiperaguda, aguda, subaguda e crénica (Radostits et al., 2007; Awale et al., 2012).
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e Mastite hiperaguda — € uma inflamacao severa de inicio repentino que resulta num quarto

guente, edemaciado com uma secrecdo anormal, frequentemente aquosa, e
acompanhada por sinais sistémicos severos, que podem ser fatais em alguns casos
(Radostits et al., 2007; Biggs, 2009). Os sinais de doenca sistémica surgem muitas vezes
antes de serem detetadas alteracbes a nivel do leite e do Ubere e devem-se
frequentemente a septicémia ou toxémia, originando pulso rapido, febre, depresséo,
diminuicdo da motilidade ruminal, perda de apetite e diarreia. Este tipo de mastite pode
fazer cessar a producgédo de leite (Biggs, 2009).

e Mastite aguda - caracteriza-se frequentemente pelo aparecimento sUbito de uma
inflamacdo moderada a severa do Ubere com diminuicdo da producdo de leite e, por
vezes, secrecdo aquosa, sendo no entanto mais frequente o aparecimento de flocos. Os
sinais sistémicos sdo semelhantes aos anteriormente descritos sendo, neste caso, menos
severos (Biggs, 2009).

e Mastite subaguda - caracteriza-se por inflamacéo ligeira, com alteracfes persistentes do

leite. N&o se verificam sinais de doenca sistémica (Radostits et al., 2007; Biggs, 2009).

e Mastite crdnica - persiste por um longo periodo de tempo mas, normalmente, sem grande
intensidade (Blowey & Edmondson, 2010). Numa mastite crénica, a Unica alteracao visivel
€ ao nivel do leite que, periodicamente, se apresenta viscoso e de cor alterada. O Ubere
pode apresentar regibes com consisténcia alterada a palpacgdo, resultantes de tecido
necrético e cicatricial aglomerado, caracteristicos de infe¢6es crénicas por Staphylococcus
aureus (S. aureus) (Teixeira et al., 2008).

2.3. Fatores de risco para a ocorréncia de mastite

A mastite bovina é uma doenca de ocorréncia complexa na qual estdo envolvidos muitos
fatores. Os microrganismos sdo responsaveis pela infe¢do, no entanto, para que exista invasao
da glandula mamaria e para que se estabelecam a ponto de causar inflamacdo, existe o
envolvimento de multiplos fatores (Awale et al., 2012). A identificagdo dos fatores de risco da
mastite é essencial no desenvolvimento de programas de prevencdo e controlo das mesmas
(McDougall et al., 2009).

Os fatores de risco que predispdem a ocorréncia de mastite distribuem-se por trés grupos:
fatores de risco associados ao animal, fatores de risco ambientais e fatores de risco

relacionados com o agente patogénico (Radostits et al., 2007).
2.3.1. Fatores de risco associados ao animal
2.3.1.1. Raga

De uma forma geral, a incidéncia de mastite € superior em bovinos da ra¢ca Holstein-Frisia
relativamente a bovinos de raca Jersey (Radostits et al., 2007; Sharma et al., 2012). De acordo
com Sharma et al. (2012), as diferencas de suscetibilidade entre racas poderdo dever-se a

diferencas na resposta imunitaria das diferentes racgas face a IIM.
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2.3.1.2. Idade e nimero de lactacbes

Varios autores referem que a ocorréncia de mastite em quartos infetados aumenta com a idade
e numero de lactacdes, atingindo os valores mais elevados aos sete anos de idade. As vacas
mais velhas (sete a nove anos) sdo mais suscetiveis, sobretudo a mastite subclinica, devido a
lesBes no interior da glandula mamaria, ao desgaste sofrido pelo esfincter do teto e da prépria
glandula e ao relaxamento dos ligamentos do Ubere (Prestes et al., 2002; Sharma et al., 2012).
Por outro lado, a maior eficiéncia dos mecanismos de defesa inata nos animais mais jovens é

uma das possibilidades que os torna menos suscetiveis a infecao (Tiwari et al., 2013).
2.3.1.3. Fase da lactacao

A incidéncia de mastite é superior durante o periodo poés-parto (primeiros dois meses de
lactacao) e nas primeiras duas a trés semanas do periodo seco, especialmente com agentes
ambientais. Nas novilhas, a prevaléncia de infe¢bes é frequentemente mais elevada no dltimo

trimestre da gestacao e alguns dias antes do parto (Radostits et al., 2007; Sharma et al., 2012).
2.3.1.4. Caracteristicas morfolégicas do Ubere e tetos

Uberes muito grandes, quartos posteriores mais baixos que os anteriores, tetos compridos e/ou
largos favorecem o acesso dos agentes infeciosos ao interior da glandula mamaria (Awale et
al., 2012; Tiwari et al., 2013). Outro fator predisponente importante é a existéncia de tetos
supranumerarios que providenciam reservatoérios adicionais aos microrganismos causadores de
mastite (Tiwari et al., 2013).

2.3.1.5. AlteracOes e lesGes do Ubere e tetos

A eficacia dos mecanismos de defesa locais, que formam uma primeira barreira de defesa,
depende da integridade dos tecidos que constituem o teto/Ubere (Radostits et al., 2007). O
canal do teto é a principal porta de entrada dos microrganismos patogénicos e, por esse
motivo, qualquer lesdo no teto faz deste o fator de risco mais importante para a IIM. As
alterag8es sobretudo ao nivel da pele da extremidade do teto e do canal do teto favorecem a
penetracdo das bactérias no Ubere e aumentam o risco de ocorréncia de nova mastite (Sharma
et al., 2012). As lesBes provocadas pela maquina de ordenha, a hiperqueratose do epitélio,
secundéria a lesdes priméarias, e a excessiva dilatacdo do canal do teto devido a
administragcbes medicamentosas intramamarias sdo exemplos de traumatismos fisicos que

predispdem a infe¢cdes secundarias por microrganismos (Teixeira et al., 2008).
2.3.1.6. Higiene do Ubere e tetos

Uberes sujos estdo associados a CCS elevadas e a um aumento da prevaléncia de [IM
(Radostits et al., 2007). Num estudo realizado por Schreiner & Ruegg (2003), no qual a higiene
dos Uberes foi classificada entre o grau um (limpos) e o grau quatro (sujos) (figura 15), a CCS e
os casos de mastite subclinica foram significativamente superiores em animais cujo Ubere foi

classificado como “sujo”, tendo sido isoladas quantidades superiores de agentes contagiosos e

35



ambientais a partir de amostras de leite pertencentes a estes animais. Segundo Ruegg (2004),
Uberes classificados em grau trés ou quatro apresentam risco acrescido de ocorréncia de

mastite.

Figura 15. Classificag@o do grau de higiene do Ubere. Grau 1: limpo; Grau 2: ligeiramente sujo (2-
10%); Grau 3: moderadamente sujo (10-30%); Grau 4: Sujo (> 30%) (adaptado de Ruegg, 2004).

2.3.1.7. Estado de nutricédo

A nutricdo tem um efeito direto sobre o sistema imunitario da vaca e, por conseguinte, ir4
influenciar de forma indireta a resisténcia a infecdo e a severidade da inflamag&o. Alguns
nutrientes especificos encontram-se fortemente relacionados com o 6timo desempenho da
funcdo imunitaria, entre eles: as vitaminas e 0s minerais, tais como as vitaminas A e E, o

selénio, o cobre e o zinco (Ryn, 2009; Bruno, 2010).

A vitamina E e o selénio sdo componentes integrantes da defesa antioxidante dos tecidos e
células. As caréncias destes elementos resultam em alteragbes da atividade dos
polimorfonucleares (O’Rourke, 2009), fazendo com que a suplementacdo com selénio e
vitamina E seja das mais importantes para 0 aumento da capacidade de resposta do sistema
imunitério da vaca (Bruno, 2010; Tiwari et al., 2013) e, consequentemente, para a diminuigcao

da incidéncia de mastite (Bruno, 2010).

A vitamina A e o0s B-carotenos desempenham um papel essencial na manutencdo da
integridade do tecido epitelial e da mucosa da glandula mamaria o que contribui para prevenir a
entrada de agentes patogénicos na glandula mamaria (Heinrichs et al., 2009; O"Rourke, 2009;
Bruno, 2010).

O zinco tem atividade oxidante e promove a reparac¢do celular e a cicatrizacdo de feridas
(Tiwari et al., 2013). A suplementacao com zinco é ainda essencial para a formacéo do tampéo
de queratina no canal do teto (O"Rourke, 2009). O cobre € um componente da ceroplasmina e
da enzima superoxido dismutase, reduz a incidéncia de mastite no periparto, especialmente por

coliformes (Heinrichs et al. 2009).

De acordo com Biggs (2009), a nutricdo podera ainda influenciar a ocorréncia de mastite de

forma indireta, através do seu efeito sobre a consisténcia das fezes. Segundo este autor, uma
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dieta bem formulada permite que a consisténcia das fezes seja adequada e,
consequentemente, ndo exista uma excessiva contaminacao fecal dos tetos, reduzindo o risco

de desenvolvimento de mastites ambientais.
2.3.1.8. Genética

Existem diversos fatores morfolégicos, fisiolégicos e imunoldgicos que contribuem para a
resisténcia ou suscetibilidade dos bovinos a mastite, e cada um destes fatores pode ser
influenciado em parte pela hereditariedade (Radostits et al., 2007). Estes incluem a resisténcia
natural, o tamanho e a conformacéo do teto, o posicionamento dos tetos, a disténcia relativa
entre os tetos, a producéo de leite e o teor de gordura no leite (Tiwari et al., 2013), e devem ser
tidos em conta quando se faz a selecdo dos animais. No entanto trabalhos citados por Biggs

(2009) indicam que apenas 10% da resisténcia a mastite pode ser atribuida a genética.

A suscetibilidade genética a mastite estd diretamente relacionada com a capacidade de
producédo de leite, sendo que quanto maior a quantidade de leite produzido e quanto maior o
teor de gordura no leite, maior a suscetibilidade a IIM (Biggs, 2009; Tiwari et al., 2013).
Segundo Radostits et al. (2007), a correlac@o genética positiva (0,2 a 0,3) que existe entre a
producéo de leite e 0 aparecimento de mastite sugere que 0s genes que originam um aumento
da producdo de leite tendem a um aumento da suscetibilidade a mastite. Desta forma, a
sele¢do genética no sentido de se obterem animais de maior producao leiteira tem levado a um

aumento da incidéncia de IIM (Radostits et al. 2007).
2.3.1.9. Ocorréncia de outras doencas

A ocorréncia de outras doencas como a laminite (Breen et al., 2009) e, em particular doencgas
do periparto tais como hipocalcémia, metrite, deslocamento do abomaso (Biggs, 2009), cetose
(O"Rourke, 2009) e RMF (Breen et al., 2009) irdo aumentar a suscetibilidade a mastite. Existem
ainda agentes especificos, tal como o BVDV, que causam imunossupressdo generalizada,
resultando num aumento da suscetibilidade a IIM (Biggs, 2009). Num estudo realizado por
Zadoks et al. (2001) a infecdo com herpes virus bovino tipo 4 foi um fator de risco significativo,

aumentando a suscetibilidade as IIM, especialmente por S. aureus.
2.3.2. Fatores de risco ambientais e de maneio
2.3.2.1. Higiene e maneio das instalacdes

A limpeza e o conforto das instalacfes sdo dois aspetos muito importantes a ter em
consideragcdo. As camas e 0s espagos sujos, juntamente com uma ma ventilagdo e condicfes
de humidade ideais para os microrganismos, favorecem o crescimento e multiplicacdo de
bactérias, levando ao aumento da contaminacéo e desenvolvimento de IIM (Radostits et al.,
2007; Morin, 2009).

O material utilizado nas camas € dos aspetos mais importantes no desenvolvimento de

microrganismos. Os materiais organicos, como a palha, a serradura e as aparas de madeira
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sdo0 meios que aumentam o crescimento dos microrganismos devendo, por esse motivo, optar-
se por materiais inorganicos, tais como a areia, que rettm menos humidade e néo
proporcionam uma fonte de nutrientes aos agentes patogénicos, expondo 0s animais a menor
guantidade bacteriana (Hogan & Smith, 2003; Radostits et al., 2007). Para além disso, é
importante que as camas possuam dimensfes adequadas a fim de evitar conspurcacfes
excessivas e 0 aparecimento de lesdes (Radostits et al., 2007).

O tamanho da exploracdo constitui igualmente um importante fator de risco, notando-se um
aumento de incidéncia de mastites clinicas em exploracdes com efetivos superiores, uma vez
que existe maior dificuldade no controlo da propagacdo de agentes entre animais,
principalmente de agentes contagiosos (Radostits et al., 2007).

O controlo de insetos é outro aspeto importante do maneio das explora¢des uma vez que estes
causam lesbBes ao nivel da extremidade do teto e atuam como vetores, disseminando os
agentes causadores de mastite entre vacas (McDougall et al., 2009; Arnold & Bewley, 2011,
Nickerson, 2014).

Relativamente as exploragbes em sistema extensivo, 0s animais mantidos na pastagem,
geralmente, tém um risco mais reduzido de desenvolverem mastite quando comparados com
animais confinados. No entanto, algumas condigcbes da pastagem, como zonas baixas
alagadas e/ou sombrias e zonas de maior concentracdo dos animais, favorecem o
desenvolvimento de microrganismos ambientais, aumentando probabilidade de contaminacgtes
(Prestes et al., 2002; Smith & Hogan, 2008).

2.3.2.2. Maneio e higiene da ordenha

Os equipamentos da ordenha e todos os procedimentos nela envolvidos, seja mecanica ou
manual, podem influenciar direta ou indiretamente a salde da glandula mamaria (Prestes et al.,
2002). A higiene de todos os equipamentos e procedimentos da ordenha constitui um
importante fator de risco, tendo esta uma influéncia consideravel na taxa de novas infe¢des
quer por agentes contagiosos quer por agentes ambientais (Prestes et al., 2002; Biggs, 2009).
Para além da higiene, o inadequado funcionamento da maquina de ordenha é outro fator de
risco muito importante, uma vez que ira originar lesdes ou alteragbes na pele do teto, canal do

teto e mucosa, tornando-o mais suscetivel a infe¢do (Biggs, 2009; Jones, 2009).

Desta forma, a rotina diaria das préaticas e correto maneio da ordenha s&o as principais
medidas preventivas que podem diminuir o nimero de animais com mastites clinicas e
subclinicas, reduzir a taxa de novas infe¢des, diminuir a CCS do efetivo e melhorar a qualidade
do leite produzido (Rupp et al., 2000). Medidas simples como a formacdo dos ordenhadores em
aspetos como a higiene pessoal e dos proprios animais, a ordem da ordenha, devendo os
animais com mastite ser sempre ordenhados ap6s os restantes ou separadamente, a utilizacéo
de luvas descartaveis durante todo o processo da ordenha, a eliminagdo e exame dos

primeiros jatos de leite, a desinfe¢do dos tetos antes da ordenha (pré-dipping), a secagem
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completa dos tetos com toalha de papel descartavel e individual, a colocacdo e remocgao
correta das tetinas, a desinfe¢do dos tetos apds a ordenha (p6s-dipping), o funcionamento
adequado do equipamento da ordenha, a higiene e conforto na area de permanéncia dos
animais sao essenciais para diminuir a incidéncia de mastites no efetivo (Johnson, 2000;
Ruegg, 2004).

A maquina da ordenha, as maos do ordenhador ou outros materiais contaminados sao
importantes veiculos de transmiss@o de bactérias ou de disseminagao destas entre vacas, no
entanto, a infecdo da glandula mamaria pode ocorrer no periodo de tempo entre ordenhas,
sendo o periodo imediatamente apés a ordenha um periodo muito critico. Apés a ordenha, o
canal do teto mantém-se aberto por 30 a 120 minutos, o que facilita a penetracdo dos
microrganismos, sendo por isso aconselhavel o fornecimento de alimento na manjedoura ap6s
a saida do animal da sala de ordenha a fim de se tentar garantir que permanece em estacao

durante este periodo de tempo (Biggs, 2009; Langoni, 2013).
2.3.2.3. Estac¢éo do ano

O calor, a humidade e o frio sdo fatores predisponentes importantes (Tiwari et al., 2013).
Segundo Biggs (2009), quando existe exposicdo a situacdes de muita humidade, tanto dos
animais em estabulacdo (onde a ventilagcdo, a densidade animal e a higiene em geral podem
influenciar as taxas de infe¢do) como dos animais na pastagem (onde o tempo é inconstante,
umas vezes muito frio e outras muito quente) a tendéncia é para um aumento da incidéncia de
novas IIM. Em climas tropicais e subtropicais, a incidéncia € maior durante o inverno e a
primavera, devido ao aumento da humidade. Em climas temperados, esta tende a aumentar
nos meses de outono e inverno, altura em que existe uma maior permanéncia dos animais em
estabulacéo (Radostits et al., 2007). No caso de explora¢gfes onde os animais permanecem na
pastagem, as taxas de mastite clinica geralmente sdo mais elevadas durante os periodos

chuvosos e humidos (Hogan & Smith, 2003).
2.3.3. Fatores de risco relacionados com o agente patogénico

A viabilidade do agente patogénico constitui um dos fatores de risco importantes, sendo esta,
uma caracteristica de cada agente que esta relacionada com a sua capacidade de sobreviver
no meio ambiente, resistindo aos procedimentos de higiene e desinfecdo (Radostits et al.,
2007).

Para além da viabilidade, existe uma grande variedade de fatores de viruléncia entre os
microrganismos causadores de mastite, sendo estas importantes caracteristicas do agente
patogénico e que aumentam a probabilidade de ocorréncia de mastite, entre eles: a capacidade
para colonizar e aderir ao epitélio mamario iniciando o processo de inflamagéo, a producao de
toxinas, como as enterotoxinas, a coagulase, as a e B toxinas, a hemolisina, a hialurodinase e
as leucocidinas envolvidas no processo de inflamacéo e que agravam as lesfes dos tecidos da

glandula mamaria, a producdo de biofilme, que lhes confere capacidade de persistir nos
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equipamentos da ordenha e de resistir aos mecanismos de defesa do sistema imunitario e aos
antimicrobianos e ainda, a capacidade de invadir e sobreviver no interior das células como os
macrofagos e os polimorfonucleares (Radostits et al., 2007; Arnold & Bewley, 2011; Middleton,
2013; Prenafeta, 2014).

2.4. Diagnostico

A detecao das infe¢Ges do Ubere é importante tanto para as decisdes terapéuticas, como para
a implementagdo de planos de controlo de mastites (Waller, 2013). Para a maioria dos
produtores € muito importante a detecéo precoce, a fim de reduzir as perdas na producéo e de
aumentar as perspetivas de recuperacdo dos animais (Sharma et al., 2010).

O diagnoéstico das mastites clinicas baseia-se nas alteracfes sistémicas e locais e nas
alteragGes do leite (alteracdes da cor, secre¢do aquosa, aparéncia sanguinolenta e presenca
de coagulos ou flocos). O diagnéstico das mastites subclinicas € mais problematico uma vez
gue ndo se observam alteracdes ao nivel do leite sendo, no entanto, caracteristicas frequentes
deste tipo de mastite uma elevada CCS, alteracbes quimicas do leite (aumento da
condutividade, aumento do pH, aumento da seroalbumina, presenga de a1-antitripsina) e
presenca de microrganismos. O diagnéstico precoce € vital uma vez que as alteracdes no

Ubere ocorrem muito mais cedo do que aparentam (Sharma et al., 2010).

O diagnéstico de mastite inicia-se com a inspec¢do visual, sendo o papel do ordenhador
indiscutivelmente muito importante nesta fase (Lam et al., 2009). Na sua forma mais simples a
detecdo da mastite resultara da observacao de uma ou da combinacdo de vérias alteragdes,
entre elas: alteracdes visiveis no leite, alteracdes visiveis ou palpaveis do Ubere (ou ambas) e,
por vezes, alteracdes comportamentais da prépria vaca. As vacas sdo animais de habitos e
rotinas. Uma dessas rotinas é a entrada na sala de ordenha, que realizam em ordem
semelhante todas as vezes que sd@o ordenhadas. Assim, a observacdo de um animal mais
inquieto enquanto se realiza a preparacdo do Ubere pré-ordenha ou a sua entrada na sala de
ordenha numa ordem diferente da que habitualmente se observa sdo indicadores de um
possivel caso de mastite (Biggs, 2009).

Existem alguns testes que podem ser realizados na exploracdo (testes de campo) e outros
realizados em laboratério de forma a poder aumentar a certeza que se estd perante um
problema de mastite e que complementam a habitual e tradicional inspecdo e palpa¢do dos

Uberes (Teixeira et al., 2008), permitindo assim o diagnoéstico da mastite subclinica.
2.4.1. Contagem de células sométicas

As células sométicas sdo um conjunto de células que estdo presentes na glandula mamaria
saudavel e que lhe conferem protecdo face aos microrganismos patogénicos, entre elas:
neutrdéfilos, linfocitos, macrofagos e células epiteliais resultantes da descamacéo do epitélio

(Morin, 2009; Li et al., 2014). O leite de uma glandula mamaria saudavel possui uma baixa
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concentragcao (<100.000/mL) de células que s&@o, na sua maioria, macrofagos. Quando os
microrganismos invadem a glandula mamaria, ocorre a libertacdo de citoquinas pelos
macréfagos e pelas células epiteliais, originando o afluxo de neutréfilos. Assim, os neutrofilos
séo as células predominantes no leite mastitico, encontrando-se em concentracdes superiores
a 1.000.000/mL durante a inflamacao aguda. Os macréfagos, os linfocitos e as células epiteliais
estdo presentes em concentracdes mais baixas e a concentragdo total destas células
corresponde a CCS (Morin, 2009).

Por ser um importante indicador de IIM, a CCS é um parametro utilizado em programas de
controlo e prevencdo de mastite em todo o mundo (Schukken et al., 2003). Segundo Ruegg
(2003), a CCS apenas se torna um bom indicador de mastite quando os valores da CCS se
encontram acima das 200.000 céls/mL. A CCS pode ser efetuada individualmente a partir do
leite de cada quarto, a cada animal ou ao nivel do leite do tanque. Apesar de o leite individual
ser o que permite a identificagcdo do animal afetado, o leite do tanque pode ser utilizado mais
rotineiramente, de forma a dar uma ideia geral da possivel presenca de mastites ao nivel do
efetivo (Ruegg, 2003).

A interpretacdo dos valores da CCS €, em alguns casos, dificil uma vez que este parametro é
influenciado por vérios fatores, tais como a idade, a frequéncia da ordenha, o intervalo entre
ordenhas, variagbes diurnas, variagbes sazonais, a fase da lactagéo, o parto, o stresse e a
fracdo da amostra de leite utilizada (Biggs, 2009; Lam et al., 2009). No entanto, segundo Lam

et al. (2009), o fator mais importante que influencia a CCS ¢ a presenca de IIM.
2.4.1.1. Teste californiano de mastites

O TCM € um dos testes mais faceis, rpidos e baratos para estimar a CCS. Este teste mede
indiretamente a CCS em amostras de leite e € amplamente utilizado como método de dete¢éo
de mastites subclinicas (Lam et al., 2009; Viguier et al., 2009; Deb et al., 2013).

Para a realizagcéo do teste é utilizado um reagente (teepol + bromocresol purpura) que, quando
em contacto com o leite, provoca a lise da membrana celular das células somaticas e a
subsequente libertacdo dos &cidos nucleicos, originando a formag¢@o de uma matriz gelatinosa
cuja viscosidade é proporcional ao nimero de células (Viguier et al., 2009). A sua leitura deve
ser efetuada em 15 segundos apé6s agitacdo, uma vez que a reacdo desaparece passado
pouco tempo (Ruegg, 2003). A reacdo é classificada numa escala de zero (no qual a mistura
permanece inalterada) a trés (formacdo de um gel), sendo as classificacBes dois e trés
consideradas resultados positivos (Deb et al., 2013). A relagdo entre a CCS e o TCM néo é
muito precisa, mas permite fazer uma correspondéncia aproximada (Ruegg, 2003), tal como
expresso na tabela 12. As suas principais desvantagens sdo a baixa sensibilidade e a

subjetividade de interpretacdo (Viguier et al., 2009).
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Segundo Teixeira et al. (2008), o TCM deve ser realizado periodicamente (quinzenalmente ou
mensalmente) em todas as vacas e 0s seus resultados registados de modo a manter um

controlo da situacéo na exploracéo.

Tabela 12. Interpretacéo e leitura do TCM (adaptado de Biggs, 2009).

Resultado TCM Reacéo visivel CCS (células/mL)
Negativo A m|styra mantém-se liquida, sem evidéncia de 0-200.000
viscosidade
Duvidoso Viscosidade ligeira que desaparece com o 200.000 — 500.000

movimento continuo

Aumento da viscosidade, mas com pouca ou
mesmo sem tendéncia de formacéo de gel

A mistura engrossa imediatamente e move-se em
direcé@o ao centro

3 Formacdo de gel e a superficie torna-se convexa > 5.000.000

400.000 - 1.500.000

2 800.000 — 5.000.000

TCM - teste californiano de mastites; CCS — contagem de células sométicas.
2.4.2. Medicéo da condutividade elétrica

A medigdo da condutividade elétrica no leite para detetar a mastite baseia-se nas alteracdes
idnicas que ocorrem durante a inflamagédo (Pyoralda, 2003). A condutividade elétrica no leite é
determinada pela concentragéo de anifes e catides, como o sodio, o potéssio e o cloro (Ruegg,
2003). Devido a ocorréncia de mastite, a concentracdo de sddio e cloro aumenta e a
concentracdo de potéssio diminui no leite, 0 que provoca um aumento da condutividade
elétrica. Uma das vantagens deste método € que a medicdo da condutividade pode ser
automaticamente realizada engquanto decorre a ordenha, através da utilizagéo de sensores no
sistema de ordenha (Morin, 2009). A sua principal desvantagem € o facto de as variagdes na
condutividade elétrica poderem ser influenciadas por outros aspetos ndo relacionados com a
mastite (Viguier et al., 2009), como é o exemplo da diminuicdo do teor de gordura no leite

(Pyorala, 2003).
2.4.3. Indicadores de pH

O aumento do pH, devido a presenca de mastite, pode ser detetado através da utilizagédo de
tiras de papel impregnadas com azul de bromotimol (George et al., 2008; Awale et. al., 2012).
O valor do pH no leite normal é de aproximadamente 6,5 a 6,7, enquanto no leite proveniente

de um quarto com mastite o valor € de aproximadamente 7,4 (George et al., 2008).
2.4.4. N-acetil-b-D-glucosaminidase (NAgase)

O teste baseia-se na medicdo da NAgase no leite sendo que uma elevada atividade desta
enzima esta associada a uma elevada CCS (Radostits et al., 2007). A NAgase € uma enzima
lisossomal que deriva das células epiteliais danificadas mas principalmente dos leucécitos,
sendo por isso um indicador da inflamacédo (Pyoréaléa, 2003; Radostits et al., 2007). O teste da

NAgase é 0 mais preciso dos testes indiretos (Radostits et al., 2007).
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2.4.5. Detecéao de anticorpos no leite

Este teste consiste numa prova ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) que deteta
anticorpos no leite. Apesar de serem muitos 0s microrganismos causadores de mastite, esta
técnica foi desenvolvida apenas para os agentes patogénicos mais prevalentes, como S.
aureus e E. coli. Como exemplo, no caso do S. aureus, a prova ELISA para detecdo de
anticorpos pode ser o primeiro teste realizado em animais com suspeita de infecdo por este
agente. No entanto, nos casos positivos ao ELISA é necessaria a realizagdo de cultura
bacteriologica de confirmacdo (Viguier et al., 2009). E um teste no qual podem ocorrer falsos
positivos, uma vez que os anticorpos permanecem durante algum tempo apos a resolugéo da

mastite (Teixeira et al., 2008).
2.4.6. Teor microbiano total (TMT)

O TMT é também uma medida de avaliacdo da qualidade do leite e da incidéncia de mastites
na exploracdo. Conjugando os dados provenientes deste teste com outros, pode-se aferir sobre
a higiene da ordenha e o estado higio-sanitario dos animais (Teixeira et al., 2008).

2.4.7. Culturas bacteriol6gicas

As culturas bacteriolégicas podem ser realizadas ao nivel do efetivo, por meio de amostras
colhidas a partir do leite do tanque, ou a nivel individual por meio de amostras colhidas em
cada quarto ou de amostras compostas por leite dos quatro quartos (Radostits et al. 2007; Lam
et al., 2009). De referir que as bactérias presentes no leite do tanque resultam de glandulas
mamarias infetadas, das superficies dos tetos e dos Uberes e de variadas fontes do meio
ambiente. O ndmero de microrganismos encontrados varia com o nimero de vacas infetadas,
com a producgdo de leite e com a gravidade da infecdo (Radostits et al., 2007).

O método de eleicdo para o diagnéstico de infecdes bacterianas intramamérias é a cultura
bacteriol6gica (Nyman et al., 2013), a partir de amostras de leite cuja colheita tem que ser
assética. E um método no qual s&o utilizados meios de cultura apropriados a fim de identificar
os diferentes microrganismos envolvidos no desenvolvimento da mastite (Awale et al., 2012). O
conhecimento do agente predominante responsavel pelos casos de mastite na exploragdo é
essencial para se conseguir alcancar o seu controlo através da implementagdo de medidas de
controlo especificas e adequadas aos tipos de agentes, contagiosos ou ambientais (Biggs,
2009). Para além disso, o registo dos resultados das culturas bacteriolégicas obtidos num
efetivo, sdo uma fonte de informacé@o que pode ser (til para otimizar o tratamento de futuros

casos de mastite na exploracéo (Lam et al., 2009).

A utilidade do diagnéstico a partir da cultura bacteriolégica de amostras de leite dependera da
gualidade da colheita das amostras e da forma como a amostra chega ao laboratério. A
hipotese de um diagndstico microbiolégico correto aumenta de forma marcada se as amostras

forem colhidas asseticamente e mantidas e transportadas refrigeradas desde a colheita até a
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sua chegada ao laboratério (Waller, 2013). A contaminacdo bacteriana pode ndo s6 mascarar
0s agentes patogénicos causais, tornando a interpretacdo incorreta, como também deixa de
existir garantia de que qualquer dos potenciais agentes de mastite identificados tenha origem
no Ubere. De acordo com o National Mastitis Council (NMC), uma vez que raramente coexistem
mais de trés microrganismos na mesma infecdo, quando séo isolados mais de trés agentes

esté convencionado que a amostra é considerada contaminada (Biggs, 2009).
2.4.8. Polymerase chain reaction (PCR)

Nos Ultimos anos, as técnicas de PCR foram desenvolvidas no sentido de se obter, de forma
mais rapida e objetiva, a identificacdo simultanea dos agentes patogénicos mais comuns no
leite (Nyman et al., 2013). Segundo Awale et al. (2012) as técnicas mais recentes de PCR
multiplex e PCR em tempo real podem detetar 11 dos principais agentes patogénicos
associados as mastites, entre os quais estdo incluidos E. coli, S. aureus, Streptococcus

agalactiae e Streptococcus uberis.

A rapidez deste método e o facto de identificar o DNA de microrganismos vivos ou mortos na
amostra sdo duas vantagens da PCR relativamente as culturas bacteriolégicas (Deb et al.,
2013, Nyman et al., 2013). Segundo Taponen et al. (2009), a auséncia de crescimento
bacteriano verifica-se em mais de 30% das culturas convencionais realizadas a partir de
amostras de leite provenientes de mastites clinicas e subclinicas. Um estudo realizado por este
autor permitiu concluir que a PCR em tempo real pode resultar num diagnéstico bacterioldgico
para, aproximadamente, metade dos casos em que os resultados das culturas bacterioldgicas
sdo negativos. Os diagnésticos com base na PCR sdo também muitas vezes utilizados em
estudos de amostras de leite do tanque (Waller, 2013), podendo ser, segundo Mahmmod et al.
(2013) uma ferramenta valiosa no controlo das mastites por Streptococcus agalactiae e S.

aureus.
2.5. Caracterizacdo das mastites por Staphylococcus spp. e coliformes
2.5.1. Staphylococcus aureus
2.5.1.1. Etiologia e epidemiologia

O Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-positiva, geralmente hemolitica, anaerdbia
facultativa, imével, ndo esporulada, catalase-positiva, coagulase-positiva (Teixeira et al., 2008;
Middleton, 2013) e considerada uma das maiores causas de mastite subclinica, clinica,

recorrente e crénica nos bovinos leiteiros (Melchior et al., 2011).

Segundo Radostits et al. (2007), em exploracdes com baixas CCS no tanque do leite a
prevaléncia de mastites por S. aureus é de 1 a 10%, sendo de 50% em exploragbes com
elevadas CCS onde as taxas de quartos infetados rondam os 10 a 25%. O S. aureus é o
microrganismo mais comumente isolado em vacas no periodo de secagem (Teixeira et al.,
2008).
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As estirpes de S. aureus diferem na sua transmissibilidade, viruléncia e suscetibilidade aos
antimicrobianos, o que origina respostas variaveis ao tratamento e as medidas de controlo
entre exploracdes e entre vacas. Normalmente, cada exploracdo possui uma estirpe

predominante, aparecendo estirpes adicionais esporadicamente (Morin, 2009).
2.5.1.2. Fatores de viruléncia e patogénese

Uma nova infecdo inicia-se pela invaséo do canal do teto pela bactéria, seguida de adesao as
células epiteliais apos a qual se inicia o processo de multiplicagdo (Morin, 2009; Arnold &
Bewley, 2011). A defesa priméaria do sistema imunitario da vaca contra a infe¢éo é a fagocitose,
por meio da acdo dos macréfagos e dos neutrdfilos, no entanto, o S. aureus produz fatores
antifagociticos, tais como a capsula e uma proteina de superficie (proteina A), resistindo assim
a fagocitose (Morin, 2009; Middleton, 2013).

Inicialmente, as bactérias danificam os tecidos de revestimento do teto e da cisterna da
glandula do quarto afetado, podendo originar a formacéo de tecido cicatricial. Em seguida, a
bactéria progride para o sistema de ductos e estabelece bolsas de infe¢cdo profundas nas
células secretoras de leite (alvéolos) e, posteriormente, formam-se microabcessos que lhe
conferem prote¢cdo face aos mecanismos de defesa e face a acdo dos antibiéticos (Petersson-
Wolfe et al., 2010; Arnold & Bewley, 2011).

Durante a infegdo, a destruicdo das células alveolares e dos ductos reduz a producéo de leite.
Estas células danificadas podem combinar-se com os leucdcitos e obstruir os ductos de leite
gue drenam as areas alveolares, contribuindo para uma maior formacéo de tecido cicatricial,
oclusdo dos ductos e acentuada diminuicdo da producéo de leite. Os ductos podem reabrir
num momento posterior o que resulta numa libertagdo de S. aureus para outros locais da
glandula maméria com formacgéo adicional de abcessos que podem tornar-se muito grandes e
detetaveis através da palpacéo do Ubere (Petersson-Wolfe et al., 2010).

As lesbes nos tecidos da glandula mamaria sdo agravadas pelas toxinas e enzimas
extracelulares produzidas pelo S. aureus que incluem toxinas a, B, y € §, toxina do sindrome de
choque toxico (TSST-1), enterotoxinas, nuclease, coagulase, catalase, hialurodinase, fosfatase,
lipase e proteases (Middleton, 2013).

A resposta inflamatéria da glandula mamaria varia ao longo do tempo, existindo uma grande
flutuacdo da CCS e uma intermitente excre¢édo da bactéria durante a infecdo (tabela 13) (Biggs,
2009). A formacao de microabcessos e a capacidade de sobreviver no interior dos macréfagos,
dos polimorfonucleares e das células epiteliais explicam em parte estas variagdes nas vacas
infetadas cronicamente (Blowey & Edmondson, 2010). A flutuacdo da CCS deve-se ao facto de,
numa primeira fase, as bactérias serem eliminadas pelo sistema imunitario, sendo reduzida a
causa que levou ao aumento das células somaticas e, por esse motivo, diminui a CCS. Como a
resposta do sistema imunitario abranda, torna-se possivel que as bactérias sobreviventes se

multipliguem, provocando um novo aumento da CCS (Biggs, 2009).
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Tabela 13. Variagao da CCS e do grau de excrecao bacteriana de uma glandula mamaria
infetada com S. aureus (adaptado de Blowey & Edmondson, 2010).

Dia colheita amostra

bactérias/mL

CCS (x 1000/mL)

1 2800 880
2 6000 144
4 7000 104
5 10.000 896
13 > 10.000 152
14 1200 1000
15 > 10.000 168

CCS - contagem de células somaticas.
2.5.1.3. Transmisséao

O S. aureus pode ser isolado em diversos locais do corpo do animal, do meio ambiente e das
maos do ordenhador. No entanto, o Ubere infetado continua a ser considerado o principal
reservatorio de S. aureus (Beni¢ et al., 2012; Middleton, 2013). A bactéria multiplica-se
sobretudo nas extremidades dos tetos com lesGes causadas por sobreordenha, em fendas, nas
ulceragbes pelo frio, nos traumatismos causados por picadas de insetos ou por ma
configuracdo da pulsagdo e vacuo da maquina de ordenha (Petersson-Wolfe et al., 2010;
Arnold & Bewley, 2011).

As infe¢Bes disseminam-se entre vacas ou entre quartos durante a ordenha através dos
equipamentos, das méos dos ordenhadores, de panos utilizados na lavagem, na limpeza e na
secagem dos Uberes de varios animais, das tetinas, por meio de insetos e por amamentagéo
cruzada (Petersson-Wolfe et al., 2010; Arnold & Bewley, 2011). As novilhas infetadas durante a
gestacdo, sendo portadoras da infecao até ao parto, representam um importante reservatorio a
partir do qual 0 S. aureus se pode propagar para outros animais do efetivo (Petersson-Wolfe et
al., 2010).

2.5.1.4. Sinais clinicos

A mastite por S. aureus pode originar um largo espetro de sinais clinicos, desde casos ligeiros
sem sinais clinicos a casos extremos que acabam por ser fatais (Beni¢ et al., 2012). As perdas
mais importantes sdo causadas pela forma crénica ou subclinica da mastite, que sdo as mais
frequentes (Radostits et al., 2007; Beni¢ et al., 2012). Na maioria dos casos caracteriza-se
unicamente pelo aumento significativo da CCS e, consequentemente, pelo resultado positivo
no TCM (George et al., 2008). Segundo Radostits et al. (2007), embora 50% do efetivo de uma
exploracdo possa estar afetado, apenas um pequeno nUumero ird apresentar alteracfes
reconheciveis pelo ordenhador. No entanto, a presenca de infecdo no efetivo pode ser
observada por episddios clinicos e tentativas repetidas de tratamentos mal sucedidos no
mesmo animal (Benic et al., 2012).

As mastites por S. aureus, aguda e hiperaguda, sdo raras mas ocorrem e podem mesmo ser

fatais, mesmo que tratadas agressivamente. A mastite aguda ocorre mais frequentemente no
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inicio da lactacdo (Radostits et al., 2007). O animal pode apresentar-se febril, com edema
doloroso da glandula mamaria e o quarto afetado pode apresentar-se quente, podendo ainda
observar-se uma ligeira diminuicdo do apetite. O leite tende a ter uma aparéncia cremosa ou
purulenta alternada com uma secrecao aquosa intercalada por coagulos ou grumos. De referir
que o tipo de secrecdo ndo é de forma nenhuma patognomoénico de qualquer tipo de
microrganismo intramamario (George et al., 2008).

A mastite hiperaguda ocorre com maior frequéncia nos primeiros dias pds-parto e é altamente
fatal. Ocorre uma reagéo sistémica severa com subida da temperatura corporal para os 41-
42°C, elevacdo da frequéncia cardiaca (100-120 bpm), anorexia, depressdo, auséncia de
contracdes ruminais e fraqueza muscular, frequentemente até ao ponto de decubito. O inicio
das reag0fes sistémicas e locais é repentino (Radostits et al., 2007). A mastite gangrenosa é o
pior exemplo de mastite hiperaguda por S. aureus. Os sinais de toxémia agravam-se quando a
gangrena se desenvolve, a cor do quarto afetado evolui de rosado para cianético em poucas
horas e a sua temperatura diminui (George et al., 2008).

2.5.1.5. Diagnostico

A identificag@o é baseada em culturas bacterioldgicas de amostras de leite colhidas de forma
apropriada (Arnold & Bewley, 2011). As culturas realizadas a partir do leite do tanque podem
ser utilizadas para alertar o produtor para a presenca de S. aureus e para a necessidade de um
exame individual das vacas problema. Para além das culturas, a monitorizacao das bactérias

no leite do tanque também pode ser realizada recorrendo a PCR (Katholm et al., 2012).

A excrec¢éo intermitente tem um impacto significativo na sensibilidade das culturas bacterianas
como método de diagnéstico da mastite por S. aureus. No caso das mastites clinicas, o nimero
de bactérias excretado é normalmente elevado e continuo e o diagnéstico facil. No entanto, nos
casos subclinicos, nos quais as alteracbes inflamatérias sdo pouco marcadas e a excregao
bacteriana variavel, os resultados falsos negativos ndo sao incomuns (Biggs, 2009). Segundo
Blowey & Edmondson (2010), devido a excregdo intermitente ou a excre¢cdo em pequenas
quantidades, apenas cerca de um terco das culturas realizadas a partir de amostras de leite de
vacas infetadas sdo positivas. A fim de se evitarem os resultados falsos negativos, a
sensibilidade das culturas bacterianas como diagndstico de S. aureus pode ser aumentada
através da repeticdo das amostras, que sera vantajosa nos casos de excrecdo intermitente
(Biggs, 2009).

Segundo Arnold & Bewley (2011), o método de eleicao para detecdo de mastites por S. aureus
compreende, em primeiro lugar, a identificacdo de todos os animais com elevadas CCS (>
200.000 céls/mL), seguida da realizacdo de TCM nesses animais a fim de determinar qual o
qguarto ou quartos infetados e, por Ultimo, cultura bacteriolégica das amostras de leite dos

guartos afetados. A identificagcdo das IIM é de extrema importancia ndo s para prevenir a sua
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disseminacdo pelo efetivo como também para aumentar as hipoteses de cura (Arnold &
Bewley, 2011).

2.5.1.6. Tratamento

Existem duas opcdes de tratamento para a mastite por este agente contagioso: o tratamento
durante a lactacdo de episddios de mastite aguda, a fim de reduzir o nimero de bactérias e
células somaticas no tanque, e o tratamento de vaca seca (George et al., 2008). No entanto,
segundo Radostits et al. (2007), as taxas de cura deste tipo de mastite, seja com infusfes
intramamarias ou com administracdo parentérica de antimicrobianos, sdo notoriamente pouco
satisfatérias em vacas em lactacdo, sendo que as taxas de cura apds tratamento
antimicrobiano raramente excedem os 50% e as infe¢des persistem, frequentemente, para o
resto da vida do animal. O insucesso no tratamento deste tipo de mastite deve-se a producgédo
de B-lactamases por algumas estirpes, que lhes confere resisténcia a antibiéticos como a
penicilina e a amoxicilina, a existéncia de formas-L (Morin, 2009), a capacidade de
sobrevivéncia no interior dos macréfagos e polimorfonucleares (Arnold & Bewley, 2011) e a
formacao de coldnias aderentes protegidas por um biofilme que lhes confere resisténcia face a
fagocitose e aos antibidticos, promovendo a cronicidade da infecdo (Morin, 2009; Arnold &
Bewley, 2011; Prenafeta, 2014).

O tratamento na secagem é mais efetivo na eliminacdo das infecbes do que o tratamento
durante a lactacéo, sendo recomendado o tratamento dos quatro quartos. No entanto, este
deixa de ser efetivo se, até ao final da lactacdo, a infe¢&o se tornar crénica (Petersson-Wolfe et
al., 2010). Este tratamento ndo s6 reduz a IIM existente, como também diminui a incidéncia de
uma nova infegdo. O tratamento de vaca seca também tem sido utilizado em novilhas antes do

parto, quando a incidéncia de mastite por S. aureus nas novilhas em lactacdo é elevada
(George et al., 2008).

As hipéteses para o tratamento de mastite clinica e subclinica envolvem uma ampla variedade
de antimicrobianos que incluem cefalosporina, cloxacilina, eritromicina, penicilina, penicilina-
neomicina, pirlimicina, tetraciclina, tilosina, tilmicosina (Quinn et al., 2011). No entanto, uma vez
que existe sempre uma estirpe de S. aureus que € predominante numa exploracao, a colheita
de amostras para realizacdo de cultura e teste de suscetibilidade a antibi6ticos € sempre
aconselhavel e necesséria a fim de se tomar conhecimento de quais os problemas especificos
de cada exploracdo em particular (Arnold & Bewley, 2011). Segundo os mesmos autores, as
estirpes resistentes a penicilina ttm muito menor probabilidade de responder a qualquer outro
tipo de antibidtico, 0 que significa que a taxa de cura para todos os S. aureus resistentes a
penicilina é considerada bastante baixa, podendo este ser um importante fator quando se toma

uma deciséo entre o tratamento e o refugo.

Para além da terapia antimicrobiana, a administracdo de um farmaco com acdo antitoxica e

anti-inflamatoria (p. ex.: flunixina-meglumina) pode ser também um bom adjuvante no
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tratamento deste tipo de mastite (George et al., 2008; Teixeira et al., 2008). Os casos de
mastite gangrenosa devem ser tratados com antibioterapia sistémica, anti-inflamatério néo

esteroide (flunixina-meglumina) e ainda, fluidoterapia (George et al., 2008).
2.5.1.7. Prevencéo

Dadas as dificuldades no tratamento da mastite causada por este agente, a prevencdo do
aparecimento de novos casos €é o fator determinante para o controlo da prevaléncia de 1IM por
S. aureus (Dufour et al., 2012), sendo, a semelhanca de outros tipos de mastite, a abordagem

mais importante e economicamente viavel (Arnold & Bewley, 2011).

Um dos aspetos de extrema importancia num programa de controlo de mastites por S. aureus é
a decisdo de quais os casos a tratar ou quais 0s casos em que se deve optar pelo refugo
(Arnold & Bewley, 2011). Existem determinados fatores relacionados com os préprios animais
que reduzem a probabilidade de cura e que devem ser considerados nesta tomada de deciséo,
entre eles: a idade da vaca - segundo Ruegg (2010), a probabilidade diminui de 81% em vacas
com idade inferior a 48 meses para 55% em vacas com mais de 96 meses -, elevadas CCS, a
duracdo da infecdo, o grau de infecdo, o nimero de quartos afetados e quais os quartos
infetados (Arnold & Bewley, 2011). De acordo com George et al. (2008), as IIM no inicio da
lactacdo tém maiores possibilidades de cura e vacas com IIM de um s6 quarto tém duas vezes
maior probabilidade de cura que vacas com varios quartos afetados. As taxas de cura sdo mais
elevadas para os quartos anteriores comparativamente aos quartos posteriores e diminuem

com o aumento da CCS e da duracdo da infecdo (George et al., 2008).

Segundo Ruegg (2010), a maioria das evidéncias demonstra que o tratamento de casos de
mastite clinica causada por infe¢cdes crénicas ndo é compensador, sendo que muitos desses
animais terdo episodios esporadicos de mastite clinica ligeira a moderada. Nao é considerado
economicamente viavel o tratamento de vacas cronicamente infetadas com S. aureus uma vez
que as taxas de cura sao tipicamente inferiores a 35% e, na maioria dos casos, quando 0s
sinais clinicos deixam de existir significa que a infe¢do apenas voltou ao estado subclinico
(Ruegg, 2010).

2.5.2. Staphylococcus coagulase-negativos
2.5.2.1. Etiologia

Os SCN sédo os agentes mais frequentemente isolados a partir de amostras de leite em varios
estudos em larga escala, em diversos pontos do mundo (Bexiga, 2011). Pertencem a um grupo
heter6geno de, pelo menos, 50 espécies e subespécies diferentes das quais,
aproximadamente 10 séo frequentemente encontradas nas amostras de leite e encontram-se
abundantemente nas extremidades dos tetos (Piepers et al. 2013). Segundo Reksen et al.
(2012), o Staphylococcus chromogenes, o Staphylococcus simulans e o Staphylococcus

epidermidis sé@o as espécies de SCN mais frequentemente isoladas em amostras de leite em
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muitos dos estudos realizados. Frequentemente, no diagnostico de mastites, os SCN
normalmente ndo sao identificados por espécies mas tratados como um grupo uniforme
(Pyorala & Taponen, 2008).

Os SCN séao parte integrante da microflora da pele do teto e do orificio externo do canal do teto.
Todos os fatores que contribuam para a irritacdo ou lesdo da pele do teto originam um aumento
do nimero de SCN nestes locais. O leite do tanque pode ser fortemente contaminado com
SCN se os procedimentos da ordenha forem inadequados, a higiene for pobre, se existir
irritacdo ou lesdes da pele do teto e ainda, se nao for realizada a desinfecdo dos tetos apés a
ordenha (George et al., 2008, Blowey & Edmondson, 2010).

2.5.2.2. Epidemiologia

A incidéncia de novas infecdes é maxima durante o periodo seco e antes do parto e, por isso, a
percentagem de quartos infetados é elevada no momento do parto (Sansano, 2012). No
entanto, muitas das IIM curam de forma espontanea e a prevaléncia decresce nas primeiras

semanas pos-parto (Biggs, 2009).

A prevaléncia de SCN € mais elevada em vacas primiparas que nas multiparas. Segundo
Piepers et al. (2013), a grande maioria das mastites em novilhas no inicio da lactagédo é
causada por SCN. Em sistemas intensivos, a prevaléncia de quartos infetados em novilhas no
pré-parto pode exceder os 50% e, mesmo em condi¢es de pastagem, os SCN sdo os agentes
predominantes com 77% dos quartos bacteriologicamente positivos (Pyorala & Taponen, 2008).
Segundo Paradis et al. (2010), este tipo de IIM nas novilhas podera prejudicar o
desenvolvimento da glandula mamaria e, consequentemente, ter um efeito negativo sobre a

qualidade do leite e a futura producéo de leite.
2.5.2.3. Fatores de viruléncia e patogénese

Os SCN séo considerados agentes patogénicos menores porque tém um impacto ligeiro na
saude do Ubere (Bexiga, 2011). No entanto, a sua relevancia clinica/patolégica permanece um
ponto de discussdo sendo que alguns autores consideram-nos como verdadeiros agentes de
mastite com importantes fatores de viruléncia, um elevado nivel de resisténcia antimicrobiana e
a capacidade de originar infe¢Bes crénicas (Rajala-Schultz et al., 2009 e Gillespie et al., 2009
citados por Supré et al., 2011).

Sendo encontrados frequentemente na pele, a capacidade de se estabelecerem na glandula
mamaria é o que confere aos SCN o0 seu potencial infecioso. Este potencial depende, entre
outros fatores, da sua capacidade de resistir aos mecanismos de defesa do hospedeiro através
da producdo de biofiime (Oliveira et al., 2006 citado por Bexiga, 2011). A capacidade de
produzir biofilme torna-os aptos a persistir nos equipamentos da ordenha, que funcionam como
principais fontes de disseminacdo dos SCN (El-Jakee et al., 2013). A producdo de toxinas 9,

leucocidinas, lipases, protease e DNAse e as caracteristicas da sua superficie, como a

50



formacéo de capsula, constituem fatores de viruléncia descritos para algumas estirpes de SCN
(Bexiga, 2011).

O efeito sobre os quartos afetados é espécie-especifico (Supré et al., 2011), sendo que
algumas espécies de SCN tém a capacidade de persistir durante longos periodos de tempo no
Ubere, prolongando a sua influéncia sobre a glandula mamaria sobretudo no que se refere a
CCS (Piessens et al., 2011).

2.5.2.4. Sinais clinicos

No geral, os SCN induzem apenas uma ligeira reacdo inflamatoria nos quartos infetados
(Schukken et al., 2009 citado por Piessens et al., 2011), originando com maior frequéncia casos
de mastite subclinica que resultam numa diminuicdo da producdo e num aumento da CCS dos
quartos infetados (George et al., 2008). Segundo Reksen et al. (2012), os estudos recentes tém

demonstrado que as infe¢Bes persistentes sdo comuns em quartos infetados por SCN.

As mastites por SCN resultam assim num aumento da CCS no leite e influenciam
significativamente a CCS do efetivo em geral, especialmente nas exploracfes com baixas CCS
a nivel do tanque (<200.000 céls/mL). A CCS normalmente permanece abaixo das 500.000
céls/mL (Pyordla & Taponen, 2008). A diminuicdo da producdo de leite ocorre sobretudo

quando uma percentagem significativa do efetivo esta infetado (George et al., 2008).

Os SCN podem ainda ser isolados de casos de mastite clinica ligeira (Reksen et al., 2012)
sendo que, nestes casos, apenas se observam ligeiras alteragbes a nivel local, tais como
edema ligeiro do quarto afetado e alteragbes a nivel do leite (farrapos) (Taponen & Pyorala,

2008). Nao é comum ocorrerem alteracdes do estado geral (Sansano, 2012).
2.5.2.5. Diagnostico

O resultado positivo a SCN na cultura de uma amostra de leite nem sempre é indicativo da
existéncia de uma reacdo inflamatéria com aumento da CCS, e pode mesmo néo ser indicativo
de uma IIM. A possibilidade de contaminacdo da amostra de leite através do teto ou do Ubere
durante o procedimento de recolha nunca pode ser descartada dai que a aplicagdo de um bom

protocolo de recolha de amostras seja importante pois ira reduzir o potencial de contaminacéo.

Culturas bacteriolégicas positivas de uma sequéncia de amostras repetidas tornardo mais
concisa a possibilidade de existir verdadeiramente uma IIM por SCN e auxiliardo a descartar
outras causas bacterianas, que poderdo ndo ter sido detetadas numa primeira amostra,
particularmente se todas as amostras da sequéncia tiverem uma CCS que levara a suspeitar
da presenca de uma infecdo persistente significativa. Em termos laboratoriais, a diferenciacéo
entre S. aureus e SCN € baseada na reacado positiva ao teste da coagulase (Biggs, 2009).
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2.5.2.6. Tratamento

A terapia antimicrobiana pode ser realizada durante a lactacdo, especialmente em casos de
animais no inicio da lactacdo, o que faz com que o0s custos do tratamento compensem
relativamente as perdas de producdo que ocorreriam caso nao fosse aplicado tratamento. O
tratamento na secagem é indicado em efetivos com elevada percentagem de mastites por SCN
(George et al., 2008). Segundo Taponen & Pyoérala (2008), as estratégias de tratamento variam
muito entre paises, sendo que, em alguns, o tratamento das mastites subclinicas é realizado
durante a lactagdo enquanto noutros, as mastites subclinicas ou mesmo as mastites clinicas

ligeiras, ndo séo tratadas.

A antibioterapia deve ser baseada nos resultados do teste de sensibilidade a antibiéticos,
sendo preferiveis os antibiéticos eficazes contra microrganismos produtores de B-lactamases
(George et al., 2008), uma vez que a producdo destas € o mecanismo de resisténcia mais
comum dos SCN (Taponen & Pyoéralda, 2008). Os SCN tém alguma tendéncia ao
desenvolvimento de multirresisténcias aos antimicrobianos e as taxas de cura de mastites
causadas por SCN resistentes & penicilina rondam os 20% (Taponen & Pyorala, 2008). Além
das resisténcias aos antimicrobianos, existe também a possibilidade de existirem resisténcias
aos compostos de amoénio quaternario entre as espécies de SCN, o que pode ter impacto na
salde do Ubere uma vez que os produtos utilizados na desinfecdo dos tetos antes e apés a

ordenha tém como base este tipo de compostos (Bexiga, 2011).

Apesar disto, de acordo com Pyo¢rala & Taponen (2008), diversos estudos referem que, no
geral, a terapia realizada em mastites por SCN tem, por norma, uma boa resposta. Vacas com
maior nimero de lactagbes e com varios partos tém uma tendéncia significativamente mais
baixa de cura (Pyotrala & Taponen, 2008). Segundo 0os mesmos autores, a realizagdo de um
tratamento antimicrobiano de um quarto do qual foi isolado SCN uma Unica vez, pode nédo se
justificar economicamente, principalmente se estes microrganismos tiverem sido identificados
em pequena quantidade na amostra de leite. Em primeiro lugar, porque estas sdo bactérias
comuns da pele do teto e, por vezes, existe contaminacdo das amostras de leite, e depois
porque as taxas de cura espontanea sem qualquer tratamento séo relativamente elevadas. No
entanto, sempre que se verifiguem sinais clinicos evidentes, moderados ou severos, ou se
existirem quartos com mastite persistente por SCN, esté indicado o tratamento com terapia
antimicrobiana intramamaria que, no caso da mastite persistente, apresenta elevadas taxas de

cura quando efetuado na secagem (Pyoérala & Taponen, 2008).
2.5.2.7. Prevencéo

Apesar da literatura sobre fatores de risco para as IIM por SCN ser escassa, existem outras
opcdes para além do tratamento antimicrobiano para o controlo das mastites (Bexiga, 2011) e,
tal como para todos os outros tipos de mastite, a prevencao € a chave para combater este

problema (Pyoréla & Taponen, 2008). No entanto, o controlo e prevencdo das mastites por
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SCN séo complicados devido a diversidade de espécies e aos diversos e diferentes fatores de
cada exploracgéo, que influenciam todo o processo da doenca (Quirk et al., 2012).

2.5.3. Coliformes
2.5.3.1 Etiologia

As mastites por coliformes sdo o0 exemplo classico de uma causa ambiental de mastite (George
et al.,, 2008), sobretudo em exploracdes onde os cuidados de higiene e limpeza séo
insuficientes (Teixeira et al., 2008). O termo “mastite por coliformes” &, frequentemente,
utilizado de forma incorreta para identificar a doenca na glandula mamaria provocada por todas
as bactérias gram-negativas. Os géneros classificados como coliformes sdo Escherichia,
Klebsiella e Enterobacter (Hogan & Smith, 2003; Radostits et al., 2007; George et al., 2008;
Morin, 2009; Lacy-Hulbert et al., 2012).

A E. coli é o agente ambiental mais prevalente nas explora¢des e, por iSso mesmo, 0 agente
ambiental que mais origina casos de mastite ambiental (Biggs, 2009; Morin, 2009). Esta
presente nas fezes, no solo e nas camas em elevada quantidade e, quando a higiene é
inadequada, aumenta exponencialmente. A ma ventilagdo e a sobrelotacdo animal podem

aumentar a prevaléncia deste agente (Biggs, 2009).

As espécies de Klebsiella sédo importantes em algumas exploracdes, sendo as espécies de
Enterobacter isoladas menos frequentemente (Morin, 2009). A Klebsiella est4 frequentemente
associada a instala¢cdes humidas e sujas, em especial a contaminagdo de camas nas quais se

utilizam materiais a base de madeira, como é o caso da serradura (Biggs, 2009).

z

A mastite por coliformes é, frequentemente, de curta duragdo, sendo que mais de metade
destas IIM tem uma duracéo inferior a 10 dias. Como resultado, a prevaléncia de IIM por
coliformes num efetivo raramente excede 1-2% e raramente s&o a causa de elevadas CCS no
leite do tanque (Smith & Hogan, 2008).

2.5.3.2. Epidemiologia

De acordo com Smith & Hogan (2008), varios estudos demonstraram de forma clara que as
bactérias coliformes séo isoladas em 30 a 40% dos casos de mastite clinica dos efetivos
leiteiros, particularmente em exploragbes onde o confinamento € permanente. O pico de
incidéncia de mastites clinicas ocorre, na maioria das explora¢g@es, imediatamente apds o parto
(Quesnell et al., 2012). A taxa de IIM é, aproximadamente, quatro vezes superior durante o
periodo seco relativamente ao periodo de lactacdo, e mais elevada nas duas primeiras
semanas do periodo seco e nas duas semanas antes do parto (Radostits et al., 2007). A
ocorréncia de novas |IM no periodo seco € um dos principais fatores que afetam a
manifestagdo de mastite clinica por coliformes no inicio da lactacdo, sendo estes casos mais

severos e associados ao periodo de imunossupresséao (Molina et al., 2013).
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2.5.3.3. Fatores de viruléncia e patogénese

Os fatores de viruléncia associados aos diferentes serotipos de E. coli incluem as adesinas, as
toxinas, a membrana celular, a capsula e a resisténcia ao sistema imunitario (Giler & Gindiz,
2007). Estes microrganismos, como todos os gram-negativos, possuem lipopolissacaridos
(LPS), também designados de endotoxinas, na membrana exterior da parede celular que,
guando em contacto com o sistema imunitario, provocam a libertagdo de potentes mediadores
pro-inflamatorios. A glandula mamaria € extremamente sensivel ao LPS e os sinais sistémicos
gue ocorrem na mastite clinica por coliformes devem-se, essencialmente, a severa resposta
inflamatéria desencadeada por estas endotoxinas (Ribeiro et al.,, 2008). As endotoxinas
induzem alterac8es severas da permeabilidade vascular e o0 aumento das células somaticas na
glandula mamaria e no leite, resultando em edema, depresséo, toxémia e outros sinais severos
tipicos de mastite aguda e hiperaguda (Radostits et al., 2007). Para além disto, as endotoxinas
originam estase ruminal e ileo, diminuindo a absorcao de célcio a nivel do intestino, podendo a
hipocalcémia ser o maior contributo para a fraqueza ou decubito em bovinos com mastite por

coliformes (George et al., 2008).
2.5.3.4. Transmisséo

O reservatorio primério das infe¢cdes por coliformes séo as fezes, a agua, o solo e a serradura,
que contaminam o canal do teto. A exposi¢cdo de quartos nédo infetados a estes agentes pode
ocorrer em qualquer altura, incluindo durante a ordenha, entre ordenhas, durante o periodo
seco e antes do parto (Radostits et al., 2007). Os procedimentos da ordenha e as lesGes na
extremidade dos tetos sdo importantes contributos para a mastite por coliformes (George et al.,
2008).

Segundo George et al (2008), as doencas metabdlicas que ocorram em simultaneo, tal como a
hipocalcémia, que causam decubito permanente do animal, aumentam a exposi¢cdo aos
coliformes ambientais. O contacto da extremidade do teto com as membranas fetais, no caso
de vacas com RMF, também pode aumentar o risco de infe¢Bes por coliformes (George et al.,
2008).

2.5.3.5. Sinais clinicos

De acordo com Smith & Hogan (2008), 80 a 90% das IIM por coliformes durante o periodo de
lactacdo originam sinais clinicos. Uma elevada proporcao dos casos esta associada a sinais
clinicos moderados e, aproximadamente, 10% resultardo em casos severos de mastite clinica
(Smith & Hogan, 2008).

Anorexia, depressdo severa, tremores, extremidades frias (especialmente as orelhas), febre
(40-42°C), agalaxia, estase ruminal e desidratacdo sdo os sinais clinicos mais comuns da
mastite hiperaguda por coliformes (Ribeiro et al., 2008, Yeiser et al., 2012). Pode ainda

observar-se edema marcado da glandula mamaéria, sinais de congestao e necrose em algumas
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regides. A secrecdo mamadria € caracteristica, alterando a sua consisténcia de aquosa para
serosa, de cor amarela, verificando-se a presenca de pequenos flocos. Em seis a oito horas
apos o inicio dos sinais, 0 animal pode apresentar-se em decubito e, nesta fase, a temperatura
corporal pode ser normal a subnormal e a desidratagdo é evidente (Radostits et al., 2007).

As complicacdes sistémicas incluem lesdes musculoesqueléticas secundarias ao decubito e
prostracdo, laminite, distdrbios metabdlicos, tais como hipocalcémia, hipocalémia e choque
com acidose lactica, e ainda, mdltiplas falhas organicas, tais como insuficiéncia renal e
hepatica agudas. A leucopenia e a neutropenia associadas a este tipo de mastite predispéem
para outras infecdes como metrite, pneumonia e infecdo noutros quartos do Ubere (George et
al., 2008). Segundo o mesmo autor, a severidade dos sinais de endotoxémia varia muito entre
0s animais com mastite por coliformes, no entanto, as infecdes por Klebsiella spp. sdo a causa

dos sinais de endotoxémia mais dramaticos e persistentes.
2.5.3.6. Diagnostico

No caso das mastites agudas e hiperagudas, a combinacdo dos sinais clinicos locais e
sistémicos é um indicador muito fidvel do diagnostico. Os sinais mais especificos de mastite por
coliformes incluem secrecdo com aspeto aquoso, quarto edemaciado e duro, taquipneia,
taquicardia, febre, fraqueza e tremores. Apesar destes sinais ndo serem absolutos, sdo ainda
mais especificos quando a vaca pertence a um efetivo que, de uma forma geral, apresenta
baixas CCS, especialmente quando o ambiente que a rodeia é himido e a higiene insuficiente
(George et al., 2008).

O hemograma também pode ser sugestivo de mastite por coliformes, uma vez que a infe¢do
aguda e a endotoxémia resultam frequentemente numa neutropenia com desvio a esquerda,
leucopenia e observam-se neutréfilos em banda (George et al., 2008). O diagnéstico definitivo
pode ser obtido através de culturas bacteriolégicas a partir de amostras de leite do quarto
afetado (Radostits et al., 2007, George et al., 2008).

2.5.3.7. Tratamento

Segundo Suojala et al. (2013), a evidéncia da eficicia do tratamento antimicrobiano de mastite
por E. coli é muito limitada, sendo que os Unicos agentes antimicrobianos para 0s quais existe
alguma evidéncia cientifica dos efeitos benéficos no tratamento da mastite por este agente séo
as fluoroquinolonas e as cefalosporinas. No caso de mastites por E. coli que apresentem sinais
clinicos leves a moderados uma abordagem sem a administracdo de antimicrobianos (com
tratamento anti-inflamatério, ordenha frequente e fluidoterapia) deve ser a primeira opcao
(Suojala et al., 2013).

No entanto, em casos severos de mastite a administracdo parenteral de fluoroquinolonas ou
cefalosporinas de terceira ou quarta geragéo, € recomendada devido ao crescimento ilimitado

de bactérias na glandula maméaria e consequente bacteriémia (Suojala et al., 2013). Segundo
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Ruegg (2010), num estudo recente realizado em dois grupos de vacas com mastites por E. coli,
observou-se que a utilizacdo de danofloxacina sistémica num dos grupos conduziu a um
aumento na eliminacdo da bactéria que resultou numa melhoria dos sinais clinicos, entre eles,
diminuicdo da temperatura corporal e melhoria do apetite. De acordo com Suojala et al. (2013),
a evidéncia da eficacia do tratamento antimicrobiano intramamario em mastites causadas por

este agente é muito limitada e, por isso, nao deve ser recomendada.

A administracéo de AINE é normalmente utilizada com a intencdo de bloquear a inflamagéo,
associada a endotoxémia. Os AINES devem ser utilizados com precaucdo por serem
potencialmente toxicos para o trato gastrointestinal e rins, sobretudo em animais muito
desidratados (George et al., 2008). Segundo Radostits et al. (2007), a administracdo de um
AINE de longa acé@o (p.ex. carprofeno) reduz a febre, a taquicardia e o edema do Ubere,
associados a endotoxémia induzida por este tipo de mastite. Yeiser et al. (2012), concluiu que
a administracdo de um AINE (flunixina-meglumina) em vacas com mastite por E. coli conduz a

um aumento da ingestdo de matéria seca, da motilidade reticulo-ruminal e da producéo de leite.

A fluidoterapia intravenosa esté indicada quando a desidratagdo é Gbvia ou quando o apetite ou
0 consumo de &gua estdo diminuidos. Solugbes equilibradas de eletrdlitos, tal como o lactato
de ringer, sdo normalmente a melhor escolha, no entanto, animais severamente afetados que
demonstram sinais de choque coincidente com acidémia requerem também terapia de
reposi¢do de bicarbonato. Para além disso, pode ser administrado calcio a todas as vacas
multiparas com mastite por coliformes devido a possibilidade de hipocalcémia clinica ou
subclinica (George et al., 2008).

2.5.3.8. Prevencéo

O controlo da mastite por coliformes & caracteristicamente dificil, incerto e frustrante. Para o
controlo das mastites causadas por estes agentes tem que ser dado énfase a prevencéo de
novas infecdes (Radostits et al., 2007) e, por esse motivo, os esfor¢cos devem concentrar-se na
reducdo da exposicdo dos tetos as bactérias coliformes durante os periodos seco e periparto
(Morin, 2009).

2.6. Controlo e prevencdo da mastite

A prevencdo da mastite € a abordagem mais importante e economicamente viavel (Ryn, 2009;
Arnold & Bewley, 2011). Os programas de controlo e prevencdo da mastite ttm como objetivo
limitar a prevaléncia das infe¢Bes e, consequentemente, diminuir os impactos econémicos na
producdo leiteira (Muller, 2002). Segundo Morin (2009), o controlo das mastites nas
exploragbes passa por: determinar quais os agentes patogénicos que estdo na sua origem,
identificar e reduzir os reservatdrios predominantes, identificar e limitar os principais fatores de

risco para a transmissédo e promover as defesas do hospedeiro.
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Um passo importante no controlo das mastites foi a criacdo do chamado plano de cinco pontos,
proposto e promovido pelo National Institute for Research in Dayring (NIRD), e posteriormente
adotado pelo NMC (Radostits et al., 2007).

O plano dos cinco pontos foi posteriormente atualizado para um plano de 10 pontos,
compreendendo a mastite contagiosa e ambiental e a monitorizacdo da mastite em geral
(Radostits et al., 2007). Assim, um programa de prevencao e controlo de mastite baseia-se nos

10 pontos fundamentais que se apresentam em seguida.
e Procedimentos de ordenha adequados

Os ordenhadores devem utilizar luvas descartaveis que devem ser mudadas, enxaguadas ou
higienizadas quando se encontrarem sujas ou removidas apdés a ordenha de um animal
infetado (NMC, 2001; Ruegg, 2004; Petersson-Wolfe et al., 2010; Arnold & Bewley, 2011). A
eliminacdo e observacdo dos primeiros trés a quatro jatos de leite de cada quarto antes de
cada ordenha deve ser uma pratica comum em todas as exploragdes, facilitando a detecéo
precoce da mastite clinica e a descida do leite (NMC, 2001; Ruegg, 2004; Teixeira et al., 2008;
Langoni, 2013).

Realizagdo apropriada de pré e pds-dipping, devendo garantir-se a cobertura adequada de
todo o teto num periodo de tempo suficiente (20-30 segundos) (NMC, 2001; Arnold & Bewley,
2011; Petersson-Wolfe & Currin, 2011; Beni¢ et al., 2012; Middleton, 2013). Segundo varios
autores, o pré-dipping reduz a incidéncia de novas IIM com agentes patogénicos ambientais em
mais de 50% (Nickerson, 2001; Miller, 2002; Smith & Hogan, 2008). Quanto ao pds-dipping, a
sua realizacdo efetiva € responsavel por uma diminui¢éo significativa das mastites contagiosas
(Muller, 2002; Arnold & Bewley, 2011).

Antes da colocacéo das tetinas, deve ser realizada a secagem efetiva dos tetos recorrendo-se
a utilizacdo de toalhas de papel individuais, limpas e secas (NMC, 2001; Zecconi, 2006; Arnold
& Bewley, 2011; Petersson-Wolfe & Currin, 2011; Beni¢ et al., 2012; Middleton, 2013). Segundo
Muller (2002), este procedimento é de extrema importancia na higienizacdo dos tetos ja que

pode reduzir em 50 a 85% os indices de novas infecgdes.

As tetinas devem ser colocadas no tempo de 90 segundos contados a partir do inicio da
preparacdo do Ubere, os deslizamentos devem ser corrigidos de forma rapida durante a
ordenha e o sistema de vacuo desligado antes de retirar as tetinas (NMC, 2001; Mdller, 2002;
Arnold & Bewley, 2011). Deve ser estabelecida uma ordem de ordenha em que os animais com
IIM sejam ordenhados por ultimo, a fim de se diminuir a possibilidade de contaminagdes
cruzadas (NMC, 2001; Muller, 2002; Zecconi, 2006; Arnold & Bewley, 2011).

e Manutencédo e uso adequado do equipamento de ordenha

A limpeza do equipamento é tdo importante quanto o maneio e a higiene da ordenha, sendo

fundamental para a qualidade do leite (Muller, 2002). A instalagdo e manutencdo do
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equipamento devem ser realizadas segundo as normas internacionais (ISO 5707) (NMC, 2001;
Miiller, 2002). Deve realizar-se a manutencdo e avaliacdo regular do funcionamento do
equipamento de ordenha e proceder-se a lavagem minuciosa e desinfecdo do mesmo apés
cada ordenha (NMC, 2001).

e Maneio efetivo da vaca seca

O objetivo do tratamento de secagem € eliminar as infegcBes presentes no momento da
secagem e reduzir o aparecimento de casos de mastite durante o periodo de secagem (Mdiller,
2002; Radostits, et al. 2007). A composicdo energética da alimentacdo deve ser reduzida na
Gltima fase da lactacao, a fim de reduzir a producao de leite. A secagem deve ser realizada de
forma abrupta, aplicando-se o tratamento de secagem a todos os quartos imediatamente apés
a ultima ordenha. Em situacdes de elevada exposicdo a agentes ambientais, utilizar um selante

de tetos interno ou externo em adig&o ao tratamento antibiotico (NMC, 2001).

E extremamente importante promover-se a otimizacdo da resposta imunitaria inespecifica
através de uma boa nutricdo adequada a vaca seca (NMC, 2001) e da suplementacdo com
vitamina E e selénio duas a trés semanas antes do parto (Petersson-Wolfe et al. 2010). A
otimizagdo da imunidade especifica, através da vacinacdo, € também uma medida
complementar util no controlo de mastites por coliformes e por S. aureus (NMC, 2001, Mdiller,
2002; Smith & Hogan, 2008; Biggs, 2009; Schukken et al., 2014; Bradley et al., 2015).

e Maneio adequado da mastite clinica durante a lacta¢&o

Os casos de mastite clinica devem ser tratados imediatamente, sob orientagdo do médico
veterinario (Muller, 2002). Deve ser desenvolvido e implementado um protocolo de tratamento
de mastite clinica adequado ao efetivo e as diversas opgdes de custo do tratamento devem ser
ponderadas cautelosamente. E importante que se recolha uma amostra de leite para cultura,
antes do tratamento, para que o0s antibiogramas possam ser utilizados num momento
apropriado (NMC, 2001; Mdller, 2002).

O regime terapéutico aplicado deve ser apropriado, utilizando medicamentos de acordo com o
protocolo. Antes de se realizar o tratamento, deve-se desinfetar o teto com germicida e a ponta
do teto com algoddo embebido em alcool. Na infusdo dos antibiéticos intramamarios, utilizar
uma dose Unica pelo método de insercdo parcial (NMC, 2001). As vacas tratadas devem ser
identificadas com precisdo e registar todos os tratamentos. Quando necessario, apds o
tratamento de um caso de mastite clinica, e depois de cumprido o intervalo de seguranca
recomendado, testar o leite para a presenca de residuos antes da sua expedi¢do (NMC, 2001).
As infe¢Bes crénicas ndo responsivas ndo devem ser tratadas (NMC 2001; Miller, 2002;
Ruegg, 2010).
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e Manutencdo da biosseguranca para agentes contagiosos e identificacdo dos

animais com infe¢cdes crdnicas

Antes da aquisicdo de novos animais devem ser requisitados os dados referentes as CCS
individuais e do tanque da exploracdo de proveniéncia e, sempre que possivel, deve analisar-
se bacteriologicamente, de modo individual, o leite dos animais a adquirir. Ja na exploracao, os
animais adquiridos devem ser mantidos e ordenhados em separado, até que se comprove 0
seu estado de sanidade (NMC, 2001; Arnold & Bewley, 2011). Os animais cronicamente
infetados com S. aureus ou com microrganismos ndo responsivos a antibiéticos devem ser

identificados e eventualmente optar-se pelo seu refugo (NMC, 2001; Arnold & Bewley, 2011).
e Manutengdo de um ambiente limpo, seco e confortavel

A manutenc¢do dos animais em ambientes limpos, secos e confortaveis visa, em primeiro lugar,
minimizar os problemas relativos as mastites ambientais, tendo no entanto, um reflexo indireto
nas taxas de mastite contagiosa. Animais com Uberes sujos exigem maiores cuidados na

preparacao pré-ordenha (Miller, 2002).

Uma vez que muitos casos de mastite tém origem no periodo pré-parto, a higiene dos locais de
parto € um aspeto muito importante. Em regimes de pastoreio permanente as pastagens bem
drenadas, sem grandes acumulacdes de agua e lamas, sado preferiveis como locais de parto
(Petersson-Wolfe et al. 2010). Para além dos aspetos relativos a higiene é importante
assegurar uma dimenséo e concecdo corretas das camas, espacos livres suficientes para o
numero de animais na exploracédo e assegurar o bom funcionamento do sistema de ventilacédo
(NMC, 2001 Radostits et al., 2007; Morin, 2009).

O controlo de insetos € um aspeto muito importante uma vez que estes causam traumatismos
nas extremidades dos tetos e disseminam as bactérias entre vacas (Biggs 2009; Arnold &
Bewley, 2011; Beni¢ et al., 2012). Por fim, apds a saida da sala de ordenha, os animais devem
ter alimento disponivel na manjedoura, a fim de se assegurar que se mantém em estagéo no

periodo imediatamente a seguir a ordenha (NMC, 2001; Biggs, 2009, Langoni, 2013).
e Manutencédo de um bom sistema de registos

Os registos devem incluir informacg8es importantes como o registo da CCS individual a fim de
se obterem indicacdes das prevaléncias e incidéncias de mastites subclinicas na exploracao e,
para cada caso de mastite clinica, a identificacdo da vaca, a data em que a mastite foi
detetada, os dias de lactacdo, qual(ais) o(s) quarto(s) infetado(s), o numero e tipo de
tratamentos, resultado dos tratamentos e o0 agente patogénico causador, caso se tenha
realizado cultura bacteriolégica. Estes registos constituem informacdes necesséarias a
monitorizacdo das condi¢cdes sanitarias do Ubere e a tomada de decisGes especificas
relativamente a cada caso (NMC, 2001; Wenz, 2004; Radostits et al. 2007).
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e Monitorizacdo da saude do Ubere

E importante aderir a um programa de CCS individuais ou recorrer a outros métodos para
monitorizar as infecdes subclinicas. Devem realizar-se regularmente culturas bacteriolégicas
dos casos clinicos e das vacas com CCS elevadas. Monitorizar a salde do Ubere do efetivo
através do contraste leiteiro. As taxas de mastite clinica e a sua distribuicdo devem ser
calculadas com regularidade, tendo especial atencdo as IIM nas novilhas. Por fim, deve
recorrer-se as CCS e aos registos de mastite clinica para avaliar os protocolos de tratamento e

tomar decis6es importantes (NMC, 2001).
¢ Reviséo periédica do programa de controlo

E conveniente requerer avaliagdes objetivas do médico veterinario e de pessoas ligadas a
inddstria leiteira. A utilizacdo de uma abordagem passo a passo e de um formulario standard
pode ser util. Nesta revisdo, deve ter-se em conta toda a equipa da exploragdo — o médico

veterinario, o produtor, os trabalhadores, o pessoal da ordenha e os consultores (NMC, 2001).
e Estabelecimento de metas para a saude do Ubere

Devem ser estabelecidas metas realistas para a média da CCS e para a taxa de mastite clinica.
A revisdo dos objetivos deve ser feita regularmente pela equipa de trabalho e deve dar-se

prioridade a mudancas de gestdo a fim de se atingirem as metas estabelecidas (NMC, 2001).

2.6.1. Papel da vacinagcdo na prevencdo das mastites por Staphylococcus spp. e

coliformes

Muitas estratégias de prevencao tém sido aplicadas a fim de minimizar a incidéncia da mastite
bovina, entre as quais, a otimizacdo dos procedimentos e da higiene da ordenha, terapias
antimicrobianas, vacinagbes, separacdo das vacas problema e refugo dos animais
persistentemente infetados. No entanto, as mastites continuam a ser uma importante doenca
nas exploracbes leiteiras, dai que a reducdo na severidade dos sinais clinicos, em caso de
mastite, e a obtencdo de uma mais rapida eliminacdo das infecdes j& estabelecidas sejam de
grande valor para os produtores (Cha et al., 2011; Schukken et al., 2014).

As vacinas de prevencao da E. coli contém a estirpe J5 desta bactéria, inativada, o que resulta
na producdo de anticorpos contra a componente uniforme de LPS da membrana externa das
bactérias gram-negativas, que é responsavel pela severidade da sintomatologia associada aos
casos de mastite hiperaguda por E. coli (Piepers, 2014). A eficacia desta vacina foi
demonstrada através de estudos que concluiram que a imunizagdo com a bacterina J5 reduz a
severidade da sintomatologia local e sistémica associada as mastites causadas por E. coli
(Wilson et al., 2007; Schukken et al., 2011). Molina et al. (2013) concluiram que a vacinagao
com E. coli J5 demonstrou ser eficaz em reduzir a prevaléncia de IIM no pds-parto, bem como
a ocorréncia e intensidade dos casos clinicos de mastite, causados por E. coli, nos primeiros

100 dias de lactacéo.
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A eficacia da vacinacéo para prevencao de S. aureus e SCN tem um conceito muito diferente
da eficacia de vacinagéo para a E. coli. Enquanto no caso da vacina da E. coli & expectavel a
reducdo da severidade da infegdo, no caso do S. aureus e SCN a vacina é particularmente
importante quando os resultados da vacinacdo promovem a reducdo da incidéncia e da
duracdo da infecdo (Schukken et al., 2014). A vacina para prevencdo das mastites por S.
aureus € composta por uma bacterina de estirpes de S. aureus com componentes particulares
da parede celular, tais como exopolissacaridos, que estédo envolvidos no fenétipo de biofilme
dos S. aureus e Staphylococcus epidermidis (Piepers, 2014; Schukken et al., 2014).

Os resultados de dois estudos internacionais recentemente publicados (Schukken et al., 2014,
Bradley et al., 2015), nos quais foi testada a eficacia de uma vacina multivalente (Startvac®,
Hipra) no controlo da mastite, evidenciaram uma redugédo efetiva da incidéncia e duracao de
IIM por S. aureus e SCN, uma maior hipétese de cura de [IM causadas por estes agentes, uma
reducéo da severidade das mastites agudas por coliformes e, consequentemente, um aumento
da producdo de leite em animais vacinados relativamente aos que ndo foram vacinados
(Schukken et al., 2014, Bradley et al., 2015). Segundo Schukken et al., (2014), a eficacia da
vacinagdo pode variar com as diferentes préaticas de maneio das exploracdes, assim como com
a idade dos animais, particularmente no caso do S. aureus, sendo 0s animais em primeira
lactacao aqueles em que se verificam melhores resultados relativamente a animais com trés ou
mais lactacdes. Os autores referem ainda que a vacinacdo ter4 que ser combinada com
procedimentos de ordenha muito bons, refugo dos animais infetados entre outros
procedimentos, para que se reduza efetivamente a incidéncia e durac@o da infecdo por S.
aureus (Schukken et al., 2014).

2.7. Impacto econémico

A mastite bovina € um problema sério em exploracdes leiteiras de todo o mundo, sendo uma
das doencas mais frequentes e mais dispendiosas. No entanto, os custos das mastites sdo
frequentemente subestimados pelos produtores, o que pode muitas vezes resultar da

dificuldade de reconhecimento de todos os componentes do custo total (Heikkila et al., 2012).

As mastites estdo associadas a prejuizos que podem ser de natureza direta ou indireta. Os
custos de natureza direta incluem despesas com tratamentos (assisténcia médico-veterinéria e
terapia), mao-de-obra, quantidade de leite rejeitado (durante o periodo de tratamento e no
intervalo de seguranca), reducdo na quantidade e qualidade de leite produzido (Petrovski et al.,
2006; Nielsen, 2009) e ainda, custos associados aos casos fatais e aos casos repetidos de
mastite. Em muitos casos, 0s prejuizos de natureza direta séo as Unicas despesas das quais 0s

produtores se apercebem (Petrovski et al., 2006).

Os custos indiretos sdo aqueles que nem sempre sdo evidentes para o produtor de leite sendo,
por isso, referidos como despesas ocultas (Nielsen, 2009). A educacdo dos produtores

relativamente a estes custos é necessaria e importante uma vez que o desconhecimento das
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perdas indiretas pode ser a raz&o para a dificuldade de implementacdo de medidas de controlo
na exploracdo (Petrovski et al., 2006). Os custos indiretos incluem a reducé@o da producédo e
qualidade do leite, recidivas durante a lactacdo, aumento da predisposicao a outras doencas,
aumento do risco de refugo, elevadas taxas de substituicdo e perda do potencial genético. No
que se refere as mastites subclinicas, os prejuizos indiretos referem-se a efeitos no efetivo
leiteiro (fonte de infecdo para outras vacas, aumento da incidéncia de mastites clinicas e
reducdo da produgéo), penalizagdo financeira por alteragdo da qualidade de leite, elevada
CCS, presenga de microrganismos no leite e pelo aparecimento de residuos antibidticos no
leite (Biggs, 2009).

As perdas sao diretamente proporcionais a percentagem de quartos infetados com mastite

(tabela 14), tendo em consideracgédo o efetivo animal em producao (Teixeira et al., 2008).

Tabela 14. Prevaléncia estimada de infe¢es no efetivo e perdas de producéo associadas a
elevadas CCS no leite do tanque (NMC, 1996 citado por Schroeder, 2012).

CCS/mL no tanque Quartos infetados (%) Perda na producao (%)
200.000 6 0
500.000 16 6
1.000.000 32 18
1.500.000 48 29

CCS - contagem de células somaticas

3. Trabalho experimental
Fatores de risco associados a prevaléncia de Staphylococcus spp. e coliformes no leite
do tanque de explora¢des dailha de Sdo Miguel, Acores

3.1. Introducéo

A mastite bovina afeta uma elevada proporgdo de animais em todo o0 mundo e continua a ser a
principal causa de perdas financeiras para a indUstria leiteira (Piepers, 2014; Bradley et al.,
2015) e um grande desafio para os produtores de leite, existindo ainda um elevado numero de
explorac6es com niveis inaceitaveis da doenca (Bradley et al., 2015). A ocorréncia de mastite é
complexa e é causada por trés fatores principais: exposi¢do ao microrganismo, mecanismos de
defesa do animal e fatores relacionados com o ambiente e o0 maneio (Zadoks et al., 2001). O
conhecimento da prevaléncia e distribuicdo dos agentes patogénicos causadores de mastite,
bem como dos fatores de risco que estéo associados a ocorréncia de mastite, sdo cruciais para
o0 desenvolvimento de medidas preventivas que promovam o controlo da disseminacao da
doenca (Zadoks et al., 2001; Riekerink et al., 2010).

A andlise e a monitorizacdo do leite do tanque numa exploracéo leiteira € um método util e
eficiente para avaliagdo da qualidade do leite produzido na exploracédo (Cicconi-Hogan et al.,
2013). A cultura bacteriolégica das amostras de leite foi durante muitos anos o método de
eleicdo para a identificagdo de agentes patogénicos causadores de mastite. Uma vez que a

sensibilidade de uma Unica cultura bacterioldgica realizada a partir de uma amostra de leite do
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tanque é limitada, os métodos moleculares tém sido sugeridos a fim de incrementar a
sensibilidade da detecdo de agentes patogénicos intramamarios. Os métodos de PCR, em
particular, tém sido cada vez mais utilizados no diagndstico da mastite (Katholm et al., 2012).
Taponen et al. (2009) concluiu que a PCR em tempo real pode resultar num diagnostico
bacteriol6gico para, aproximadamente, metade dos casos em que os resultados das culturas

bacterioldgicas séo negativos.

A economia dos Acores é baseada na agropecuaria, sendo a producao leiteira e os lacticinios o
mais importante sector econémico, o qual emprega cerca de 17,6% da populacdo ativa total
(Pinto, 2010). Existem atualmente cerca de 51.684 bovinos de aptidéo leiteira na ilha de S&o
Miguel (SDASM, 2014) e, no ano de 2014, foram entregues nas fabricas do arquipélago dos
Acores 579 154 841 litros de leite, dos quais 377 241 220 litros foram produzidos na ilha de
Sao Miguel (SREA, 2015). A grande maioria das exploracdes de bovinos leiteiros nos Agores
sdo normalmente fragmentadas e dispersas em pequenas parcelas de pastoreio (Pinto, 2010).
Uma vez que 0s animais estdo permanentemente na pastagem e a ordenha é realizada
recorrendo a maquinas de ordenha méveis, este € um sistema com praticas de maneio muito

particulares e caracteristicas.

Os objetivos deste estudo foram os seguintes: (1) determinar a prevaléncia de Staphylococcus
aureus, Staphylococcus coagulase-negativos e coliformes em 100 exploracdes da ilha de Séo
Miguel, detetados recorrendo a técnica PCR em tempo real a partir de amostras colhidas no
tanque do leite, (2) avaliar a correlacdo entre as praticas de maneio aplicadas neste sistema de
producdo e as prevaléncias encontradas para estes agentes, (3) avaliar a influéncia destes
agentes na contagem de células sométicas no leite do tanque das explora¢cdes onde foram
detetados, (4) identificar quais os fatores que mais significativamente contribuem para a
ocorréncia destes agentes no tanque do leite a fim de futuramente se melhorarem e

implementarem planos de controlo de mastites adequados.
3.2. Materiais e métodos
3.2.1. Amostragem

Para este estudo foram consideradas 345 exploraces leiteiras, que correspondem a cerca de
12.000 vacas em lactacdo, localizadas na ilha de Sao Miguel, Acores, e pertencentes a

associados da AJAM.

Para que a amostragem abrangesse toda a ilha, procedeu-se a divisdo da mesma em 8 regides
diferentes - Nordeste, Povoacédo, Vila Franca do Campo, Lagoa, Ribeira Grande/Lomba da
Maia, Ponta Delgada, Arrifes e Sete Cidades — e, em cada uma destas regifes, selecionaram-
se, no minimo, 25% das exploragfes leiteiras de acordo com a sua dimensédo e préticas de
maneio aplicadas (tabela 15). Devido ao facto de a totalidade das exploragBes pertencerem a
associados da AJAM, todas as explora¢cfes foram visitadas em variadas ocasifes durante o

periodo de Fevereiro a Junho de 2014 no dmbito do acompanhamento dos servicos médico-
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veterinarios, o que permitiu ir conhecendo cada exploragdo, sobretudo no que se refere a
procedimentos de ordenha e outros aspetos do maneio higiénico e sanitario.

No total, foram selecionadas para este estudo 100 exploracdes, 0 que corresponde a cerca de
6065 vacas em lactacdo, e em 95% destas exploracdes era praticado um sistema de pastoreio
permanente. O tamanho dos efetivos das exploracdes incluidas no estudo variou entre as 20 e

as 260 vacas em lactacdo

Tabela 15. Nimero de explorag8es por regido nas quais foram recolhidas amostras de leite.

Exploracdes associadas AJAM

Regiao Numero total Selecionadas

Nordeste 35 10
Povoacao 30 8
Vila Franca do Campo 20 6
Lagoa 26 8

Ribeira Grande/Lomba da Maia 39 11
Ponta Delgada 79 20

Arrifes 86 27

Sete Cidades 30 10

Total 345 100

3.2.2. Recolha de amostras

Para a colheita das amostras, cada exploracdo foi visitada durante o decorrer da ordenha da
manhd ou da tarde e, em cada exploracéo, foi recolhida no final da ordenha, uma amostra de
30 mL de leite do tanque, ap6s homogeneizacdo. Para a colheita assética das amostras
utilizaram-se frascos estéreis, abertos apenas no momento da colheita e fechados e
identificados logo de seguida. As amostras foram transportadas em mala de transporte
isotérmica e mantidas a uma temperatura entre 2 e 6°C, até ao seu processamento, efetuado
no mesmo dia da colheita, com um intervalo maximo de seis horas entre a colheita e 0
processamento. Em cada uma das 100 exploracdes envolvidas no estudo recolheu-se uma

amostra de leite do tanque, perfazendo um total de 100 amostras.
3.2.3. Inquéritos

Com o objetivo de avaliar todas as exploragdes envolvidas no estudo, efetuou-se um
questionario (anexo 1) elaborado para avaliacdo das observagdes feitas no decorrer da ordenha
e das respostas dos produtores a varias questdes relacionadas com o maneio e que podem,
segundo a literatura cientifica consultada, constituir fatores de risco para a ocorréncia de
mastites por S. aureus, SCN, E. coli e outras bactérias coliformes (COL). Assim, consideraram-
se cinco grupos principais: 1) higiene dos procedimentos da ordenha (higiene da ordenha,
higiene do Gbere/tetos, higiene das caudas, utilizacdo de luvas, pré-dipping, secagem dos tetos
antes da colocacdo das tetinas, eliminacdo dos primeiros jatos de leite, higiene das tetinas
entre a ordenha de cada vaca, pés-dipping e ordenha das vacas com mastite no final); 2)

maquina de ordenha e tanque do leite (maquina de ordenha mével, utilizacdo de agua quente
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no ciclo de lavagem da maquina de ordenha e tipo de tanque do leite); 3) periodo de vaca seca
(método de secagem, aplicacdo de tratamento de secagem a todas as vacas, tratamento de
secagem de acordo com ATB, aplicacdo de selantes e separacdo das vacas secas); 4)
diagndstico e tratamento da mastite (implementacdo de contraste leiteiro, realizacdo de TCM,
realizacdo de antibiograma (ATB) antes do tratamento, assisténcia veterinaria e realizacéo e
manutencdo de registos de tratamentos); e 5) maneio dos vitelos (ingestdo do colostro por

amamentacgdo direta, administracio de colostro e substituicdo do efetivo).

Todos os inquéritos foram preenchidos pela mesma pessoa e, desta forma, as avaliacdes em
alguns dos pontos foram realizadas sempre com o mesmo critério. No que se refere as
instalacoes, a classificacdo da ventilacao foi realizada por meio da avaliacdo da temperatura e
da humidade no interior das instala¢gdes. O nimero e higiene dos bebedouros classificaram-se
por observacdo do numero de bebedouros disponiveis (no minimo dois pontos de
abeberamento de dimensBes adequadas por grupo de 10 animais) e das condi¢bes de higiene
em que se encontravam (acumulacdo de sedimentos de alimento, camas, fezes). Apesar de
inicialmente terem sido incluidos no inquérito, nenhum dos aspetos relacionados com as
instalacdes foi tido em conta neste estudo devido ao nimero muito baixo de exploracdes em

que era praticado um sistema de estabulacgéo.

A higiene da ordenha classificou-se em elevada, média ou baixa tendo em conta as condi¢bes
de higiene de todos os equipamentos utilizados na ordenha, a manutencgéo da higiene da sala
de ordenha durante o decorrer da mesma e ainda, a higiene e rigor com que eram realizados
todos os procedimentos. Relativamente a higiene dos animais, as classificacdes foram
realizadas com base no sistema utilizado por Ruegg (2004). Assim, no caso dos Uberes sujos
(grau 4) a sua higiene classificou-se em “baixa”, moderadamente sujos (grau 3) a higiene
classificou-se em “média” e para os Uberes limpos (grau 1 a 2) a higiene foi classificada em

“elevada”.

No que se refere ao tipo de tanque do leite, a opgdo “ambos” refere-se as exploragdes que
possuiam ambos os tipos de tanque de leite: tanques modveis (ndo refrigerados) e tanques
refrigerados. Nestes casos, o produtor recolhe o leite em primeiro lugar para o tanque mével
(n&o refrigerado) sendo este transportado, apés o final de cada ordenha, até a exploracdo onde
é transferido para o tanque refrigerado. A limpeza do tanque foi classificada em insatisfatoria

nos casos em que estes se encontravam em condi¢des de higiene visivelmente inadequadas.

O registo da CCS do tanque foi efetuado na visita para recolha das amostras, com base na

média dos trés Ultimos registos mensais enviados pela industria leiteira aos produtores.

Sempre que possivel preencheram-se os questionarios durante as visitas para recolha das
amostras e, quando ndo foi possivel, procedeu-se ao preenchimento dos mesmos nos dias

imediatamente apos o dia da colheita. Apés a realizacao da totalidade dos inquéritos, todos os

65



dados obtidos nos questiondrios foram inseridos numa base de dados criada no programa

Excel® (versdo 2007) a fim de, posteriormente, se proceder & sua andlise.
3.2.4. Processamento das amostras

Todas as amostras foram processadas no proprio dia da colheita, tendo sido utilizados, para
este efeito, kits Startcheck®, de acordo com as instrucdes do fabricante. O Startcheck® (HIPRA,
Amer, Espanha) é uma ferramenta de diagndstico complementar recentemente criada pelos
laboratérios HIPRA para detecdo dos principais agentes causadores de mastite — S. aureus,
SCN, E. coli e COL — em amostras de leite do tanque. O teste consiste numa matriz de celulose
- cartdo FTA® - no gual as amostras sao inoculadas e fixadas. No préprio cartédo FTA® esta
assinalado um circulo, identificado para inoculacdo de leite do tanque. No centro do circulo
foram inoculados 250ul da amostra recorrendo a utilizagdo de uma pipeta estéril, fornecida
juntamente com o teste. Todo o procedimento foi realizado utilizando luvas. Antes das
inoculacdes o Startcheck® foi devidamente identificado com o nome da exploragdo a qual
pertencia a amostra nele inoculada e preenchida a ficha de requisicdo de andlise que
acompanha o teste. Apds um periodo de secagem, de cerca de uma hora, o teste foi colocado

dentro de uma bolsa de fecho hermético juntamente com um agente conservante.

Por fim, os testes foram colocados em envelope juntamente com a ficha de requisicdo de
analise e enviados por correio para os laboratérios Diagnos Laboratory (Hipra) em Amer,
Girona, Espanha. Todas as amostras foram testadas para a presenca de S. aureus, SCN, E.

coli e outras bactérias coliformes através da realiza¢cdo de PCR multiplex em tempo real.

Os resultados da PCR provenientes do laboratério apresentaram-se classificados em negativo
ou em diversos graus de positividade: +, ++ ou +++, de acordo com o numero de ciclos de
amplificacéo (cycle threshold (Ct) da PCR: classificaram-se em + quando o Ct foi superior a 27
e inferior a 37, ++ se o Ct foi superior a 17 e inferior a 27 e, por ultimo, em +++ nos casos em
que o Ct foi inferior a 17. Desta forma, para cada agente bacteriano, foram consideradas

positivas as amostras cujo namero de ciclos foi inferior a 37.
3.2.5. Anédlise estatistica

A analise estatistica teve como objetivos avaliar a influéncia dos agentes em estudo- S. aureus,
SCN, E. coli e COL - na contagem de células somaticas no tanque e identificar quais os fatores

em estudo significativamente associados a prevaléncia destes agentes no leite do tanque.

Na analise descritiva considerou-se, além da descricdo da percentagem das exploracdes
positivas a cada agente, o seu intervalo de confianga (IC) de 95%. Utilizou-se o teste do qui-

quadrado para comparar diferentes percentagens entre si.

Cada variavel dependente (agente microbiano) foi testada independentemente das restantes.
Na categorizagdo das variaveis independentes, e de acordo com o nimero de opc¢des em cada

resposta no inquérito, foi atribuido a cada fator uma letra: N (ndo), S (sim) ou A, B, C ou D.
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Os resultados da PCR no tanque do leite para cada agente constituiram as variaveis
dependentes. Para efeitos da andalise por regressdo logistica, os resultados foram
transformados em variaveis nominais: 0 ou 1 quando negativas ou positivas, respetivamente.
Para isso, cada um dos resultados da PCR respeitantes a cada um dos agentes em estudo
foram classificados em negativo (0) ou positivo (1), independentemente da classificacdo inicial

deste Ultimo em +, ++ ou +++.

Foram utilizadas regressoes logisticas univariadas e calculados os respetivos odds ratios e,
para este efeito, foram considerados os Likelihood ratio tests e cada modelo/efeito foi
considerado positivo para um nivel de significancia de P <0,05. As analises estatisticas foram

realizadas recorrendo ao programa estatistico JMP®, versdo7.

Tentou-se ainda construir um modelo final de regressédo logistica multivariada através do
método descrito por Hosmer and Lemeshow (1989). Embora se tivesse inicialmente usado um
nivel de significancia de P <0,25 ou P <0,05 para selecéo de variaveis independentes, ndo foi
possivel construir este modelo, provavelmente devido ao tamanho relativamente pequeno da

amostra e/ou a contaminacéao do leite por fatores de natureza diversa.
3.3. Resultados
3.3.1. Resultados descritivos dos inquéritos

A realizagdo dos inquéritos durante as visitas as exploracdes em estudo permitiu obter os
dados em bruto relativos aos aspetos de maneio produtivo e higio-sanitario de cada

exploracdo, expressos seguidamente.
3.3.1.1. Contagem de células somaticas

As CCS no tanque foram < 150.000 células por mililitro (céls/mL) em 12% das explora¢des,
>150.000 e <250.000 céls/mL em 47%, >250.000 e <400.000 céls/mL em 36% e >400.000

céls/mL em 5% (gréfico 3).

47,0%
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36,0%
40% m 9% Exploracdes
30%
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20% 12.0%
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0%

<150.000 >150.000 e >250.000 e >400.000
<250.000 <400.000

Grafico 3. Distribuicdo das explora¢des segundo a sua contagem de células somaticas (CCS)
no leite do tanque.
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3.3.1.2. Higiene dos procedimentos da ordenha

Em 47% das exploragbes a higiene dos Uberes/tetos classificou-se em “elevada” e 12%
obtiveram esta classificacdo para o estado de limpeza das caudas, tendo as restantes obtido

classifica¢bes inferiores em ambos os parametros.

Quanto a higiene da ordenha, 34% das explora¢des obtiveram uma avaliagéo de “elevada”, em
11% a classificacao foi “baixa” e nas restantes 55% “média”. Em apenas 19% das exploracdes

os ordenhadores utilizavam luvas durante a ordenha.

Na preparacéo dos Uberes observou-se que em 27% se realizava pré-dipping e 35% realizava
a secagem dos tetos antes da colocacgéo das tetinas. A eliminagéo dos primeiros jatos de leite
de cada quarto antes da ordenha era realizada em 83% das exploragfes e 86% realizava pos-

dipping. A higiene das tetinas entre vacas ordenhadas era efetuada em 34% das exploracdes.

Relativamente a ordem da ordenha, somente uma exploracéo realizava a ordenha por grupos
(vacas recém-paridas, vacas de alta producéo, vacas de média e baixa producdo, vacas com
CCS elevadas, com mastite e/ou em tratamento), em 60% das exploragbes as vacas com
mastite clinica eram ordenhadas sem ordem especial, ou seja, aleatoriamente, e 39%

ordenhava-as no final (gréafico 4).
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Gréfico 4. Fatores em estudo relacionados com a higiene dos procedimentos da ordenha e
respetiva percentagem de exploracdes onde foram verificados.

3.3.1.3. Maquina de ordenha e tanque do leite

Em 51% das explorac¢des as ordenhas eram moveis e 37% utilizavam agua quente no processo

de lavagem das méaquinas de ordenha. Apenas 35% das exploracdes possuiam tanque de leite
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refrigerado, 60% das exploragBes possuiam tanque mével (ndo refrigerado) e os restantes 5%

possuiam ambos os tipos de tanque (grafico 5).

= % Exploracdes
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Ordenha moével Utilizagdo de 4gua  Tanque leite Tanque leite
guente na refrigerado moével
lavagem da
magquina ordenha

Grafico 5. Percentagem de exploragbes onde se verificou a utilizacdo de ordenhas moveis, de
agua quente na higienizagdo da maquina e de tanques de leite moéveis e refrigerados.

3.3.1.4. Periodo de vaca seca
Observou-se, como expresso no grafico 6, que em 54% das exploragbes a secagem era
realizada de forma abrupta, em 97% era aplicada terapia de secagem em todas as vacas e em
apenas 5% o tratamento de secagem era aplicado em fun¢&o do antibiograma. Apenas 5% dos
produtores recorria a aplicacao de selantes. Em 64% das exploragBes as vacas secas eram

separadas das vacas em lactacéo.
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Grafico 6. Fatores em estudo relacionados com o periodo de secagem das vacas e respetiva

percentagem de exploracdes onde foram verificados. ATB — antibiograma.
3.3.1.5. Diagnéstico e tratamento das mastites

Relativamente ao diagnéstico de mastites, 85% das explora¢fes utilizavam TCM para detecdo
de mastites, sendo que em 71% das exploracdes este ndo era realizado de forma periddica
mas unicamente quando se suspeitava de mastite. Constatou-se que em 20% das exploracdes

se realizava periodicamente o contraste leiteiro.
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Em 16% das exploracBes realizava-se antibiograma antes do tratamento das mastites e em

apenas 28% se realizavam registos dos tratamentos efetuados. Em 23% das exploracdes o

primeiro procedimento apds detecdo de mastite era a solicitacdo da assisténcia veterinaria

(grafico 7). Constatou-se que apenas um entre os 100 produtores vacinava o seu efetivo para

prevencao de mastites, sendo a Startvac® (HIPRA, Amer, Espanha) a vacina utilizada por este

produtor.
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Grafico 7. Fatores em estudo relacionados com o diagndstico e tratamento das mastites e
respetiva percentagem de exploragdes onde foram verificados. TCM — teste californiano de

mastites; ATB — antibiograma.

3.3.1.6. Maneio dos vitelos

Tal como se pode observar no grafico 8, em 33% das exploragbes os vitelos ingeriam o

colostro por amamentacdo direta e em 69% a administracdo do colostro era realizada pelo

produtor. A substituicéo do efetivo com animais nascidos na exploragéo era realizada em 91%

das exploragdes.
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Grafico 8. Fatores em estudo relacionados com o0 maneio dos vitelos e respetiva percentagem

de explorac¢des onde foram verificados.
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3.3.2. Analise descritiva dos resultados da PCR

Na tabela 16 podem observar-se as diferentes percentagens de detecdo bacteriana de acordo
com os resultados da PCR enviados pelo laboratério.

Tabela 16. Percentagem de exploragfes negativas e positivas a PCR para cada agente, nas
amostras de leite do tanque, e seus intervalos de confianga (IC) de 95% (n=100).
Percentagem de exploracdes e IC 95%

Resul
CENIELD S. aureus SCN E. coli Qutros
coliformes
Neaative 41.0% _ 25.0% 65.0%
9 (31,9 — 50,8%) (17,5—34,3%) (55,3 - 73,6%)
(+)
12.0% 21.0% 6.0%
>27<3TC 70— 19,8%) ] (142 - 30,0%) (2,8 — 12,5%)
Positivo (++) 42,0% 89,0% 40,0% 15.0%
>17 <27 Ct ’ ’ ' '

(32,8-51,8%) (81,4—93,7%) (30,1—49,8%) (9,3 - 23,3%)

(+++) 5,0% 11,0% 14,0% 14,0%
<17 Ct (2,2 - 11,2%) (6,3 — 18,6%) (8,5-22,1%) (8,5-22,1%)
Ct — cycle threshold; IC 95% - intervalo de confianca de 95%; SCN — Staphylococcus coagulase
negativos.

Da andlise dos resultados enviados pelo laboratério constatou-se que, no total, S. aureus foi
detetado em 59% (IC 95%: 49,2 — 68,1%) das amostras, SCN foi detetado em 100% (IC 95%:
96,3 — 100,0%) das amostras, E. coli e outros coliformes foram detetados em 75% (IC 95%:
65,7 — 82,5%) e 35% (IC 95%: 26,4 — 44,8%) das amostras, respetivamente (grafico 9).

Das amostras positivas, 79,7% (47/59) foram simultaneamente positivas a S. aureus e E. coli e
42,4% (25/59) a S. aureus e COL. E. coli e outras bactérias coliformes foram detetadas em
simultdneo em 38,7% (29/75) das amostras. Em 22% (22/100) das exploragbes foram

detetados concomitantemente todos os agentes em estudo.
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100% T

80%
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100,0%

40%
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BS, aureus ®SCN ®E. coli mCOL

Grafico 9. Prevaléncia de S. aureus, SCN, E. coli e COL no tanque de exploracdes da ilha de
S&o Miguel (n=100). As barras de erro correspondem aos intervalos de confianca de 95%.
SCN - Staphylococcus coagulase negativos; COL — outros coliformes.
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3.3.3. Influéncia dos agentes estudados na contagem de células somaticas no

tanque

Observou-se um efeito significativo do S. aureus na CCS no leite do tanque (P <0,001). Assim,
exploracfes cujas CCS foram >150.000 e <250.000 céls/mL tiveram uma probabilidade 6,2
(OR; P =0,03) vezes superior de ser detetado S. aureus no leite do tanque relativamente a
exploragbes onde as CCS foram < 150.000 céls/mL. Para exploracdes cujas CCS foram
>250.000 e <400.000 céls/mL e exploragbes cujas CCS foram >400.000 céls/mL, estas
probabilidades foram de 13,0 (OR; P <0,01) e 46,2 (OR; P =0,02), respetivamente (tabela 17).

Relativamente aos restantes agentes, E. coli e COL, nao foi observado um efeito significativo

dos mesmos sobre a CCS no leite do tanque (P = 0,07 e P = 0,50, respetivamente).

Tabela 17. Percentagem de exploracdes positivas a S. aureus no leite do tanque, OR e
respetivos IC 95% de acordo com a CCS no tanque.

Explorac6es

CCS tanque (céls/mL) . Odds ratio IC 95% Valor P
positivas (%)
<150.000 16,7% (2/12) Referéncia - -
>150.000 e <250.000 55,3% (26/47) 6,2 12-314 0,03
>250.000 e <400.000 72,2% (26/36) 13,0 24-70,1 0,003
> 400.000 100% (5/5) 46,2 1,9-1141 0,02

CCS - contagem de células sométicas; IC 95% - intervalo de confianca de 95%.
3.3.4. Efeito dos fatores estudados para cada agente

Foram varios os fatores de risco que demonstraram uma correlacéo significativa com a detecao
de S. aureus e COL no leite do tanque. Relativamente a E. coli, nenhum dos fatores foi
significativo. No que se refere aos SCN, a sua detecdo em 100% dos tanques impossibilitou

qualquer analise relativamente ao efeito dos fatores estudados sobre este agente.
3.3.4.1. Staphylococcus aureus

Tal como expresso na tabela 18, dos procedimentos da ordenha, a utilizagéo de luvas durante
a ordenha, a realizacdo de pré-dipping e a secagem dos tetos com toalha de papel antes da
colocagdo das tetinas revelaram estar significativamente (P <0,05) associados a presenca
deste agente no tanque do leite. No que se refere a higiene, a higiene da ordenha, a higiene do
Ubere/tetos e a higiene das caudas foram fatores de risco significativos (P <0,05). Constatou-se
ainda a associacao significativa (P <0,05) da ordem da ordenha (ordenha de vacas com mastite
no final da ordenha) com a prevaléncia deste agente contagioso no leite do tanque. As
maquinas de ordenha moveis e a utilizacdo de agua quente no ciclo de lavagem da méaquina de
ordenha foram associadas ao aumento da probabilidade de detecdo deste microrganismo no
leite do tanque (P <0,05). A implementac&o de contraste leiteiro nas exploragfes (P <0,01) e a
existéncia de registos (P <0,05) foram também relacionados a presenca de S. aureus nos

tanques do leite.
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Tabela 18. Percentagem de exploracdes positivas a S. aureus no leite do tanque de acordo
com os varios fatores de risco incluidos no questionario, e respetivos OR, IC 95% e valor P.

Exploracdes positivas

Fator N&o verificado  Verificado Odds ratio IC 95% Valor P
Higiene durante ordenha:

elevada - 29,4% (10/34) Referéncia - -

média - 69,1% (38/55) 54 2,1-13,6 0,0004

baixa - 100% (11/11) 53,7 2,9-99,7 0,008
Higiene do Ubere/tetos:

elevada - 44,7% (21/47) Referéncia - -

média - 74,0% (37/50) 3,5 15-8,3 0,004

baixa - 33,3% (01/03) 0,6 - 0,70
Higiene das caudas:

elevada - 33,3%(4/12) Referéncia - -

média - 54,4% (31/57) 24 - 0,20

baixa - 77,4% (24/31) 6,9 1,6-29,7 0,01
Utilizagdo de luvas 64,2% (52/81) 36,8% (07/19) 3,1 1,1-8,7 0,03
Pré-dipping 65,8% (48/73) 40,7% (11/27) 2,8 1,1-6,9 0,03
Secagem dos tetos 72,2% (26/36) 48,6% (17/35) 2,8 10-74 0,04
Eliminac&o primeiros jatos 52,9% (09/17) 60,2% (50/83) 0,8 - 0,51
Higiene das tetinas 60,6% (40/66) 55,9% (19/34) 1,2 - 0,65
P6s-dipping 78,6% (11/14) 55,8% (48/86) 2,9 - 0,10
Ordenha das vacas com 68,3% (41/60)  46,2% (18/39) 2,5 12-58 0,03
mastite no final
Maquina ordenha movel 49,0% (24/49) 68,6% (35/51) 0,5 0,2-1,0 0,04
Utilizagdo agua quente 69,8% (44/63) 40,5% (15/37) 3,4 15-7,9 0,004
Tanque de leite:

refrigerado - 45,7% (16/35) Referéncia - -

movel - 63,3% (38/60) 2,1 - 0,09

ambos - 100% (5/5) 13,0 - 0,09
Contraste leiteiro 66,3% (53/80) 30% (6/20) 4,6 1,6-13,3 0,003
Realizagdo TCM 73,3% (11/15) 56,5% (48/85) 2,1 - 0,23
ATB antes tratamento 63,1% (53/84) 37,5% (6/16) 2,9 - 0,06
Assisténcia veterinaria 58,4% (45/77) 60,9% (14/23) 0,9 - 0,84
Registo tratamentos 63,9% (46/72) 46,4% (13/28) 2,5 1,0-58 0,04
Método de secagem:abrupta 67,4% (31/46) 51,9% (28/54) 1,9 - 0,12
Tratamento de secagem em g 200 (o103)  58,8% (57/97) 1,4 - 0,79
todos os animais
Lrsg:zgtﬁg SECagem €M 64006 (57/95)  40,0% (2/5) 23 - 0,39
Utilizacao de selantes 61,1% (58/95) 20,0% (1/5) 6,3 - 0,11
Separacao das vacas secas 66,7% (24/36) 54,7% (35/64) 1,7 - 0,24
Amamentacéo direta 59,7% (40/67) 57,6% (19/33) 11 - 0,84
Administracdo de colostro 54,8% (17/31) 60,9% (42/69) 0,8 - 0,57
Substituigao efetivo com 44,4% (04109)  60,4% (55/91) 05 - 0,36

animais nascidos exploracao

TCM - teste californiano de mastites; ATB — antibiograma

3.3.4.2. Escherichia coli

Tal como se pode observar na tabela 19, nenhum dos fatores de risco em estudo foi

significativamente associado a prevaléncia de E. coli no leite do tanque.
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Tabela 19. Percentagem de exploracdes positivas a E. coli no leite do tanque de acordo com

os varios fatores de risco incluidos no questionario, e respetivos OR e valor P.

Exploragdes positivas

Fator N&o verificado  Verificado Odds ratio Valor P
Higiene durante ordenha: 0,25
elevada - 67,6% (23/34) - -
média - 76,4% (42/55) - -
baixa - 90,9% (10/11) - -
Higiene do Ubere/tetos: 0,90
elevada - 76,6% (36/47) - -
média - 74% (37/50) - -
baixa - 66,7%(2/3) - -
Higiene das caudas: 0,75
elevada - 66,7%(8/12) - -
média - 77,2% (44/57) - -
baixa - 74,2% (23/31) - -
Utilizac&o de luvas 76,5% (62/81)  68,4% (13/19) 1,51 0,47
Pré-dipping 76,7% (56/73)  70,4% (19/27) 1,39 0,52
Secagem dos tetos 80,6% (29/36) 65,7% (23/35) 2,16 0,16
Eliminag&o primeiros jatos 88,2% (15/17) 72,3% (60/83) 0,87 0,35
Higiene das tetinas 78,8% (52/66) 67,6% (23/34) 1,78 0,23
Pés-dipping 78,6% (11/14) 74,4% (64/86) 1,26 0,74
Ordenha das vacas com 76,7% (46/60)  74,4% (29/39) 0,71 0,24
mastite no final
Maquina ordenha movel 79,6% (39/49) 70,1% (36/51) 1,46 0,42
Utilizacdo agua quente 76,2% (48/63) 73% (27/37) 1,19 0,72
Tanque de leite: 0,64
refrigerado - 80% (28/35) - -
moével - 71,7% (43/60) - -
ambos - 80% (4/5) - -
Contraste leiteiro 75% (60/80) 75% (15/20) 1,0 1,0
Realizagdo TCM 80% (12/15) 74,1 (63/85) 0,43 0,16
ATB antes tratamento 73,8% (62/84) 81,3(13/16) 0,65 0,51
Assisténcia veterinaria 75,3% (58/77) 73,9% (17/23) 0,79 0,68
Registo tratamentos 77,8% (56/72) 67,9% (19/28) 1,31 0,60
Método de secagem:abrupta 76,1% (35/46) 74,1% (40/54) 0,90 0,81
Tratamento de secagem em
t0dos 0s animais 66,7% (2/3) 75,3% (73/97) 0,66 0,74
Tratamento de secagem em 2, 200 7195 80% (4/5) 0,0001 0,09
fungéo do ATB ' ' ’
Utilizagdo de selantes 75,8% (72/95) 60% (3/5) 0,0001 0,09
Separacéo das vacas secas 69,4% (25/36) 78,1%(50/64) 0,64 0,34
Amamentacéo direta 76,1% (51/67) 72,7% (24/33) 2,37 0,07
Administracdo de colostro 77,4% (24/31) 73,9% (51/69) 0,65 0,39
Substituigao efetivo com 77.8% (719)  74,7% (68/91) 1,18 0,84

animais nascidos exploracao
TCM - teste californiano de mastites; ATB — antibiograma

3.3.4.3. Outros coliformes
Tal como reportado na tabela 20, a utilizacdo de luvas (P <0,01) e o pré-dipping (P <0,05)
foram os dois procedimentos da ordenha com uma associa¢cdo estatisticamente significativa a
detecdo de COL no leite do tanque. As maquinas de ordenha moveis (P <0,05), a utilizacdo de

agua quente no ciclo de lavagem da maquina de ordenha (P <0,01) e a utilizagdo de tanques
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moveis (ndo refrigerados) (P <0,05) foram fatores de risco que influenciaram a presenca destes

agentes no leite do tanque. Por fim, exploracdes onde os vitelos ingeriam o colostro por

amamentacao direta apresentaram menor probabilidade de detecdo de coliformes no leite do

tanque (P <0,05).

Tabela 20. Percentagem de exploracdes positivas a coliformes no leite do tanque de acordo
com os varios fatores de risco incluidos no questionario, e respetivos OR, IC 95% e valor P.

Exploracdes positivas

Fator Nao verificado  Verificado Odds ratio IC 95% Valor P
Higiene durante ordenha: 0,23
elevada - 26,5% (9/34) - - -
média - 36,4% (20/55) - - -
baixa - 54,5% (6/11) - - -
Higiene do Ubere/tetos: 0,24
elevada - 38,3% (18/47) - - -
média - 34% (17/50) - - -
baixa - 0%(0/3) - - -
Higiene das caudas: 0,90
elevada - 33,3%(4/12) - - -
média - 36,8% (21/57) - - -
baixa - 32,3% (10/31) - - -
Utilizagado de luvas 40,7% (33/81) 10,5% (2/19) 5,8 1,3-27,0 0,007
Pré-dipping 41,1% (30/73) 18,5% (5/27) 3,1 1,1-9,0 0,03
Secagem dos tetos 41,7% (15/36) 22,9% (8/35) 2,4 - 0,09
Eliminag&o primeiros jatos 47,1% (8/17) 32,5% (27/83) 1,6 - 0,36
Higiene das tetinas 37,9% (25/66) 29,4% (10/34) 15 - 0,40
Pdés-dipping 42,9% (6/14) 33,7% (29/86) 15 - 0,51
Ordenha das vacas com 38,3% (23/60)  30,8% (12/39) 1,4 ; 0,48
mastite no final
Maquina ordenha movel 24,5% (12/49) 45,1% (23/51) 0,5 0,2-0,9 0,04
Utilizacdo agua quente 46% (29/63) 16,2% (6/37) 4,4 16-12,0 0,002
Tanque de leite:
refrigerado - 17,1% (6/35) Referéncia - -
movel - 43,3% (26/60) 3,7 1,3-10,2 0,01
ambos - 60% (3/5) 7,3 1,0-53,2 0,04
Contraste leiteiro 36,3% (29/80) 30% (6/20) 1,3 - 0,60
Realizagdo TCM 33,3% (5/15) 35,3% (30/85) 0,9 - 0,88
ATB antes tratamento 33,3% (28/84) 43,8% (7/16) 0,6 - 0,43
Assisténcia veterinaria 32,5% (25/77) 43,5% (10/23) 0,6 - 0,33
Registo tratamentos 37,5% (27/72) 28,6% (8/28) 15 - 0,40
Método de secagem:abrupta 37,0% (17/46) 33,4% (18/54) 1,2 - 0,70
Tratamento de secagem em 66,7% (2/3)  34,0% (33/97) 3,9 ; 0,26
todos os animais
Lfg;‘i’:‘;ﬁ; Secagem €M 34 706 (33/95)  40,0% (2/5) 0,8 ) 0,81
Utilizac&o de selantes 35,8% (34/95) 20,0% (1/5) 2,2 - 0,45
Separacao das vacas secas 36,1% (13/36) 34,4%(22/64) 1,1 - 0,86
Amamentacéo direta 41,8% (28/67) 21,2% (7/33) 2,7 1,0-7,0 0,04
Administracéo de colostro 23,3% (7/31) 40,0% (28/69) 0,5 - 0,10
Substituicdo efetivo com 55.6% (5/9) 33% (30/91) 26 i 0.18

animais nascidos exploracéo

TCM - teste californiano de mastites; ATB — antibiograma
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3.4. Discussao

Este é o primeiro estudo realizado na ilha de Sdo Miguel no qual se determinou a prevaléncia
de S. aureus, SCN e coliformes em explora¢cBes desta ilha e a associagdo de determinadas
praticas de maneio com a detecdo destes agentes no leite do tanque das exploracdes em
estudo. Desta forma, este estudo podera vir a ser (til na determinacdo de quais as praticas de
maneio que, ao serem adotadas pelos produtores, contribuirdo para o decréscimo da

prevaléncia dos agentes em estudo.

No entanto, é importante referir que, relativamente a presenca dos microrganismos estudados

no leite do tanque, apenas o S. aureus é indicador de [IM.
Prevaléncia dos agentes patogénicos

Em 59 das 100 exploracbes foi detetada a presenca do importante agente contagioso em
estudo - S. aureus. Este resultado encontra-se de acordo com um estudo realizado na Nova
Zelandia, pais onde o sistema de exploracdo € o que mais se assemelha ao praticado nos
Acores, no qual se detetou S. aureus em 57% das amostras de leite do tanque (Howard, 2006).
Também em trés outros trabalhos, realizados na Australia, no Canad4 e na Dinamarca, as
prevaléncias de S. aureus variaram entre os 33% e o0s 91% (Phuektes et al. 2003; Riekerink et
al., 2006a; Katholm et al., 2012).

Relativamente aos restantes agentes, SCN foram os agentes de maior prevaléncia, detetados
em 100% das amostras de leite do tanque, seguido de E. coli e outros coliformes que
apresentaram resultados positivos em 75% e 35% dos tanques em estudo, respetivamente. No
trabalho acima referido, realizado na Nova Zelandia, Howard (2006) obteve tanques positivos a
SCN e coliformes em 51% e 11% das exploracfes, respetivamente. No estudo recente
realizado por Katholm et al. (2012), as prevaléncias de E. coli e Klebsiella spp. (outros
coliformes) foram de 61% e 13%, respetivamente. Desta forma, verifica-se que os resultados
por nés obtidos foram elevados relativamente aos reportados em outros estudos como 0s

acima mencionados.

Segundo Katholm et al. (2012), uma vez que as bactérias coliformes normalmente s&o
excretadas durante curtos periodos de tempo por vacas com mastite clinica, a sua presenca no
leite do tanque é sugestiva de problemas relacionados com a manutencdo das instalacdes e
com a higiene do Ubere e dos procedimentos da ordenha, que resultam em contaminacao do
leite do tanque. Relativamente aos SCN, varios autores referem que o leite do tanque pode ser
fortemente contaminado com estes microrganismos se os procedimentos da ordenha forem
inadequados, a higiene for pobre, se existir irritacdo ou lesdes da pele do teto e ainda, se ndo
for realizada a desinfecdo dos tetos apdés a ordenha (George et al., 2008, Blowey &
Edmondson, 2010). Desta forma, os resultados obtidos neste trabalho, relativamente as
prevaléncias de SCN e coliformes, sdo sugestivos da aplicacdo de praticas de maneio

inadequadas numa elevada percentagem de exploragdes.

76



Influéncia dos agentes estudados na contagem de células soméaticas no tanque

Segundo Morin (2009), exploragBes onde existem mastites por S. aureus tendem a possuir
elevadas CCS no leite do tanque e grande propor¢cdo de vacas com CCS persistentemente
elevadas. De facto, os valores significativos de odds ratio (6,2 a 46,2) observados no tanque de
explorac6es com CCS superiores a 150 000 céls/mL séo sugestivos do importante contributo
das IIM para a presenca de S. aureus no leite das exploracdes em estudo. Estes resultados
encontram-se de acordo com os resultados obtidos por Katholm et al. (2012), que refere que os

S. aureus foram um dos principais agentes que originaram elevadas CCS no seu estudo.

Relativamente aos coliformes, ndo se verificou uma influéncia significativa destes agentes na
CCS no tanque. Estes resultados encontram-se de acordo com Katholm et al. (2012) que refere
que 0Ss mesmos seriam expectaveis uma vez que, sendo as IIM por coliformes maioritariamente
infecdes de curta duracdo, e que originam com frequéncia alteragdes visiveis a nivel do leite,

este normalmente é descartado néo influenciando a CCS do tanque.
Efeito dos fatores de risco estudados para cada agente

Relativamente aos procedimentos da ordenha, exploragdes onde ndo se verificou a utilizacdo
de luvas pelo ordenhador ou a realizagdo de pré-dipping tiveram 2,8 vezes (P <0,05), ou mais,
probabilidade de detecdo de ambos os agentes - S. aureus e COL - no tanque do leite. A
secagem dos tetos antes da colocacdo das tetinas demonstrou uma associacdo significativa
com a detecdo de S. aureus (OR=2,8; P=0,04). Para além da secagem dos tetos antes da
colocacdo das tetinas, a utilizacdo de luvas e a realizacdo de pré-dipping séo trés das
principais medidas de prevencdo de mastites durante a ordenha (Petersson-Wolfe et al., 2010;
Arnold & Bewley, 2011) e que constam do programa de controlo de 10 pontos publicado pelo
NMC.

Segundo Nickerson (2014), as maos dos ordenhadores podem ser um veiculo de transmisséo
de bactérias ou de disseminacdo destas entre vacas. A utilizagdo de luvas reduz essa
disseminagdo uma vez que a adesdo bacteriana as superficies de borracha/plastico ndo ocorre
de forma tdo efetiva como acontece na pele humana (Nickerson, 2014). Este facto foi
confirmado por Dufour et al. (2012) que refere que a utilizag&o de luvas revelou ser uma técnica
eficiente ndo s6 na prevencdo da disseminacdo de IIM por S. aureus entre vacas, cOmo
também entre quartos de uma mesma vaca, sendo esta uma componente crucial de qualquer
programa de controlo de mastites por S. aureus. No presente estudo confirmou-se também a
importancia desta pratica como medida de prevencdo e controlo dos agentes ambientais,

estando a utilizacdo de luvas associada a uma diminui¢cdo da prevaléncia de COL no tanque.

De acordo com Nickerson (2001), o pré-dipping € uma medida de controlo cujo principal
objetivo é reduzir os novos casos de mastite clinica por coliformes. De facto, a realizacéo de
pré-dipping é normalmente recomendada como uma medida de prevencdo das IIM por agentes

ambientais (Nickerson, 2001; Dufour et al., 2012), o que explica plenamente a associa¢gédo
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estatisticamente significativa entre este procedimento e a detecdo de COL no leite do tanque.
Segundo Nickerson (2001), a eficacia desta pratica de preparacéo do Ubere foi confirmada por
varios estudos de eficacia nos quais se verificou que, de uma forma geral, a realizacao de pré-

dipping reduz a incidéncia de novas IIM por agentes patogénicos ambientais em mais de 50%.

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram observar que o pré-dipping se encontra
significativamente relacionado ndo s6 com a prevaléncia de COL mas também de S. aureus no
tanque. Este resultado é semelhante ao reportado por Dufour et al. (2012), em que o pré-
dipping foi associado a baixas prevaléncias e incidéncias de IIM por S. aureus. Por outro lado,
os resultados obtidos por Piccinini et al. (2009) permitiram constatar que algumas estirpes de S.
aureus foram isoladas tanto a partir da pele do teto como do leite de quartos infetados,
realcando desta forma o possivel papel da contaminagdo do teto e, por acréscimo, da

importancia da desinfecdo da pele do teto, na epidemiologia das IIM por S. aureus.

O aspeto referido por Piccinini et al. (2009) explica em parte os resultados obtidos
relativamente a secagem dos tetos antes da colocacdo das tetinas. Segundo Johnson (2000), é
a toalha de secagem que ira remover a maioria das bactérias presentes na pele do teto. Ruegg
(2004) refere que a secagem efetiva dos tetos €, provavelmente, o passo mais importante
numa preparacao higiénica pré-ordenha. ElImoslemany et al. (2010), constatou que a realizagdo
de pré-dipping seguida da secagem dos tetos com uma toalha de utilizag&o Unica e individual
estava associada a menores contagens bacterianas comparativamente com outros métodos de

preparacao dos tetos pré-ordenha.

A higiene da ordenha representou, neste estudo, um fator de risco com uma correlagéo
significativa com a prevaléncia de S. aureus, verificando-se uma probabilidade 5,4 (P = 0,0004)
e 53,7 (P = 0,008) vezes superior de detecdo deste agente em tanques de exploracfes onde a
higiene da ordenha foi classificada em “média” e em “baixa”, respetivamente. Uma vez que o
principal reservatorio da infegcdo é a glandula mamaria e a transmissdo ocorre sobretudo
durante a ordenha, o principal foco de prevencdo das mastites por S. aureus tém sido os
procedimentos que constituem todo o processo de ordenha (Arnold & Bewley, 2011; Middleton,
2013). A higiene de todos os procedimentos da ordenha é parte essencial do programa de
controlo das mastites por S. aureus (Zecconi, 2006) o que explica plenamente os resultados

obtidos relativamente a este fator de risco.

A semelhanca da higiene da ordenha, a higiene dos animais foi também um fator de risco
importante tendo-se verificado um efeito estatisticamente significativo da baixa higiene do
Ubere/tetos (OR=3,5; P =0,004) e das caudas (OR=6,9; P =0,01) sobre a prevaléncia de S.
aureus no leite do tanque. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Schreiner e
Ruegg (2003), que observaram uma associacdo significativa entre a prevaléncia de agentes
contagiosos e o grau de limpeza do Ubere, tendo sido isolados agentes contagiosos em

namero significativamente superior nas amostras de leite obtidas a partir de vacas com Uberes
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sujos relativamente aos animais em que os Uberes se apresentavam limpos. Segundo os
mesmos autores, a CCS e os casos de mastite subclinica foram superiores em animais
classificados como “sujos”. Schreiner e Ruegg (2003) referem que a associacdo entre o grau
de limpeza do Ubere e os agentes de mastite contagiosa pode indicar que as medidas de
controlo das mastites contagiosas (p. ex.: higiene e desinfecao dos tetos) ndo séo tao efetivas
guando os Uberes se encontram sujos. Como ja referido, constatou-se que a higiene das
caudas foi também um fator significativo o que pode indicar que a higiene das caudas € um
fator determinante para a ocorréncia de mastites ou ainda que os niveis de higiene do Ubere

sdo influenciados pela higiene da cauda.

Da informacao recolhida junto dos produtores através dos inquéritos, concluiu-se que em
apenas 39% das exploracdes se ordenhavam as vacas com mastite no final. A andlise
estatistica veio posteriormente demonstrar que explora¢des onde a ordenha se realizava sem
ordem definida apresentavam uma probabilidade 2,5 (P=0,03) vezes superior de presenca S.
aureus no tanque. Estes resultados estdo de acordo com Riekerink et al. (2006b) que obteve
um numero inferior de culturas positivas a S. aureus quando estas eram realizadas a partir de
amostras provenientes de exploracfes onde as vacas com mastite eram ordenhadas no final.
Sendo as tetinas consideradas a principal forma de transmissdo deste agente contagioso
(Beni¢ et al., 2012), de acordo com o programa de controlo de mastites do NMC e com as
principais medidas de prevencdo de mastites por S. aureus descritas por Varios autores, a
ordenha de vacas com IIM por S. aureus deve ser executada no final da ordenha ou
separadamente (NMC, 2001; Zecconi, 2006; Arnold & Bewley, 2011; Beni¢ et al., 2012;

Middleton, 2013), o que explica os resultados por nés obtidos.

Apesar da probabilidade ser baixa (OR=0,5; P=0,04), verificou-se que a ordenha em maquinas
moveis foi um fator significativo, podendo estar associada a possibilidade de detecao tanto de
S. aureus como de COL no tanque do leite. Isto pode dever-se ao facto de as maquinas de
ordenha mdveis se encontrarem sempre muito expostas as condigfes climatéricas e
ambientais, aumentando a dificuldade na manutencdo das condi¢cbes de higiene que seriam
desejaveis. Por outro lado, a zona onde se localiza a maquina de ordenha é uma area
particularmente predisposta a acumulag¢édo de lamas devido, ndo sé a pluviosidade frequente
na ilha, como também & acumulacdo de aguas utilizadas nos vérios procedimentos da ordenha
e, ainda, devido a maior concentracdo de animais nestes espa¢os no decorrer das ordenhas.
Tal como referido por varios autores, estes sdo aspetos que favorecem a exposicdo a elevados
niveis de agentes patogénicos, sobretudo ambientais (Prestes et al., 2002; Smith & Hogan,
2008). Para além disso, existem locais onde a agua € outros recursos sao escassos 0 que
muitas vezes nao otimiza a operacionalidade da propria maquina e, segundo Biggs (2009), a
manutencdo e funcionamento inadequados da maquina de ordenha sédo fatores de risco para

ocorréncia tanto de S. aureus como de COL.
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A higienizacéo dos equipamentos da ordenha € um ponto critico do processo de ordenha, uma
vez que uma falha na limpeza pode influenciar o nivel de contaminacdo bacteriana do leite do
tanque (Bava et al., 2009; Biggs, 2009). No presente estudo constatou-se que as exploracdes
onde nao era utilizada agua quente no ciclo de lavagem da maquina de ordenha apresentaram
3,4 e 4,4 (P <0,01) vezes maior probabilidade de detecdo de S. aureus e COL no tanque,
respetivamente. Bava et al. (2009) constatou que a temperatura da agua da fase de limpeza,
que inclui a utilizacdo de detergente, teve um efeito significativo na contagem de coliformes no
tanque, verificando-se que uma temperatura inferior a 40°C durante o processo de limpeza
determinou um aumento destas bactérias. De acordo com Monken & Ingalls (2002), a
temperatura € um fator muito importante sobretudo na eliminacao dos residuos de gordura do
leite da superficie dos equipamentos da ordenha, uma vez que estes tendem a solidificar a
temperaturas inferiores a 35°C. Quando ocorrem falhas na limpeza, os residuos de leite
formam depésitos em alguns locais das tubagens do equipamento o que leva ao
desenvolvimento bacteriano e ao aumento do niumero de bactérias no leite do tanque (Monken

& Ingalls, 2002), justificando assim os resultados obtidos.

A probabilidade de detecdo de coliformes foi superior em exploracdes que possuiam apenas
tanque movel (OR = 3,7; P <0,01) e naquelas que possuiam um tanque movel (ndo refrigerado)
e um tanque fixo (OR = 7,3; P <0,05) relativamente as explora¢des que possuiam apenas uma
tanque fixo (refrigerado). Nas exploragbes que possuiam ambos os tipos de tanque, o tanque
movel era utilizado em primeiro lugar para transporte do leite e posterior transferéncia para o
tanque refrigerado. A refrigeracdo inadequada do leite originara um aumento da contagem de
bactérias uma vez que torna o ambiente mais propicio & multiplicacdo bacteriana durante o
armazenamento. O leite deve ser arrefecido até atingir uma temperatura igual ou inferior a
4,4°C nos 30 minutos seguintes a ordenha (Reinemann et al. 2003). Os factos descritos por
este autor explicam os resultados obtidos neste estudo na medida em que os tanques moéveis
ndo possuem sistema de refrigeracdo e, apés cada ordenha, os produtores tém que transportar
o leite até a fabrica ou até aos postos de recolha ou mesmo até a exploragdo (no caso dos
produtores que possuem ambos os tipos de tanque) o que faz com que, frequentemente, 0
tempo que decorre entre a ordenha e a refrigeracdo do leite seja superior ao indicado. Por
outro lado, a contaminacdo com coliformes também podera ocorrer durante o transporte e a
transferéncia de um tanque para o outro, sendo estes possiveis aspetos a analisar em estudos
futuros.

A implementacdo do contraste leiteiro foi um fator significativo, tendo-se observado uma
probabilidade de detecéo de S.aureus 4,6 (P =0,003) vezes superior em exploracdes onde este
ndo estava implementado. A monitorizacdo da salde do Ubere € um dos pontos que constitui 0
plano de controlo de mastites do NMC e, segundo este, esta monitorizagdo deve ser realizada
recorrendo ao contraste leiteiro. De acordo com o NMC (2001), é importante que as

exploragbes adiram a um programa de CCS individuais ou recorram a outros métodos para
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monitorizar as infe¢des subclinicas. Sendo a mastite crénica e subclinica as formas mais
comuns de mastite por S. aureus (Beni¢ et al.,, 2011), o contraste leiteiro constitui uma
ferramenta muito Gtil para os produtores na detecdo da mastite subclinica, sobretudo quando
se apurou, através do questionario, que em 71% das exploracdes apenas se realiza TCM
quando se suspeita de mastite, tornando ainda mais complicada a detecdo das mastites
subclinicas. Por outro lado, constatou-se que as exploracBes onde estd implementado o
contraste leiteiro sdo também aquelas onde é prestada maior atencdo a outras medidas de
prevencdo de mastite, especialmente a higiene de todos os procedimentos, equipamentos e
sala de ordenha, o que se reflete na qualidade do leite e, consequentemente, nos resultados
obtidos.

A manutencdo dos registos de tratamentos foi associada, neste estudo, a uma menor
probabilidade de dete¢do de S. aureus no tanque. De facto, Biggs (2009) refere a auséncia de
registos como um dos fatores de risco especificos relativamente as mastites por S. aureus. A
manutencdo de bons registos na exploracdo € uma das praticas efetivas que constitui o plano
de controlo de mastites recomendado pelo NMC. Estes registos constituem informacdes
necessérias & monitorizacdo das condi¢cdes sanitarias do Ubere e a tomada de decisdes
especificas relativamente a cada caso (Radostits et al. 2007). Segundo Wenz (2004), registos
completos, precisos e fiaveis sdo a base de qualquer programa de monitorizacdo de mastites.
A semelhanca do referido relativamente ao contraste leiteiro, também se verificou que as
exploragbes que possuiam registos sdo as mesmas onde se verificou a implementacéo
concomitante de outras medidas de prevencdo de mastite, o que acabou por se refletir nos

resultados apresentados.

Por dltimo, verificou-se que a amamentacao direta dos vitelos é uma préatica de maneio adotada
em 33% das exploracdes em estudo. Através da andlise estatistica constatou-se que a
probabilidade de detecdo de COL no tanque é 2,7 (P=0,04) vezes inferior nas exploragées que
aplicam esta pratica de maneio. Este & um resultado que se encontra de acordo com varios
estudos citados por Kalber e Barth (2014) cujos resultados tém apontado para uma diminuigdo

da incidéncia de mastites em explora¢cfes que optam pela amamentacao direta do vitelo.

A semelhanca do descrito por Dufour et al. (2012) também neste estudo algumas das praticas
que tém sido recomendadas ao longo de anos nos programas de controlo de mastites, tais
como o tratamento de secagem e a realizacdo de pos-dipping, ndo foram significativamente
associadas a prevaléncia dos agentes em estudo no leite do tanque. No entanto, tal como
refere este autor, estas praticas tém demonstrado associagdes muito desejaveis e consistentes
com a saude do Ubere e nao devem, por esse motivo, ser excluidas dos programas de controlo
de mastites com base num trabalho em especifico. Dufour et al. (2012) refere que as préticas
identificadas como significativas devem antes ser consideradas medidas que podem

incrementar a melhoria da salude do Ubere nas exploracdes em que outras medidas de
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prevencdo, como o tratamento de secagem e a realizacdo de pos-dipping, foram ja

implementados, o que de certa forma pode ser aplicado também ao presente trabalho.

Relativamente a E. coli, nenhum dos fatores em estudo influenciaram significativamente a
prevaléncia deste agente no leite do tanque. Sabendo que na realidade as medidas de
prevencdo ndo atuam de forma isolada mas interagindo entre si, teria sido importante a
construcdo de um modelo final de regressao logistica multivariada. Uma vez que a realizagao
deste tipo de analise ndo foi possivel, tendo-se, por esse motivo, utilizado apenas regressées
logisticas univariadas, estes resultados relativos a E. coli podem ser explicados pelo facto de
gue nenhuma medida de prevencao por si s6 teve influéncia significativa no controlo desta
bactéria, dai que nenhum dos fatores em estudo tenha sido significativamente associado a

presenca deste agente no leite do tanque.

O estudo por nés desenvolvido leva-nos a concluir que a contaminagéo do leite do tanque com
S. aureus e COL é uma realidade em 59% e 35%, respetivamente, das exploracfes da llha de
Sao Miguel e que alguns dos fatores de risco em estudo estéo significativamente associados a
estas prevaléncias. Constatou-se que a utilizagdo de luvas, o pré-dipping e a utilizacdo de agua
quente no ciclo de lavagem da méaquina de ordenha sdo os fatores significativos e de maior
importancia que influenciaram a presenca de ambos os agentes no leite do tanque. As
exploragbes onde se verificaram problemas de higiene quer a nivel dos procedimentos de
ordenha quer a nivel dos proprios animais, onde nao é realizada a secagem dos tetos durante
a preparacdo do Ubere, onde ndo esta implementado o contraste leiteiro nem a realizagdo e
manutencéo de registos e onde a ordenha € realizada de forma aleatéria foram aquelas que
apresentaram maior probabilidade de detecdo de S. aureus no tanque. A presenca de
coliformes também foi mais provavel nas explora¢cdes que possuiam apenas tanque mével (ndo
refrigerado) ou ambos os tipos de tanque. Por outro lado, verificou-se uma menor probabilidade
de detecéo destes agentes ambientais nas exploracfes em que os vitelos ingeriam o colostro e
0 leite dos primeiros dias por amamentacdo direta. Para além disso, constatou-se uma

influéncia significativa do S. aureus sobre o aumento da CCS no tanque.

Os resultados obtidos permitiram constatar a significAncia de algumas praticas de maneio,
sugerindo a sua importancia num programa de boas préticas, no entanto, este estudo carece
de confirmacdo através de um modelo que abranja um maior nimero de exploracfes e de

amostras.
3.5. Concluséo

O estagio superou todas as expectativas tendo-se revelado uma experiéncia extremamente
enriquecedora. A casuistica vasta e variada e a participagéo ativa nos diversos casos clinicos
estimularam a aplicacdo dos conhecimentos tedricos adquiridos ao longo de toda a formacao

académica e a aquisicdo gradual de conhecimentos praticos e de atitudes indispensaveis a
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pratica clinica. O estagio foi fundamental na aprendizagem do trabalho em equipa tendo-se
revelado de extrema importancia, ndo sé a nivel profissional, como também a nivel pessoal.

O tema eleito permitiu uma importante atualizacao e aquisicdo de conhecimentos neste tema
tdo vasto e tdo importante que é a mastite bovina. Esta €, de facto, uma doenca complexa e de
extrema importancia que afeta um elevado niumero de animais e de exploracdes, continuando a
ser um grande desafio quer para os produtores quer para os médicos veterinarios. O trabalho
experimental veio realgar uma vez mais a importancia das boas praticas de maneio na
prevencdo das mastites na exploracdo e na manutencdo da qualidade do leite. Existe ainda
muito trabalho a desenvolver junto dos produtores e o desafio torna-se ainda maior nas
exploracbes da ilha de S&o Miguel devido as praticas de maneio tdo caracteristicas nas
exploragbes desta ilha. Assim, serd de extrema importancia trabalhar, em conjunto com os
produtores, na implementacdo de planos de controlo de mastites, melhores e mais eficazes,

com o objetivo de se continuar a promover a qualidade e valoriza¢do do leite agoriano.
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ANEXO I: Inquérito de recolha de informacédo na exploracao

Inquérito de Recolha de Informagéo

Exploracdes Leiteiras de Sdo Miquel

Nome:

Endereco:

Contato:

1. Exploracéo
1.1 N°animais em lactacdo: Vacas Novilhas

1.2 N°vacas secas

1.3 Producéo diaria total

1.4 Ultima CCS em tanque: A - < 150.000 / B - > 150.000 < 250.000/
C ->250.000 =<400.000/ D - >400.000

1.5 Contagem de Microrganismos Totais no Leite:

2. Alojamento
A - Pastagem B - Estabulagéo C - Semi-Estabulagéo

Se estabuladas:

3. Instalacdes
3.1 Cubiculos: Sim/Nao

3.2 Tipode Cama: A -Palha B - Areia C - Serradura D - Tapetes
3.3 Limpeza Regibes Posteriores dos Cubiculos: A-1x B -2x C - 3x/dia

3.4 Substituicdo das Camas: A - 3x/semana/ B - 2x/semana/ C - Semanal/ D - Outros

3.5 Ventilagéo: A - Boa B - Suficiente C - Insuficiente
3.6 Higiene Bebedouros: A - Limpos B - Sujos
3.7 N° bebedouros: A - Suficiente B - Insuficiente

4. Maneio e higiene da ordenha
4.1 Frequéncia da ordenha: A - 2x/dia B - 3x/dia

4.2 Quem realiza a ordenha? A - Produtor B - Empregado C - Ambos

4.3 O ordenhador utiliza luvas? Sim /N&@o
4.4 Higiene da ordenha: A - Elevada B - Média C - Baixa
4.5 Higiene dos animais (Elevada; Média; Baixa): Ubere/Tetos Caudas

4.6 Realiza-se pré-dipping? Sim/N&o

4.7 Faz-se secagem dos tetos/Ubere antes da colocagéo das tetinas? Sim / Nao
4.10.1 Com qué? A - Pano Comum / B - Pano Individual / C - Papel / D - Outro

4.8 E feita a eliminacdo dos primeiros jatos de leite antes da ordenha? Sim/N&o

4.9 Realiza-se higiene das tetinas entre vacas? Sim/N&o
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4.10 Realiza-se p6s-dipping, em todas as vacas? Sim/Néo

4.11 Ordem da ordenha: Vacas com mastite e/ou tratamentos em Ultimo? Sim/Nao

51
5.2
53

6.1
6.2
6.3
6.4

7.1
7.2
7.3
7.4
7.5
7.6
7.7

8.2

8.3

8.4
8.5

9.

9.1
9.2
9.3
9.4

Maquina de ordenha
Tipo de maquina: A - Fixa B - Moével

Lavagem logo apés a ordenha? Sim/Né&o

E utilizada 4gua quente? Sim/N&o

Sistema de armazenamento e refrigeracao do leite

Tipo de Tanque: A - Frio B - Mdvel C - Ambos
Limpeza: A - Automatica B - Manual C - Ambas
Limpeza do tanque: A - Satisfatoria B - Insatisfatéria

Periodicidade da recolha de leite na exploracao/entrega de leite no posto?

A - 2x/dia B - Diaria C-2em 2dias
Secagem
Duracdo média do periodo de secagem dias
Método: A - Gradual B - Abrupta

E efetuado algum tratamento de secagem? Sim/Ndo  Qual?

Todas as vacas recebem tratamento de secagem? Sim/Nao
Tratamento realizado em fungé@o de ATB? Sim/Né&o
Sao utilizados selantes internos a secagem? Sim/Nao

As vacas secas sdo separadas das vacas em lactacdo? Sim/Nao

Mastites — diagnéstico e tratamento
Como é realizada a detecdo de mastites? Realiza-se TCM? Sim/N&o

Realiza-se contraste leiteiro: Sim/N&o
Com que frequéncia se realizam TCM? A - Diaria/ B - Semanal/ C - Mensal/
D - Apenas se suspeita de mastite E - Nunca
Procedimento apds detecéo de vacas com mastite: Faz-se tratamento: Sim/N&o
Recolhe-se amostra para ATB antes de tratamento: Sim/N&o
Solicita assisténcia veterinaria: Sim/Nao
Vacinacado de prevenc¢do de mastites? Sim/N&o

Registo de tratamentos: Sim/N&o

Maneio do vitelo

Os vitelos mamam na mée? Sim/N&o

Se sim, quanto tempo permanece com a vaca?

Se ndo, é feita a administracao de colostro? Sim/Néo Quantidade?
Qual o alojamento das vitelas até ao desmame: A - Pastagem

B - Estabulacéo individual C - Estabulacdo em grupo
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9.5 Como é feita a alimentacgao dos vitelos até ao desmame?
A - Leite rejeitado da ordenha de vacas com mastite
B - Leite rejeitado da ordenha de vacas em tratamento com AB
C - Leite em po

9.6 Substituicdo do efetivo: Animais nascidos na exploracéo: Sim/ Nao

10. Outras doengas frequentes na exploragao:
A - RMF
B - Hipocalcémias
C - Pneumonias nas Vacas
D - Pneumonias nos Bezerros
E - Diarreias nas Vacas
F - Diarreias nos Bezerros
G-DA
H - Abortos
| - Outros Problemas Reprodutivos
J - Cetose
L - Problemas Podais
M - Fotossensibilidade
N - Outros
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