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When life seems one too many for
you,

Go and look at a cow.

When the future's black and the
outlook blue,

Go and look at a cow.

For she does nothing but eat her

food,
And sleep in the meadows entirely
nood,

Refusing to fret or worry or
brood
Because she doesn't know how:

Whenever you're feeling bothered
and sore,
Go and look at a cow.

thncvcrﬁ:‘nigdselsafeaxﬁnl

G s gt o phach

gentle a id air,
Her nonchalance and savoir faire,
Her absolute freedom from every

care,
Her imperturbable brow.

So when you're at the end of your
wits,

Go and look at a cow.

Or when your nerves are frayed
to bits,

And wrinkles furrow your brow;

She'll merely moo in her gentle

Wi
Switching hc:ymdder as if to say:
“Bother tomorrow! Let's live

Take the advice of a cow”
The Old Farmers Almanac
1936
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RESUMO

O periodo seco, ou ndo lactante, de uma vaca leiteira é o espaco de tempo compreendido entre
duas lactagdes, durante o qual a glandula maméria sofre alteragdes dindmicas, quer funcionais,
quer estruturais A secagem é o tempo ideal para curar infecgdes existentes, mas representa
igualmente um risco para a aquisicdo de novas infe¢fes intramamarias (IMI). As IMI que
persistem de lactacdo em lactagdo e as novas infe¢cGes com origem no periodo seco contribuem
para a ocorréncia de mastites, clinicas e subclinicas, ao longo da vida produtiva do animal. As
mastites sdo a doenca. Em termos econémicos, com maior impacto na exploracéo, devido a
perdas relacionadas com o tratamento, leite descartado devido ao intervalo de seguranca,
diminuicdo da producdo, méo-de-obra, diminuicdo do progresso genético e refugo precoce ou
morte. A finalidade dos tratamentos de secagem € eliminar as infegBes presentes nesse
momento, evitar mastites durante o periodo seco e prevenir o aparecimento das mesmas na
lactacdo subsequente. O principal objetivo deste trabalho, foi demonstrar a necessidade de
proceder a identificacdo, como protocolo de rotina, dos agentes etioldgicos presentes no leite
de vacas na pré-secagem. O trabalho dividiu-se em duas partes. Na primeira, foi realizado um
inquérito a 68 exploracdes da regido do Entre Douro e Minho com o intuito de caracterizar as
praticas e habitos relativos ao maneio da secagem. Na segunda fase, seleciondmos 7
exploragdes, com contagens celulares inferiores a 250.000 CCS, a fim de caracterizar os agentes
etioldgicos prevalentes no leite em 246 vacas na pré-secagem, independentemente de qualquer
outro exame. A percentagem das 68 exploracdes que tém como procedimento a secagem e as
que usam selante foi superior a 90%, enquanto menos de 20% das explorac¢Ges afirmaram ndo
observar mastites no pds-parto imediato. Em 78,9% (194/246; P <0,001) das amostras de leite
de vacas em pré-secagem ocorreu crescimento bacteriano. Das vacas afetadas, os estafilococos

coagulase-negativos predominaram em 30,9% (60/194; P <0,001) dos casos, seguidos (menos
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de 16%) por E. coli e Arcanobacterium bovis. Concluimos que, embora a maioria dos
produtores estabelecam um programa de controlo de mastites considerando o periodo de
secagem, existe uma elevada proporcdo de vacas em pre-secagem afetadas por agentes
bacterianos, dai a importancia do diagnostico microbiologico do leite das vacas em pré-

secagem, de forma a dirigir, corretamente, os tratamentos a aplicar na secagem.

Palavras-chave: secagem, mastite, agente etioldgico, terapia seletiva de secagem, cultura

microbioldgica
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ABSTRACT

The dry period is a crucial phase in lactation cycle of a dairy cow. Is a significantly important
period for the epidemiology of mastitis and production of high quality milk. Dry period is the
perfect time to cure existing infections, but also represents a risk for the acquisition of new
intramammary infections (IMI). The IMI that persists from lactation to lactation and the new
infections originating in the dry period contribute to the occurrence of clinical or subclinical
mastitis, throughout the productive life of the animal. The purpose of the dry-off treatment is
to eliminate the infections presents at that time, and avoid the appearance of them in the
subsequent lactation. The main objective of this work was to demonstrate the need for the
identification, as a routine protocol, of the etiological agents in the milk of cows in pre- dry-
off. The study was divided into two parts. The first was conducted a survey of 68 farms in the
Douro/ Minho region in order to characterize the practices and habits relating to the dry period
management. In the second part, we selected seven farms with lower cell count (< 250,000
cells) in order to characterize the etiologic agents in 246 pre-dry cows. No other kind of
diagnosis (CMT, Milk Electric Conductivity or individual cell count) was considered. The
percentage of farms using internal teat sealant was higher than 90 %, while less than 20 % of
farms said they did not observe mastitis in the immediate postpartum;78.9 % (194/246; P <
0.001) of milk samples from cows show bacterial growth. From affected cows, coagulase-
negative staphylococci predominate in 30.9 % cows (60/194; P < 0.001) followed (less than
16%) by E. coli and Arcanobacterium bovis. We conclude that although most of the producers
establish a mastitis control program considering the dry period, there is a high proportion of
cows affected by pre-dried bacterial agents. This is the main reason to do a microbiological

diagnosis in the milk of pre-dying cows, in order to maximize the dry treatment.

Key words: Dry-off period, selective dry-cow therapy, mastitis, etiologic agent, microbiologic

culture

Vil



INDICE

I L0011 o T

2. 0D ECHIVOS . .t

3.Material e métodos

3.1. Animais e exploracdes — caracterizaGio .................ccceeeevennenn.n.
3.2. Recolha de amostras — pré € pos-parto ............ccoevevviviniiinannnn,
3.3.Microbiologia ..o,
3.4. Tratamentos realizados no periodo que antecedeu a secagem ........

3.5, ANALISE ESTAtISTICA .« nnve ettt et e,

4 .Resultados

4.1. ReSPOSas 80 INQUETILO ...uuveeneteenieeteeeeereeeeeeieeneeeneenanns
4.2. Caracterizacdo dos agentes no momento da secagem ...................

4.3.Avaliacdo microbioldgica dos leites apds 0 parto .......................

B DISCUSSAD .. ettt et e e

24

25

26

27

28

29

30

34

36

38

43

44



INDICE de TABELAS, FIGURAS e GRAFICOS

Tabela 1 — Agentes contagiosos e ambientais.

Tabela 2- Agentes etioldgicos classificados em funcéo do seu impacto na saude do Ubere.
Tabela 3 — Caracterizagao das exploracoes.

Tabela 4 — casos em que ocorreram alteragdes do agente em vacas infetadas no ante e no pés-

parto.
Figura 1 -- Percentagem das exploracGes que tém como procedimento a secagem.

Figura 2- Percentagem das exploracdes que tém em atencdo a producdo leiteira diaria no

momento da secagem.
Figura 3- Utilizacdo percentual de diferentes métodos de secagem.

Figura 4- Critérios de selecdo da antibioterapia de secagem (preco, intervalo de seguranga,
identificacdo prévia do agente, indicacdo do veterinario).

Figura 5- Percentagem das exploracfes que utilizam selante apés a antibioterapia de secagem.
Figura 6- Percentagem das exploracdes que dispdem de local especifico para as vacas secas.
Figura 7- Percentagem das explora¢cfes que separam 0s animais num lote de peri-parto.
Figura 8- Percentagem das exploragfes com maternidade.

Figura 9- Vigilancia relativa ao aparecimento de mastites em vacas secas/novilhas.

Figura 10- Percentagem dos animais que apresentam mastite ao parto.

Figura 11 — Prevaléncia de agentes etioldgicos nas exploragbes presentes no estudo na

identificacdo realizada na pré-secagem.



Figura 12 — Percentagem relativa de agentes bacterianos com crescimento no leite das 16

vacas do pos-parto.

Xl



LISTA DE ABREVIATURAS

BDCT- blanket dry cow therapy

CCS — Contagem de células somaticas

IMI- Infecdo IntraMamaria

IMM-IntraMamario

ITS- Selante Interno

LPS- Lipopolisacarideo

PMN - Polimorfonucleado

SCN - Staphylococcus coagulase negativo

TCM -Teste Californiano de Mastites

X1



1. INTRODUCAO

O periodo seco é o intervalo de tempo entre duas lactacdes, durante o qual a glandula
mamaria sofre alteracbes dinamicas, tanto a nivel funcional como a estrutural (Sz. Janosi e
Huszenicza, 2001). O momento durante o qual as fémeas bovinas de aptidao leiteira interrompem
a lactacdo é conhecido como “periodo seco” ou secagem. A duracdo deste intervalo é variavel e
dependente das opg¢des do proprietario, considerando-se o intervalo entre as 6 a 8 semanas antes
do parto o mais consensual. Pressupde vantagens incontornaveis, entre as quais, a regeneracéo

do tecido mamatrio e a possibilidade da aplicacdo de tratamentos curativos e profilaticos.

Um dos objetivos da secagem é conseguir o menor nimero de quartos infetados no parto
seguinte. Uma das formas de atingir este objetivo é através da administracdo de terapia
antibidtica no fim da lactacdo em conjunto com a utilizacdo de um protetor da ponta do teto que
impeca, em simultdneo, a contaminacdo bacteriana (Dingwell et al., 2001). Representa uma
dupla oportunidade: a cura das infecdes existentes no Ubere e a prevencdo de novas infecdes.

Anatdmica e fisiologicamente, € um desafio para a vaca e para o Ubere (Dingwell et al., 2001).

O principal contra deste periodo é a interrupcdo da ordenha enquanto mecanismo
especifico de defesa do Ubere. Apesar deste facto, a secagem €, sem dudvida, a grande
oportunidade para a lactacdo seguinte. A profilaxia utilizada durante o periodo seco, pode ou
ndo, contemplar a utilizacdo de antibioterapia, mas deve, obrigatoriamente, estar incluida num

programa de controlo de mastites que se pretenda eficaz. (Lange-Consiglio et al., 2014).

O periodo seco é um tempo de alteragdes metabolicas, nutricionais e “mamarias”, com
um profundo impacto na lactacdo futura. O organismo da vaca esta alerta para o feto, que
completa aproximadamente 2/3 do seu crescimento nos 60 dias anteriores ao parto e para as suas

necessidades, em detrimento das necessidades da mée (Dingwell et al., 2001).



Cronologicamente, a secagem pode dividir-se em 3 fases: involucao ativa, repouso e uma
terceira fase constituida pela lactogénese/colostrogenese. As transi¢des funcionais que ocorrem
durante a involucdo da glandula, apos a interrupgdo da lactacdo e subsequente crescimento da
mesma durante a colostrogénese sdo 0s processos responsaveis pela elevada suscetibilidade do
Ubere a ocorréncia de novas infecdes. Apds a interrupcdo da lactacéo, ocorre a involucdo ativa,
caracterizada pela acumulacdo de leite e estase do Ubere, que resulta no aumento da pressao
intramamaria e diminuicdo da atividade secretora. O Ubere e respetivo tecido celular sofrem
profundas e drasticas alteracdes: as cisternas, ductos e alvéolos da glandula engorgitam, a
composicdo do leite altera-se e o tecido secretor inicia a sua regressdo até a conclusdo do
processo involutivo. Estas alteragdes resultam numa secrecdo mamaria pobre em gordura,
caseina e citrato, mas com pH, concentracdo de lactoferrina, aloumina sérica e contagem de
células somaticas (CCS) elevados. Apds o término deste processo, que demora aproximadamente
entre 21 a 30 dias, o Ubere torna-se mais resistente & ocorréncia de novas infe¢des. A medida que
o0 termo da gestacdo se aproxima, ocorre um novo periodo de transicao que prepara o Ubere para
uma nova lactacdo e durante o qual acontece o inverso do periodo involutivo. Caracterizado por
uma rapida e exponencial diferenciagdo celular, é acompanhado de um intenso crescimento com
acumulacdo de s6lidos, como gordura, citrato, lactose e a-lactoalbumina e diminuicdo das células
somaticas de protecdo. Durante esta transicdo, acumula-se no Ubere um elevado volume de
secrecdes, que aumentam a pressdo intramamaria. A secrecao de colostro e as alteracdes a nivel
do canal do teto influenciam mais uma vez, a suscetibilidade a ocorréncia de novas infe¢des

intramamarias (IMI) (Dingwell et al., 2003).

Como se demonstrou anteriormente, a especial sensibilidade do Ubere a ocorréncia de
novas infecdes ocorre nas fases involutivas e representa o principal motivo para a necessidade

da profilaxia da secagem. Este facto esta associado a uma diminuigdo dos mecanismos de defesa



do Ubere (Bradley et al., 2004). Relativamente a estes ultimos, destacamos o papel da
lactoferrina, enquanto imunomodelador para os leucdcitos, pela sua capacidade de atuar em
sinergia com a IgG1 contra a E. coli e a Klebsiella spp. e ainda como inibidor do crescimento de

outras enterobactérias (Bradley et al., 2004).

A taxa de novas IMI é mais elevada durante o periodo seco relativamente & mesma taxa
durante a lactacdo. A taxa esperada de novas IMI durante o periodo seco, em quartos
bacteriologicamente negativos e que na altura da secagem nao sdo sujeitos a DCT situa-se entre

0s 8% e 0s 12% (Dingwell et al.,2003).

Existem 4 pontos fundamentais a ter em conta na secagem: a duracao, a producao de leite
em termos quantitativos no momento da secagem, o método utilizado e a epidemiologia das IMI
(infegBes intramamérias) do periodo seco. De forma independente ou em conjunto, influenciam

a saude do Ubere e a epidemiologia IMI dos pés-parto (Dingwell et al.,2001).

Relativamente a duracdo do periodo de secagem, as recomendacBes apontam para um
intervalo compreendido entre os 45 e os 60 dias. Em 1950, época em que pela primeira vez se
reconheceu a importancia da secagem como fator determinante na ocorréncia de novas infecdes,
estabeleceu-se uma diferenca entre “periodo seco” - 14 dias anteriores e posteriores ao e
“vyerdadeiro periodo seco” - durante o qual a lactagdo é de facto interrompida (Dingweel et al.

2001).

Um periodo de secagem inferior a 45 dias traduz-se em mais leite por lactagéo,
diminuicdo da suscetibilidade a ocorréncia de mastites e melhoria da satde do Ubere, uma vez
gue os animais sdo secos numa fase em que fisiologicamente produzem menos leite. Por outro

lado, um periodo de secagem mais curto implica menos alteraces na dieta dos animais, vetor



facilitador da adaptacéo ruminal, com a consequente diminui¢do dos transtornos metabdlicos

caracteristicos do pds-parto (Bernier-Dodier et al., 2011).

No entanto, concluiu-se posteriormente que periodos de secagem com duracao inferior a
40 dias ou a completa inexisténcia de secagem sdo fatores que podem estar implicados na menor
producdo de leite na lactacdo subsequente. Existem duas hipdteses que podem ajudar a explicar
esta relacdo. A primeira esta relacionada com as reservas de gordura corporal, comprovadamente
a producdo de leite implica um elevado consumo de energia, periodos de secagem curtos ou
inexistentes podem comprometer o restabelecimento da gordura corporal no pré-parto (Bernier-
Dodier et al., 2011). No entanto, foi reportado que vacas em lacta¢do continua ou com periodos
de secagem muito curtos perdem menos peso no pods-parto, 0 que contraria esta hipotese

(Bernier-Dodier et al., 2011).

A interferéncia da regulacdo enddcrina da producdo de leite no periodo de gestacéo tardio
na preparacao da glandula mamaria para a proxima lactacdo, constitui a segunda hipotese, que
pressupde que lactacbes continuas ou com periodos de secagem muito curtos impedem a
regeneracdo do tecido mamario. Alguns estudos demonstraram que o “turnover” das células da
glandula mamaria € menor em animais sujeitos a lactacdes continuas ou periodos de secagem
muito curtos, relativamente a animais com periodos de secagem convencionais, facto mais

notario em animais primiparos (Bernier-Dodier et al., 2011).

O segundo aspeto mencionado é o método utilizado para secar o leite. Numa amostragem
constituida por 188 animais em secagem (Dingwell et al., 2001), a taxa de IMI no pds-parto em
vacas secas de forma radical foi de 45.1%, por oposi¢do aos 43.3% apresentados por animais
secos de forma gradual. Este foi o primeiro indicador de que o método de secagem influencia de

alguma forma, a taxa de novas infecOes. A dieta pode ajudar a contornar este obstaculo.



Exemplo: fornecer apenas palha ou feno durante a semana em que o animal vai secar, de forma
a baixar de forma rapida a producdo de leite. Estes ultimos investigadores referem no seu estudo
a restricdo de agua, no entanto, por fatores associados ao bem-estar animal, discordamos desta

préatica.

A alteracdo da dieta conduz a um importante aumento no plasma dos acidos gordos néo
esterificados e beta-hidroxibutirato. Elevados titulos plasmaticos dos acidos Gordos N&o
Esterificados diminuem a atividade linfocitaria (Ster et al., 2010). Apesar disto, o beneficio

antecipado da rapida diminuicdo da producéo de leite mascara este facto.

Para a secagem das vacas utilizam-se sobretudo 2 métodos principais, a secagem gradual

ou intermitente e a secagem abrupta.

A secagem abrupta caracteriza-se pela interrupcéo total e de forma radical da ordenha. E
importante ter em consideracdo o nivel produtivo do animal, como sera demonstrado
posteriormente. O facto de a glandula ficar repleta de leite pode contribuir para lesdes nos quartos
que servem como porta de entrada para bactérias e outros organismos patogénicos com a
consequente coloniza¢do da glandula. A diminuicdo da producéo de leite reportada neste método

de secagem situa-se entre os 3 e 0s 10.4% (Dingwell et al., 2001).

O outro fator que contribui para o aumento do risco de IMI, quando se utiliza a secagem
abrupta, tem que ver com o volume de leite na glandula conter concentracbes mais baixas dos
fatores naturais de protecdo como a lactoferrina, imunoglobulinas e fagocitos (Lange-Consiglio

etal., 2014).

A secagem gradual consiste em ordenhar o animal apenas uma vez por dia, durante 14

dias, como periodo minimo. Estudos demonstram que este método permite diminuir a producéo



do animal na ultima semana antes da secagem a valores situados entre os 22% e o0s 47%. Por
oposicdo ao demonstrado no ponto anterior, a diminuicdo gradual da producéo de leite na altura
da secagem, contribui para 0 aumento da imunidade do Ubere na fase precoce deste periodo, uma

vez que minimiza os fatores de risco anteriormente descritos (Dingwell et al., 2001).

A quantidade de leite produzida no momento em que se decide secar o animal pode
representar um problema. Uma producéo 5 | acima dos 12.5 | no momento da secagem aumenta
o risco de IMI no pos-parto em aproximadamente 77% (Rajala-Schultz et al., 2005). Apesar dos
nimeros, ndo esta estabelecido qual o nivel de producdo a secagem que pode, de facto,

influenciar a ocorréncia de novas infe¢cGes no pos-parto.

A secagem é o ponto-chave da lactacdo seguinte e, como tal, o momento ideal para
implementar algum tipo de profilaxia intramamaria e sistémica, quando justificavel. Existem
varias razdes para considerar uma abordagem diferenciada em termos de antibioterapia na pre-
secagem: a utilizacdo de antibidticos, as resisténcias e os intervalos de seguranga estdo em
permanente escrutinio por parte dos consumidores; muitos animais que recebem antibioterapia
na altura da secagem néo estdo de facto infetados o que permite a utilizagdo apenas de selante

(Cameron et al., 2014, Huxley et al., 2002).

A epidemiologia das IMI, que ocorrem durante o periodo seco estd bem documentada,
assim como a importancia das infe¢6es que persistem na lactagdo seguinte. O risco de novas IMI
provocadas por microrganismo ambientais € alto em comparagdo ao apresentado por
microrganismo patogénicos contagiosos, como por exemplo, S. aureus e o0 S. agalactiae (Halasa
et al., 2009). A incidéncia de novas infecGes e a altura em que estas ocorrem podem contribuir
de forma importante para implementacéo, com sucesso, de estratégias de controlo (Dingwell et

al., 2009).



Os quartos infetados com os agentes maiores apresentam um risco acrescido de
desenvolverem novas IMI no periodo seco e persistirem na lactacdo seguinte. No que concerne
aos agentes menores, alguns estudos demonstraram que a presenca destes pode funcionar como
uma barreira protetora contra o desenvolvimento de novas infecdes provocadas pelos patogenos

maiores (Dingwell et al., 2003).

Um dos grandes objetivos da secagem é conseguir o menor nimero de quartos infetados
na lactacdo subsequente e uma das formas de o conseguir passa pela administracdo de antibiotico

intramamario no fim da lactacéo.

O conhecimento da epidemiologia dos agentes é fundamental para implementar as
estratégias de controlo mais eficazes (Bexiga, 2011), a importancia da implementacdo de
estratégias de controlo das mastites bovinas é reconhecida h& mais de 50 anos (Dingwell et al.,

2003).

Estdo presentes na epidemiologia das IMI tanto os agentes contagiosos como 0S
ambientais (tabela 1), classificados desta forma em fungdo da adaptacdo ao Ubere e forma de
infecdo, ou, se nos referimos ao seu impacto na satde do Ubere e no impacto em termos de CCS,

em agentes patogénicos “maiores” e agentes patogénicos “menores” (tabela 2).



Tabela 1 — Agentes etioldgicos contagiosos e ambientais (Adaptado de Blowey e Edmonson, 1999).

Agentes Contagiosos Agentes Ambientais

St. aureus E. coli

Strep. agalactiae Strep. uberis

Mycoplasma spp. Staphylococcus coagulase-negativos
Arcanobacterium bovis Strep dysgalactiae

Strep. dysgalactiae Pseudomonas spp.

Klebsiella pneumoniae
Proteus spp.

Algas, leveduras e fungos

Tabela 2 — Agentes etioldgicos classificados em fungdo do seu impacto na saude do Ubere (adaptado de

Bexiga, 2011).

Agentes patogénicos “maiores” Agentes patogénicos “menores”
St. Aureus Staphylococcus coagulase-negativos
Strep. agalactiae Arcanobacterium bovis

Strep. dysgalactiae
Strep. uberis
E. coli e outros Gram negativos

Mycoplasma bovis




A epidemiologia das IMI durante o periodo seco foca-se sobretudo nos agentes
ambientais devido a continua exposi¢cdo dos animais a estes ultimos, no entanto, ndo devemos
descartar 0s agentes contagiosos, uma vez que a secagem constitui a Unica oportunidade para

eliminar estas infe¢des (Dingwell et al., 2003).

Segue-se uma breve descricao dos agentes mais frequentes isolados no nos leites da pré-secagem

dos animais presentes neste trabalho.

Staphylococcus aureus

Agente altamente contagioso, ubiquitario no ambiente, representando os Uberes infetados
0 seu maior reservatorio (Aires, 2010). E um coco gram-positivo, hemolitico, anaerébio

facultativo, catalase positivo, coagulase positivo, ndo esporulado (Midleton, 2013).

Associado frequentemente a causa de IMI subclinicas, que se tornam cronicas e
refratérias aos tratamentos intramamarios com base na antibioterapia numa elevada percentagem
de casos, pode, no entanto, provocar mastite gangrenosa aguda, quando produz grandes

guantidades de toxina (Blowey e Edmonson, 1999).

O impacto econdmico na exploracdo do S. aureus esta relacionado com o aumento da
CCS no leite, fator penalizador do pagamento, e diminui¢do da quantidade de leite produzida
devido a destruicdo do parénquima celular. A maioria das infecdes por S. aureus ocorre durante
a ordenha, através do orificio do teto, passando pelo canal até a colonizacdo da glandula. As
lesGes de hiperqueratose previamente existentes podem favorecer a entrada deste patdgeno. Uma
vez na glandula mamaria, o S. aureus adere as células maméarias epiteliais, diminuindo a

probabilidade de a bactéria ser excretada da glandula em conjunto com o leite. A primeira defesa
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da glandula face este microorganismo € a fagocitose da bactéria por parte dos neutrofilos. No
entanto, presenca do leite e os fatores antifagociticos como a proteina A, a capsula e a
pseudocapsula, diminuem as propriedades fagocitaria dos neutréfilos e que impedem a

penetracdo dos antibidticos (Blowey e Edmonson,1999; Rebhun, 1995).

Outro fator que contribui para dificultar a expulsdo do S. aureus é a diminuta
concentracdo de anticorpos de opsonizacdo e complemento, que facilitam a captacdo do agente

pelos neutrdéfilos, no leite.

Algumas experiéncias (Blowey e Edmonson, 1999) demonstraram que uma vaca que
elimina S. aureus no leite pode infetar os tetos das 6 a 8 vacas que se lhe seguem na ordenha, dai

que seja tdo importante ordenhar as vacas infetadas em Gltimo lugar.

No periodo de secagem, o tratamento deve ser feito com base nos perfis de sensibilidade
do antibiograma, mas o refugo dos animais cronicamente infetados € sempre uma hipotese a ter
em consideracdo, no caso de ser dificil implementar medidas de controlo como a vacinacdo
(Startvac ®), plano dos 10 pontos (NMC, 1999) e o ndo aproveitamento do leite descartado para

alimentacdo dos juvenis da exploracéo.

Streptococcus agalactiae

Coco Gram positivo, catalase negativo, de aspeto azul em meio de Edwards. E um agente
que sobrevive durante pouco tempo no ambiente, mas que pode persistir na glandula mamaria

por longos periodos (Maroney e Ruegg, 2005).
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A maior fonte de infecdo é o Ubere de vacas infetadas, mas um ambiente contaminado
contribui igualmente para a sua propagacio. E altamente contagioso, e tal como o S. aureus, a
sua transmissao ocorre sobretudo durante a ordenha, quer através da maquina, quer atraves das

maos do ordenhador e utensilios comuns.

E causa comum de mastite, mas cuja erradicacdo das exploracdes de leite é possivel,
uma vez que é um agente sensivel a maioria dos antimicrobianos disponiveis e o custo do

tratamento € compensatorio.

Os animais infetados com S. agalactiae ndo mostram muitos sinais clinicos, para além
das alteracbes macroscopicas evidentes no leite produzido (aspeto mais aquosos) descida na
producdo e CCS elevada. Devemos suspeitar da entrada de Strep. agalactiae numa exploracéao
quando ocorre 0 aumento subito e repentino da contagem das células sométicas (1.000.000

células/ml) que persiste no tempo, em associagao com a quebra na producao.

Em termos epidemioldgicos, o agente coloniza e infecta a cisterna e 0s condutos,
provocando inflamacdo da glandula. A acumulacdo dos detritos produzidos pela bactéria
intensifica a resposta inflamatdria, resultando na destrui¢do do tecido secretor, diminuicdo da

producdo de leite e eventualmente agalactia.

A semelhanca dos outros microrganismos, a terapia de secagem, associada ao refugo
dos animais cronicamente infetados, representa uma excelente oportunidade para controlar a
prevaléncia de S. agalactiae numa vacaria. No entanto, e como referido anteriormente, a boa
resposta do agente a protocolos de tratamento com base na antibioterapia, tem uma relagdo

custo/beneficio bastante eficaz, sendo muito vantajoso a sua implementacdo numa exploracao.
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Mycoplasma spp.

Apesar de ndo ter sido isolado em nenhum dos leites analisados, pela importancia que
cada vez mais assume, sobretudo o Mycoplasma bovis, ndo poderiamos deixar de mencionar este
microorganismo. A semelhanca dos anteriores, os micoplasmas s&o igualmente contagiosos,
surgem com menor frequéncia, sdo geralmente diagnosticados em vacarias com surtos de
mamites clinicas que resistem & terapéutica antibiotica. Associado a estes surtos, precedido em
alguns casos pelo aparecimento de doenca respiratoria (0 micoplasma é ubiquitario do trato
respiratorio) e alteracGes articulares (Rebhun, 1995), estd a introducdo de novos animais

infetados.

Os animais sdo infetados independentemente da idade e da fase da lactacdo, mostram
inicialmente mastites clinicas que evoluem para cronicas. A transmissdo ocorre durante a
ordenha, sobretudo em ambientes com mas praticas de higiene, por via horizontal, especialmente
em locais de ventilacao deficiente, ocorrendo a dispersdo do agente desde o aparelho respiratério
até ao ubere. O sémen e leite contaminado assim como alguns fomites podem servir como meio

de transmissdo (Ruegg, 2000).

Devemos suspeitar de micoplasma sempre que um elevado nimero de animais apresenta
mastites em mais do que um quarto, mas continua com apetite e com sinais pouco evidentes de
doenca sistémica. Como jéa foi referido, a maioria dos casos & ndo responsiva ao tratamento e 0s

animais afetados diminuem drasticamente a producdo de leite.

Mycoplasma spp. pode causar alteracdes permanentes no tecido secretor da glandula, por
exemplo, fibrose, abcessos revestidos por uma fina parede e linfadenite supramamaria. Perante
este facto, os meios para controlar o Mycoplasma spp. sdo em primeiro lugar, a aplicacdo de

medidas de biosseguranca na exploracdo, de forma a limitar a entrada do agente. Perante a
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evidéncia dos animais positivos, deve sempre considerar- se o refugo, porque apesar de in vitro
surgirem referéncias a sensibilidades a fluoroquinolonas, florfenicol e tiamulina, a antibioterapia
tem-se mostrado ineficaz (Rosenbush et al., 2005). Os animais positivos devem ser separados e

identificados e o seu leite ndo pode ser aproveitado para alimentar os animais jovens.

Arcanobacterium bovis

Isolado com muita frequéncia em subclinicas, surge com menor frequéncia associado a

mastites clinica (Bradley et al.,2007).

O impacto das IMI provocados por Arcanobacterium spp. na CCS é baixo (Schunkken
et al., 2009) talvez porque o isolamento da bactéria no leite nem sempre constitui a causa
priméria da inflamacéo da glandula mamaria, significando em alguns casos apenas a colonizacéo
do canal do teto com a subsequente contaminacdo da amostra de leite (Bexiga, 2011). Apresenta

baixa resisténcia a antibioterapia.

Em termos epidemioldgicos, na literatura disponivel, foi considerado um
microorganismo contagioso por ter a glandula mamaria e canal do teto como principal fonte de
infecdo, transmitindo-se vaca a vaca (Fox e Gay, 1993) e um agente menor devido ao baixo
impacto na CCS do tanque (Aires, 2010) cujo isolamento ocorre com maior frequéncia em
exploracdes nas quais a desinfecdo dos tetos apds a ordenha é deficiente ou inexistente. E um

bacilo Gram positivo e catalase positivo.

O periodo seco € o ideal para efetuar o tratamento entre lactacbes e 0 que apresenta

maiores taxas de sucesso na prossecucdo da erradicacdo da bactéria.
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Staphylococcus coagulase-negativa

Historicamente os Staphylococcus coagulase-negativa (SCN) nem sempre foram
identificados como espécie, uma vez que a distingdo entre si ndo era totalmente clara, e porque
os diferentes elementos do grupo apresentam caracteristicas e impacto clinico muito semelhante.
Cocos gram-positivos, catalase positivos, distinguem-se do St. aureus pelo teste da coagulase.
Este teste deteta a presenca de coagulase, uma enzima comummente expressada pelo St. aureus,

(Bexiga, 2011).

O grupo de SCN tem assumido crescente importancia e atencdo da parte dos
investigadores. Durante a ultima década os SCN surgem num elevado nimero de estudos como
0 grupo identificado com maior frequéncia em amostras de leite proveniente de animais com

mamites clinicas ou subclinicas.

Classificados como agentes menores, devido ao baixo impacto na satde do Ubere e na
CCS, podem, no entanto, ser a razdo de elevadas perdas em casos de prevaléncias elevadas

(Aires, 2010).

Na maioria dos animais infetados pode ocorrer a cura espontanea, no entanto respondem
positivamente & antibioterapia com base em penicilinas, ampicilina, amoxicilina, cefalosporinas
e tetraciclinas. Considerados como parte da flora oportunista que coloniza os tetos durante a

secagem, podem estar na origem IMI intramamarias em novilhas (Dingwell et al., 2003).
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Streptococcus dysgalactiae

Geralmente identificado como um agente ambiental, apresenta algumas caracteristicas do
grupo dos microrganismo contagiosos, como a transmissdo vaca a vaca (NMC, 1999). Coco
gram-positivo, catalase negativo, colénias verdes em meio de Edwards, adere as células

epiteliais, nas quais pode permanecer por longos periodos de tempo, sem perda de viabilidade.

Sobrevive nas amigdalas e a partir daqui, por lambedura, contaminar os tetos. Por vezes
os animais infetados apresentam febre e inflamacgéo do Ubere, sendo o diagndstico definitivo
confirmado por cultura microbioldgica. Responde facilmente a protocolos que incluam a
desinfecdo dos tetos no pré e p6s-dipping assim como a antibioterapia de secagem, com base em

penicilinas, cloxacilina e cefalosporinas (Rebhun, 1995).

O controlo passa por melhorar as condi¢6es de higiene da sala de ordenha e camas e por

técnicas de maneio que visem a conservacgdo da integridade dos tetos.

Escherichia coli

Bacilo gram-negativo, oxidase negativo, col6nias cor-de-rosa em meio MacConkey. E o
microorganismo ambiental que provoca maior numero de mastites, existe em grande quantidade
nas fezes, determinando que a infe¢éo ocorra sobretudo em vacas estabuladas, especialmente em

instalagBes com préticas de higiene e maneio deficientes.

Os sintomas da mastite tipica por E. coli incluem os quartos quentes, muito duros e
inflamados, com secre¢do aquosa. Uma percentagem de vacas manifesta uma intensa reagéo de

choque, que pode provocar a morte num curto espaco de tempo (por vezes em horas), devido ao
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efeito da libertacdo de uma endotoxina, um lipopolisacarideo (LPS) derivado da parede das
células bacterianas. Este LPS é eliminado pelos PMN, que por sua vez libertam granulos

lisosdbmicos que exacerbam a reacdo de choque.

Sempre que existe penetragdo bacteriana nos condutos de menor calibre e nos seios
lactiferos da glandula, ocorre uma multiplicacdo massiva bacteriana que pode lesionar os vasos
sanguineos. E por esta razdo que em muitos casos associados a mastite por E. coli é vulgar
encontrar uma secrecdo aquosa avermelhada, caracteristica a qual os produtores chamam
“mastite de aguadilha” ou, os mais roméanticos, de “vinho do Porto”. Estes casos podem conduzir

a um processo agudo gangrenoso, com subsequente desprendimento do tecido do Ubere.

Ao contrario do que acontece com o S. aureus e 0 S. agalactiae, a E. coli ndo adere ao
revestimento endotelial do teto e da cisterna do Ubere, razdo pela qual ndo é frequente encontrar

animais cronicamente infetados.

Durante a secagem, e devido a existéncia da lactoferrina (Blowey e Edmonson, 1999), as
infecBes por E. coli sdo raras, mas é necessario vigiar 0s animais e sobretudo preconizar praticas
de higiene eficazes, uma vez que algumas preparacdes de antibidticos para vacas secas tém

indicacdo para a bactéria em questéo.

Outros Coliformes

O grupo genérico dos coliformes engloba agentes de Klebiella spp., Enterobacter spp.,
Pseudomonas spp., entre outros. S&o bacilos gram-negativos, oxidase negativos e fermentadores

da lactose.
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Devido a importante percentagem que foi isolada neste trabalho, iremos abordar a
Pseudomonas spp. Tipicamente provem de aguas contaminadas utilizadas para a lavagem dos
Uberes. Os animais podem infetar-se ainda, por exemplo, quando nédo se deitam no cubiculo, mas
nos corredores, onde existem normalmente pequenos “charcos” de agua, pelo menos esta tem
sido a nossa observacéo ao longo dos anos. Um fator adjuvante é o facto de sobreviver a baixas

temperaturas (NMC, 1999).

Os sinais clinicos sdo muito variaveis, desde a mastite toxica até casos cronicos
recidivantes (Blowey e Edmonson, 1999). O fato de viver no interior das células do Ubere, torna
a bacteéria inacessivel & maioria dos tratamentos com base em antibiético uma vez que a bactéria

vive

Streptococcus uberis

Agente patogénico muito importante do Ubere, é o segundo organismo ambiental que
mais frequentemente provoca mastite. S0 cocos Gram-positivos, catalase negativo, ubiquitarios
nas exploracdes pecuarias. A maioria das infecdes ocorre nos primeiros meses de lactacdo ou no

final do periodo de secagem (Radostits et al., 2007).

O principal reservatorio da bactéria é o ambiente, como as camas, chorumes, pasto, etc.
Novas infecGes podem atingir novilhas e vacas antes do parto, 0 que prova que 0 organismo nao
se transmite animal a animal, durante a ordenha. As IMI causadas por S. uberis podem ser
clinicas, acompanhadas de edema do quarto infetado, dor, febre e inapeténcia (Aires, 2009) ou

subclinicas (Zadoks et al., 2002).
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O leite pode apresentar-se com alteracdes, entre as quais aspeto mais aquoso. Em termos
de tratamento, esta recomendado a administracéo local e intramamaria de penicilinas, amoxicilia,
eritromicina e cefalosporinas (Rehum,1995), embora possa ocorrer cura espontanea (Radostits

et al., 2007). A terapia de secagem mostra-se bastante eficaz (Aires, 1999).

Algas, Fungos e leveduras

S&@o organismos que crescem lentamente em agar-sangue, 0 meio ideal para 0 seu
crescimento € agar-Saboraud (Blowey e Edmonson, 1999). Incluem-se neste grupo o género
Candida como exemplo de leveduras, a Prototheca zopffi, uma alga e o Aspergillus fumigatus,

um fungo.

S&o agentes ambientais e podem ter uma incidéncia elevada em explora¢fes com ma
arquitetura ou namero insuficiente de camas, nas quais uma grande quantidade de animais se
deita fora dos cubiculos; relacionando-se ainda com préticas de ordenha nas quais se lavam 0s
tetos, mas ndo se secam antes de colocar as unidades de ordenha. Identificam-se cada vez com
maior frequéncia e provocam mastite com sinais clinicos evidentes, como a tumefacéo e
inflamacédo do (s) quarto (s) afetado (s) e alteracdo do leite, com coagulos grandes, brancos e

muito espessos. Sistemicamente podem ou ndo apresentar febre.

O tratamento com antibidtico é totalmente ineficaz, por vezes apresentam alguma
sensibilidade a antimicaticos (Bexiga, R. 2003). A melhor forma de controlar a afe¢do consiste
na separacdo e refugo dos animais afetados. Alguma bibliografia recomenda a imersdo ou

infusdo dos tetos em iodo.
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TRATAMENTOS

A prevencdo das IMI durante o periodo seco assenta em dois principios basicos,
minimizar a contaminacdo bacteriana com origem no ambiente e reforcar a imunidade da

glandula maméria (Bradley e Green, 2004).

A utilizacdo de antibi6tico intramamario durante o periodo seco é por um lado, uma
forma de prevenir a ocorréncia de novas IMI e por outro, a forma de eliminar as infegdes

subclinicas pré-existentes no momento da secagem (Petrovski et al., 2011).

A utilizacdo de selantes internos (ITS), sozinhos ou numa terapia combinada, é uma
medida preventiva que que constitui uma alternativa aos programas de secagem tradicionais,

baseados apenas na utilizacdo de antibidtico intramamario.

A utilizacdo da terapia antibidtica utilizada durante a secagem foi implementada a partir
de 1940, no Reino Unido, com o prop6sito de controlar a mastite com origem no
Aracnobacterium pyogenes. A partir de 1960, passou a estar incluida no “Plano dos 5 Pontos”,
com o objetivo de curar as IMI pré-existentes e prevenir a ocorréncia de novas infecdes durante

0 periodo seco (Huxley et al., 2002).

Na Ameérica do Norte, a principal estratégia utilizada durante a secagem € a aplicacdo de
antibiotico intramamario (IMM) de longa-Acdo (Cameron et al., 2014) por recomendacdo do

National Mastitis Council, como um ponto do programa de controlo de mastites.

A aplicacdo de um antimicrobiano de secagem, em todos 0s quartos, de todas as vacas
(BDCT- blanket dry cow therapy) desempenhou um importante papel na reducgdo da prevaléncia
dos microrganismo contagiosos com a consequente reducdo da contagem de células somaticas
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(CCS) do tangue. (Cameron et al., 2014). No entanto, existe alguma controvérsia relativamente
a este assunto, derivada da necessidade, ou ndo, da aplicagéo indiscriminada de antibidtico em

todos os quartos (Dingwell et al., 2003).

As razdes para evitar a utilizagdo profilatica de antibioticos incluem o custo, a relagéo
custo/beneficio associado ao tratamento de quartos nao-infetados, as possiveis emergéncias de
mecanismos de resisténcia aos antibidticos e o risco do aparecimento de residuos de antibidtico
na cadeia alimentar (Dingwell et al., 2003). A discussdo sobre este assunto sobe de tom a partir
do momento que a classe consumidora comec¢a a demonstrar cada vez maior preocupacao

relativamente 4 relacdo da utilizacdo de antimicrobianos e o aparecimento de resisténcias.

Com a utilizacdo da antibioterapia intramamaria conseguem-se, por um lado, elevadas
taxas de curas (Bradley et al., 2004; Halasa et al., 2009) e, por outro, alguma efetividade no
controlo das novas IMI na fase precoce do periodo seco. Ainda assim, a ocorréncia de IMI
continua a surgir devido as resisténcias demonstradas por alguns patogénicos ou por falha da

concentracdo minima inibitoria (Oliver et al., 1990; Bradley et al.,2004).

As preocupac0es relativas ao impacto da utilizacdo de antimicrobianos em exploragdes
pecuarias e, neste caso concreto, de producdo de leite, devido as emergentes resisténcias, sao

cada vez maiores (Call et al., 2008).

A relacéo entre a utilizagdo de antimicrobianos e o desenvolvimento de resisténcias néo

é totalmente claro ou conclusivo (Call et al., 2008; Rajala-Schultz et al., 2009; Saini et al., 2012).

Acresce a estes argumentos o facto de a utilizacdo de antimicrobianos ser um fator que
sempre contribuira para o desenvolvimento de resisténcias (Call et al., 2008) obrigando a correta

implementacéo e utilizacdo dos programas de qualidade do leite.
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A utilizacdo de selantes internos (ITS) permite ultrapassar alguns dos obstaculos
referidos anteriormente (Cameron et al., 2014). Os ITS representam uma alternativa a DCT em
quartos comprovadamente ndo infetados, isenta de antibidtico, que pode ser utilizada na
prevencdo das IMI durante o periodo de secagem, uma vez que previnem a entrada de
microrganismo patogénicos a partir da ponta do teto (Huxley et al., 2002; Dingwell et al., 2003;

Cameron et al., 2014).

A efectividade da utilizacdo dos ITS est4d bem documentada na literatura (Berry et al.,
2002; Huxley et al., 2002; Cook et al., 2005; Sanford et al., 2006, Cameron et al., 2014). Em
alguns estudos que compararam a utilizacdo de ITS com a DCT em quartos ndo infetados no
momento da secagem, o comportamento das duas estratégias foi em tudo semelhante (Woolford
et al., 1998; Sanford et al., 2006), o que sugere que os ITS podem ser utilizados sozinhos em

quartos ndo infetados.

A utilizacdo de ITS limita a exposi¢do dos tetos e, consequentemente, de toda a glandula
a invasao bacteriana. A sua Acédo pode ser condicionada apenas pelo tempo de persisténcia no
teto. Foi reportado que tetos “abertos”, ou seja, sem um tampé&o de queratina, S&0 mais sensiveis

a infecOes relativamente a tetos “fechados” (Berry et al., 2002).

De referir ainda que existe um crescente interesse, devido ao aumento do nimero de
exploracGes organicas que vendem leite a um preco bastante atrativo, e representam um nicho
de mercado em expansdo. No entanto, estdo impedidas de utilizar determinados tipos de

antibidticos, ainda que com fins profilaticos, caso da antibioterapia de secagem.

Os ITS mimetizam os mecanismos fisiologicos que “fecham” o canal do teto (Rabiee e

Lean, 2013) e sdo uma ferramenta importante para prevenir as IMI (Godden et al., 2003).
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Ap0s a secagem, forma-se naturalmente um tampdo de queratina no canal do teto, que
desempenha um papel muito importante na defesa contra as IMI, uma vez que constitui ndo
apenas uma barreira fisica contra a entrada de microrganismo patogénicos, mas igualmente
como inibidor do crescimento bacteriano, devido a presenca de &cidos gordos esterificados e
ndo esterificados na queratina (Bradley et al., 2004). No entanto, e uma vez que se verifica que
a formacéo deste tampado, que desaparece em média 10 dias apos o parto (Bradley et al., 2004),
ndo funciona uniformemente em todos os animais (num estudo histoldgico realizado em tetos
excisados, a observacdo mais precoce da formacéo do canal de queratina ocorreu no dia 16 da
secagem; Dingwell et al., 2003) foram estudadas ao longo dos Gltimos 30 anos formas de
artificialmente conseguir o encerramento do canal do teto durante a secagem (Woolford et

al.,1999).

A primeira pessoa a desenvolver um selante interno, contendo subnitrato de bismuto foi
Meaney em 1977, que demonstrou igualmente a efetividade do mesmo na prevencdo de IMI

(Rabiee e Lean, 2013).

Posteriormente, tanto Meaney como Woolford provaram a eficacia da utilizacdo de ITS
em conjunto com antibioterapia intramamaria na reducdo da incidéncia das IMI e mamites
clinicas (Rabiee e Lean, 2013). Este facto continuou a ser demonstrado ao longo dos anos, em

estudos posteriores sendo consensual atualmente a vantagem da utilizagdo dos ITS.

A utilizacdo de um protocolo de secagem que inclua ITS e a administracdo de antibidtico
em todos os tetos, assegura, no entanto, que todos os quartos recebem algum tipo de protecéo
contra as infegdes IMM. (Berry et al., 2002; Huxley et al., 2002; Sanford et al., 2006; Cook et

al., 2005).
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Em Portugal existem 3 formulacGes comerciais disponiveis, cuja substancia ativa € o

subnitrato de bismuto, mas que variam nos excipientes utilizados.
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2. OBJECTIVOS

O principal objetivo do presente trabalho foi avaliar a utilidade da identificacdo de
agentes etioldgicos presentes no leite de vaca na pré-secagem, como critério de selecdo da

estratégia preventiva a aplicar durante a secagem.
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho dividiu-se em duas partes. Na primeira, foi realizado um inquérito a 68
exploracGes da regido do Entre Douro e Minho, fundamentalmente dos conselhos da Pévoa de
Varzim, Barcelos, Vila do Conde, Famalicdo e Braga, com o intuito de caracterizar as préaticas e

habitos relativos ao maneio da secagem de acordo com o inquérito em anexo.

Na segunda parte, selecionamos 7 exploracdes, com CCS inferiores a 250.000 (Pantoja
et al., 2009; Cameron et al., 2014) para caracterizar os agentes etioldgicos prevalentes de
mastites no anteparto e a sua resposta ao tratamento no inicio do periodo de secagem (Godden

et al., 2003; Green et al.,2004; Sanford et al., 2006).

3.1. Explorac0es e animais - caracterizacéo

Das exploragdes do Entre Douro e Minho, foram selecionadas 7 exploragdes com CCS

inferiores a 250.000 e que se caracterizam na tabela 3:

Tabela 3 — Caracterizacao das explorages.

Exploragéo Concelho Animais Animais Tipo N° Ordenhas| Teor Butiroso Teor CCs
Lactacdo | Secagem Ordenha por Dia Proteico | (X1000)
1 PVZ 115 16 MEC 2 3.9 3.35 150
2 PVZ 150 17 ROB 25 3 3.3 250
3 PVZ 179 15 MEC 2 3.6 3.3 250
4 VvC 35 7 MEC 2 34 3.18 130
5 PVZ 55 6 MEC 2 3.8 3.0 <200
6 PVZ 52 6 MEC 2 3.8 3 <200
7 PVZ 90 20 MEC 2 3.7 3.2 <100
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As vacarias 2 e 6 vacinam com Startvac ® a "varrer" e a vacaria 1 utiliza um protocolo
de 3 administracdes. A exploracdo 1 utiliza uma vacina de rebanho, com revacinacGes
semestrais. Em cada uma das exploragdes, foram selecionadas as vacas com parto previsto entre
Outubro de 2014 e Janeiro de 2015, sem mamite clinica na altura da recolha da amostra e com

um periodo de secagem de 60 dias.

Né&o foi tomado em conta o nimero de partos, os dias de lactacdo ou o nivel produtivo,
a CCS individual bem como a historia pregressa de mastite. Em resumo, ndo existiu nenhum tipo

de diagndstico e foi considerada apenas a data prevista de parto.

3.2. Recolha de amostras no pré e pés-parto

Recolheram-se assepticamente amostras de leite dos quatro tetos dos animais
selecionados, durante a semana anterior a data prevista de secagem. As pontas dos tetos foram
previamente limpas com uma compressa e alcool a 70%, apos a limpeza comum a que todos 0s

tetos sdo submetidos antes da ordenha.

Os primeiros 2 ou 3 jatos de leite devem ser descartados, uma vez que as células e
bactérias que apresentam apenas refletem a contaminacdo do canal do teto, e ndo o leite da
glandula mamaria em geral (Radostits et al., 2007). O frasco de colheita deve ser estéril e

imediatamente refrigerado apds a mesma.

Em média, 10 dias ap6s o parto, recolheram-se novamente, cumprindo 0 mesmo
protocolo: amostras de leite de cada um dos animais presentes no estudo. A colheita de leite foi
feita nos quatro tetos em conjunto, apesar de as recomendac6es apontarem no sentido de recolher

amostras individuais de cada teto (Radostits et al., 2007) permitindo assim identificar quais 0s
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tetos afetados e deste modo completar o tratamento apenas nesses, evitando gastos
desnecessarios com medicamentos. No entanto, e por questdes econdmicas, optou-se pela

colheita dos 4 tetos em conjunto ( K.K:Reyher and I. R. Dohoo, 2011)

Constituiram a excecdo as vacas que, por opcao dos proprietarios, foram refugadas.

3.3. Microbiologia

De cada amostra retirou-se 10 ul de leite, com uma ansa calibrada e esterilizada,
semeados logo de seguida em agar columbia+5% de sangue de carneiro (BioMérieux SA ®). As

placas incubaram a 37°C, com leituras efetuadas as 24h e 48h.

A identificacdo das coldnias foi feita com base na morfologia, tipo de hemdlise, coloracéo
de Gram, catalase, oxidase e alguns testes bioquimicos. Os organismos gram-positivos, catalase
positivos, foram divididos em SCN ou S. aureus dependendo do resultado na prova da coagulase.
Utilizou-se a prova da esculina (BioMérieux SA ®) para diferenciar os organismos gram-
positivos, catalase negativos. Os organismos que néo hidrolisaram a esculina forma submetidos
a4 prova de CAMP (Christie-Atkins-Munch-Peterson) e divididos em CAMP negativos
(Streptococcus spp.) e CAMP+ (S. agalactiae). O meio seletivo de agar Mac Conkey

(BioMeérieux SA ®) utilizou-se para diferenciar E.coli de outros Gram-negativos.

As placas com 3 ou mais colonias consideraram-se contaminadas. As que apresentaram
menos de 5 ou auséncia total de coldnias foram classificadas como sem crescimento (Pantoja et

al., 2009; Petrovski et al.,2011).
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3.4. Tratamentos realizados no periodo que antecedeu a secagem

A importéncia do periodo seco na dindmica das IMI esta bem determinada (Green et al.,
2007). A glandula mamaéria é particularmente sensivel a novas IMI nas fases iniciais e finais do

periodo seco, ou seja, na involugédo e na colostrogenese (Godden et al., 2003).

Além dos fatores referidos anteriormente como o nivel de producdo no momento da
secagem ou 0 maneio deste periodo, a velocidade de involucdo do Ubere e a
condicdo/contaminacdo dos tetos condicionam, igualmente, o sucesso da secagem (Godden et

al.,2003).

Relativamente as IMI presentes no periodo ndo lactante, estas podem ter duas origens
diferentes: ou sdo provenientes da lactacdo anterior ou sdo novas infe¢fes adquiridas durante o
periodo seco (Green et al., 2007). A probabilidade da vaca durante contrair novas infecoes
durante a secagem esta relacionada com a exposicdo do animal a potenciais agentes
patogénicos, por exemplo, com origem no ambiente, com fatores individuais que condicionam
a suscetibilidade do animal a infecdo e com a protegdo efetiva conferida pelos protocolos de
secagem que utilizem antibi6tico e selante, em conjunto ou separadamente (Berry e Hilerton,

2002; Huxley et al., 2002; Bradley e Green, 2011).

Com base nestes principios, os protocolos de secagem efetuados aos animais presentes
neste trabalho, incluiram a administracao de antibiotico intramamario apos a ultima ordenha da
lactacdo, a utilizacdo de selante em todos os quartos e a administracdo IM ou SC de antibidtico
injetavel 3 semanas antes da data prevista de parto (Dingwell et al., 2002; Godden et al., 2003;

Cameron et al., 2014).

Nos animais cujo leite ndo apresentou crescimento, foi utilizado apenas selante (Berry

et al., 2002).
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As vacas em cujo leite foram isoladas leveduras ou Prototheca spp. (Bexiga et al.,

2003), foram sujeitas a terapia vitaminica e aplicado ITS.

Antes da aplicacdo de antibi6tico intramamario, os tetos foram sujeitos a desinfecdo,
através de um toalhete embebido em alcool. O procedimento finalizou com a imersao dos tetos

numa solucdo iodada e com emoliente.

A justificar estes procedimentos, referimos que uso de ITS em simultdneo com a
terapéutica antimicrobiana intramamaria, que ajudem na protecdo do canal do teto até a
formacdo do tampdo de queratina (Pyoréla et al., 2008), deve ser considerado quando a vaca

esta exposta a ambientes com elevada carga microbiana (National Mastitis Council, n. d.).

3.5. Analise estatistica

Foi realizada uma analise estatistica descritiva. Utilizou-se o teste do qui-quadrado para

testar diferencas entre percentagens.
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4. RESULTADOS

4.1. Respostas ao inquérito

Os resultados encontram-se descritos nos graficos seguintes (1-10). A média de dias de

duracdo da secagem totalizou 48.75 dias.

120,00%

97,06%

100,00%
80,00%
60,00%
40,00%

20,00%
2,94%

0,00%
Sim N3do

Figura 1- Percentagem das exploracdes que tém como procedimento a secagem.

120,00% -
100,00% - lacia
80,00% -
60,00% -
40,00% -

20,00% -

0,00% - T
Sim Nao

Figura 2- Percentagem das exploracdes que tém em atencdo a producdo leiteira didria no momento da

secagem.
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10,00% - 4,55%

0,00% o . .
Abrupta (Sem Abrupta (Sem Gradual
dgua/s6 com restricdo de

palha) agua)
Figura 3 — Utilizacdo percentual de diferentes métodos de secagem.
50,00% - 45,24%
40,00% -
30,00% - 26,19%
o/ 16,67%
20,00% 11,90%
wooe B
0,00% T T T
Preco Intervalo de Identificagdo Indicagdo do
seguranga prévia do veterindrio
agente

Figura 4 - Critérios de selecdo da antibioterapia de secagem (preco, intervalo de seguranca, identificacdo

prévia do agente, indicacdo do veterinario).
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Figura 5 — Percentagem das exploragdes que utilizam selante.
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Figura 6 — Percentagem das exploragdes que dispdem de local especifico para as vacas Secas.
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Figura 7- Percentagem das exploracdes que faz lote de peri-parto.

-32-



70,00% -

60,00% >8,62%
7 o

50,00% -

41,38%

40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -

0,00% -

Sim

Figura 8 — Percentagem das exploracfes que dispdem de maternidade.
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Figura 9 - Percentagem das exploracfes que utilizam um sistema de vigilancia relativo ao aparecimento

de mastites durante o periodo de secagem.
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Figura 10- Percentagem das exploragfes com animais que apresentam mastite no momento do parto.

4.2. Caracterizacao dos agentes no momento da secagem

Das 246 vacas em que se procedeu ao isolamento dos agentes antes da secagem,
observou-se que em 78,9% (194/246) ocorreu o crescimento de culturas bacterianas, enquanto
nas restantes 21,1% (52/246; P <0,001) ndo ocorreu qualquer crescimento. Das 7 exploracGes
em estudo, em todas apareceram amostras contaminadas com Arcanobacterium bovis entre 0s
agentes patogénicos responsaveis por mastite e, em 3 exploragfes, amostras com Staphylococcus
aureus, ambos o0s agentes considerados como contagiosos. A figura resume 0s agentes presentes

nas exploracOes analisadas.

Das vacas positivas, 17,5% (34/194) apresentavam, concomitantemente, pelo menos
mais outro agente bacteriano ou levedura, sendo que as restantes apresentavam mamite s6 por

um agente 82,5% (34/194; P < 0,001).
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Os estafilococos coagulase-negativa representaram 30,9% (60/194; P < 0,001) do total

das vacas afetadas. As restantes proporcdes podem ser observadas no grafico 11.

Prevaléncia de agentes etioldgicos

4% 0%

= SCN = E.coli = Pseudomonas spp = Strep. uberis
= leveduras = Arcanobacterium bovis = Strep. spp = S. aureus
= Strep. dysgalactiae = Prototheca = Strep. bovis

Figura 11- Prevaléncia de agentes etiologicos nas identificacdes efetuadas em leites de animais na pré-

secagem, provenientes das exploracdes presentes no estudo. SNC- estafilococos coagulase-negativa.
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4.3. Avaliacao microbioldgica do leite apds o parto

Dos 246 animais iniciais, 7,3% (18/246) foram refugados e 1 morreu (0,4%), tendo sido
analisado o leite de 92,3% (227/246) das vacas 10 dias ap6s o parto. Nestes, apenas se observou

crescimento em 7,1% (16/227) (grafico 12).

s SCN  ®=E.coli = Pseudomonasspp. = Streptococcus spp. = Streptococcus uberis

Figura 12 - Percentagem relativa de agentes bacterianos com crescimento no leite das 16 vacas do pos-

parto. SNC- estafilococos coagulase-negativa.

Na tabela 4, descrevem-se 0s 12 casos em que ocorreram alteracdo do agente em vacas
infetadas no ante e pds-parto. Em apenas 4 vacas se observou isolamentos bacterianos no pos-

parto, ao contrario do que tinha ocorrido no anteparto.
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Tabela 4- Casos em que ocorreram alteracBes do agente em vacas infetadas no ante e no pds-parto.

N2 de casos Ante-Parto Pés-Parto

4 Arcanobacterium bovis SCN

1 Strep. uberis Pseudomonas spp.
1 Stre. Uberis SCN

1 Strep. dysgalactiae E. coli

1 Strep. dysgalactiae+ SCN SCN

1 Sem crescimento E. coli

1 Leveduras E. coli

1 SCN+S. aureus SCN

1 Pseudomonas spp. Strep. spp.

SNC- estafilococos coagulase-negativa

-37 -



5. DISCUSSAO

Foi possivel observar durante a realizacdo do presente estudo, através do inquérito
realizado aos produtores, que a teoria sobre os fundamentos da secagem faz parte dos
procedimentos habituais das exploracdes (Pantoja et al., 2009; Cameron et al., 2014) e entre
estas, a média da duracdo da secagem totaliza, aproximadamente, 49 dias, nimero que se
encontra de acordo com a bibliografia (Lange-Consiglio et al., 2014). Num total de 68 inquéritos

realizados, apenas duas exploragdes ndo secam 0s animais.

Um outro ponto importante, focado na introducao deste trabalho, diz respeito ao nivel
produtivo da vaca no momento da secagem, facto de assumida importancia para 97.06% do total
dos inquiridos, convergente com as indicagdes consideradas corretas (Dingwell et al., 2001). A
tendéncia relativa a opcdo pelos diferentes métodos de secagem foi assumidamente para a
secagem gradual, o que respeita os procedimentos referidos na literatura (Cameron et al., 2014).
De salientar que, mesmo as exploragdes que fazem secagem abruta, ndo restringem o acesso a

agua.

Relativamente aos critérios de selecdo da terapia de secagem a aplicar entre as quatro
hipoteses apresentadas: preco, intervalo de seguranca, identificacdo prévia do agente ou
indicacdo do veterinario, a escolha recaiu maioritariamente sobre o intervalo de seguranca.
Apesar da sua importancia, talvez falte alguma formacéo e informagédo aos produtores sobre
aquele que é o ponto-chave deste estudo, ou seja, a identificagdo prévia dos possiveis agentes
etioldgicos presentes no leite das vacas em pré-secagem (Berry et al., 2002; Huxley et al., 2002;
Cook et al., 2005; Bradley et al., 2010; Cameron et al., 2014). A utilizagcdo de selante € uma
pratica comum em 92.73% das exploragdes, 0 que vai de encontro ao recomendado (Berry et al.,

2002; Bradley et al., 2010; Cameron et al., 2014).
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Os pontos mais criticos relativamente as praticas de secagem prendem-se com questdes
relacionadas com as instalacdes. A maioria das vacarias ndo dispde de um local especifico para
as vacas secas ou lote de peri-parto por questdes de espaco fisico. Este €, com certeza, um ponto
a melhorar. Relativamente a existéncia de maternidade, 41.3% das exploracdes apresenta um
local proprio para os animais parirem. Se relacionarmos com a questao seguinte, conseguimos
compreender o porqué de ndo existir um sistema de vigilancia para as vacas secas. Apesar deste
facto, ndo é frequente os animais apresentarem mastite no momento do parto, como se pode
comprovar através da andlise do grafico 10. Como conclusédo, e 0s nimeros comprovam isso
mesmo, podemos afirmar que os produtores de leite tém cada vez mais e melhores
conhecimentos sobre a secagem, reconhecendo que este é um periodo fundamental na vida

produtiva de uma vaca de leite.

A segunda parte do trabalho pretendeu conhecer os agentes microbianos presentes no
leite de vacas em pré-secagem. No seguimento da execucdo da parte pratica, foi possivel
observar uma elevada proporc¢do de vacas positivas ao exame microbiolégico no momento da
secagem, tendo em consideracao que a amostra foi independente de qualquer tipo de diagnostico
prévio (teste californiano de mamites, condutividade elétrica do leite, CCS individual, por
exemplo). O ponto-chave do presente estudo foi, em primeiro lugar, reforcar a importancia da
prévia identificacdo no leite de agentes etioldégicos como fator condicionante do sucesso da
aplicacdo de protocolos de secagem e como um procedimento de rotina a ter em conta pelos
agricultores (Berry et al., 2002; Pantoja et al., 2009; Bradley et al., 2010; Gundelach et al., 2010;

Reyher et al., 2011; Cameron et al., 2014) em explora¢fes com contagens de CCS baixas.

A aparente taxa de cura durante o periodo seco foi elevada e apenas 4 dos animais
apresentaram novas infe¢des, convergindo com os resultados de outros estudos (Bradley et

al.,2010; Cameron et al., 2014), apesar de existirem diferengas significativas entre este trabalho
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e outros referidos na bibliografia, sobretudo a nivel do momento e do numero de amostras
recolhidas no pos-parto. Qualquer um dos 2 protocolos utilizados, a aplicagdo de BDCT ou de
ITS, mostrou uma elevada percentagem de cura aparente, o que sugere/demonstra o pretendido
com este estudo: a importancia do conhecimento dos agentes presentes no ubere/tetos das vacas

anteriormente a secagem de forma a direcionar corretamente o tratamento a aplicar.

Outros estudos reportam, no entanto, resultados com elevado risco de nova IMI em
tratamentos de secagem efetuados com base nos mesmos métodos utilizados no presente trabalho
(Berry et al., 2010). A explicacdo da aparente elevada taxa de sucesso demonstrada nos nossos
resultados prende-se com quatro fatores fundamentais; o facto de as amostras serem recolhidas
nos 10 dias apds o parto; o isolamento no momento da secagem de alguns agentes etioldgicos
em animais de exploraces com histérico de baixas CCS, como as que foram selecionadas para
este estudo correspondam a microrganismo provenientes do canal do teto e, portanto, mais
facilmente eliminaveis; o método utilizado, uma vez que a utilizacdo da PCR implicaria algumas
particularidades nos resultados; e ainda 0s conhecimentos que podem condicionar o sucesso da
terapia de secagem, como o nivel produtivo do animal, a alimentacdo e outros fatores

condicionantes da aplicagdo de qualquer tratamento sao bastante claros para os produtores.

Um outro facto pode estar as mascarar os resultados finais: as vacarias com maior nimero
de animais presentes no estudo executam um protocolo profilatico pds-parto que engloba a

administracdo de antibidtico injetavel IM, na altura do parto para prevengédo de metrites.

-O mais importante fator de condicionamento seria o alargamento do intervalo da recolha
para os 20 ou mais (120) dias pos-parto, periodo durante o qual € mais frequente o surgimento

de IMI, acompanhadas ou ndo de sinais clinicos. Além deste fator, a contagem de CCS de cada
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um tetos poderia ser decisiva na hora da decisdo relativamente a utilizacdo de antibidtico

intramamario, selante, ou os dois em conjunto (Pantoja et al.,2009).

A idade dos animais ou 0 nimero de lacta¢des, uma vez que o aumento do nimero de
partos constitui um fator de risco para as alteracGes anatomicas e para os mecanismos de defesa
intramamarios (Pantoja et al., 2009), o nivel produtivo (Dingwell et al., 2001), a CCS individual,
a historia pregressa de mastite e a época dos partos, poderiam, eventualmente, condicionar o

espelho final.

Elevadas taxas de cura conseguidas através de métodos semelhantes aos nossos foram,
no entanto, anteriormente reportadas em outros estudos (Huxley et al., 2002; Bradley et al.,

2010).

A opcéo de ndo utilizar terapéutica antibidtica em leites sem crescimento prendeu-se com
a gritante necessidade de reduzir a quantidade de antibidticos utilizados nas exploracdes de leite.
Apostou-se, neste caso, numa maior vigilancia durante a secagem e peri-parto, cuidados
especificos dos lotes dos animais secos e posteriormente na maternidade. No entanto, e
observando os resultados do inquérito realizado aos produtores sobre os habitos relativamente a
secagem dos animais, ndo é frequente apresentarem mastite ao parto, apesar da literatura
descrever os primeiros 120 dias pos-parto (Cameron et al., 2014) como 0s mais provaveis para
a ocorréncia da inflamacéo e infecdo da glandula mamaria. Este facto entra em contradi¢cdo com
a bibliografia anteriormente referida, que considera que a ocorréncia de IMI € comum durante o
periodo seco. No entanto, apenas alguns estudos investigaram a relagdo das IMI ocorridas
durante a secagem e o risco de mastite clinica na lactacdo seguinte. Por exemplo, Green et al.
(2002), sugeriram que 38% (n=84) dos casos de mastites clinicas que ocorreram na lactacéo

subsequente foram causadas por microrganismos isolados no momento da secagem. Num outro
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estudo, aproximadamente 48% (n=85) dos casos clinicos que surgiram nos primeiros 100 dias
pos-parto foram originados por enterobacteriaceas, das quais 53% (n=20) previamente isoladas

antes da secagem (Bradley et al., 2000).

Existem outros fatores que ndo foram contabilizados no presente trabalho, mas que teriam
influenciado os resultados, entre os quais, a producéo de leite, a satde do Ubere e os fatores de

maneio relacionados com a propria exploracao.

Num tempo conturbado para o sector produtivo, no qual a agricultura, em geral, esta na
moda, 0 mesmo ndo se aplica a producdo de leite. O principal condicionante é, no momento da
feitura desta dissertacdo, o preco do leite e o fim das cotas leiteiras. No entanto, ndo devemos
desprezar os ataques constantes a producdo de leite e carne, pelo que supostamente representam
em termos ambientais e do bem-estar animal. Ataques que pretendem unir-se numa Unica voz e
fazer de todos nés vegetarianos. Assim sendo, cada vez mais, todos os intervenientes na cadeia
da producéo de leite devem unir esforcos de forma a desmistificar os argumentos anteriores, de
transmitirem seguranca ao consumidor e de procurar novas, e talvez antigas préaticas que
permitam rentabilizar o preco do litro de leite. A utilizacdo de forma correta do periodo de

secagem em muito pode contribuir para os objetivos anteriormente descritos.
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6. CONCLUSOES

Concluimos que a maioria dos produtores usa planos profilaticos de mastites no periodo
da secagem. No entanto, tendo em consideracao a amostra das 7 explorac@es, existe uma elevada

percentagem de animais, nesse momento, afetados por agentes bacterianos e/ou fungicos.

A elevada percentagem de animais que no pds-parto ndo apresentou crescimento
bacteriano nas amostras de leite pode indiciar que a terapia associada a um bom maneio do
periodo de secagem seja relativamente efetiva. S8o necessarios mais estudos, considerando

outras variaveis para aprofundar estes aspetos.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Inquérito de recolha de informag&o sobre habitos relacionados com o maneio da

secagem e do periparto em exploragdes de Entre Douro e Minho



Questionario sobre a avaliacao das estratégias de secagem utilizadas pelos
produtores de leite

Concelho: Data:
Numero total de animais (lactagao + secagem + jovens):
Faz secagem:

O Sim
O Nio

Em caso afirmativo:

Em média, quantos dias antes do parto: dias.

1. Tem em atengdo a producdo da vaca antes da secagem?

O Sim
O N3o

2. Asecagem é feita de forma:

O Abrupta (Sem agua/sé com palha)
O Abrupta (Sem restricdo de dgua)
O Gradual

3. De que forma escolhe o antibiético de secagem (assinalar no max. 2 opgdes)?
O Preco

O Intervalo de seguranca

O Identificacdo prévia do agente

O Indicacdo do veterinario

4. Utiliza selantes?

O Sim

O Nao

5. Dispde de um local especifico na vacaria para vacas secas?

O Sim
O N3o



6. Fazlote de peri parto?

O Sim
O N3o

7. Avacaria tem maternidade?

O Sim
O N3o

8. Existe algum tipo de vigilancia relativa ao aparecimento de mamites em vacas secas/novilhas?

O Sim
O N3o

9. E frequente os animais parirem ja com mamite?

O Sim Qual a % aproximada? %
O N3o

Obrigada!



