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EFEITO DA UTILIZAGAO DE ESCOVAS MECANICAS NAS ROTINAS DE
PRE-ORDENHA NA CONTAGEM BACTERIANA DA PELE DOS TETOS

Resumo

As mastites representam uma das principais causas de perdas econdmicas nas
exploracoes leiteiras, sendo a sua prevencgao importante na saude do Ubere e na qualidade
do leite. A higienizagdo dos tetos antes da ordenha constitui uma medida central no seu
controlo, tendo a introducao de escovas mecanicas para limpeza dos tetos surgido como uma
alternativa automatizada e uniformizadora as rotinas convencionais. Este sistema combina a
friccao rotativa das escovas com a aplicagao de desinfetante, seguida da secagem dos tetos.

A presente dissertagdo teve como obijetivo principal avaliar a eficacia das escovas
mecanicas na redug¢ao da carga bacteriana da pele dos tetos. O estudo foi realizado em trés
exploracoes leiteiras com protocolos de higienizagdo distintos. Nas exploragdes A e B a
preparagdo dos tetos incluia um pre-dipping com desinfetante a base de iodo antes da
utilizagdo das escovas mecanicas, enquanto na exploragdo C a higienizacdo era feita
exclusivamente com escovas. Em cada exploragao foram amostrados os tetos de 20 vacas
em lactacdo através da realizacdo de zaragatoas cutdneas antes e apds a higienizacao
(realizada por diferentes ordenhadores). Os animais foram divididos em dois grupos: grupo
Teste (submetido ao protocolo habitual da exploracao) e grupo Controlo (com aplicacao de
desinfetante a base de iodo e secagem manual). As contagens bacterianas foram realizadas
em Trypticase Soy Agar (contagem total) e agar de MacConkey (enterobactérias), com
avaliagao da reducgao logaritmica das unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL)
apos 48 horas de incubacdo a 37 °C. Verificou-se uma redugao significativa da carga
bacteriana em todos os grupos, independentemente do protocolo ou exploragdo. No entanto,
apenas na exploragao A (para ambos os indicadores microbiolégicos) e na exploragédo B (para
enterobactérias) a utilizagdo das escovas mecénicas demonstrou uma eficacia
significativamente superior a do protocolo convencional. Nado foram detetadas diferencas
estatisticamente significativas na eficacia de higienizagdo com escovas entre os diferentes
ordenhadores de cada exploragao, apesar de nao se verificar uma maior homogeneidade dos
resultados em relagdo ao protocolo convencional. Os resultados obtidos sugerem que a
combinacgéao de pre-dipping com a utilizagao das escovas mecanicas potencia a sua eficacia,
nao se identificando diferengas significativas entre os dois métodos quando utilizados de
forma isolada. A elevada variabilidade operacional entre as explorag¢des avaliadas sublinha a
necessidade de estudos adicionais, com maior dimensdo amostral e inclusdo de outras
variaveis, de modo a consolidar a evidéncia cientifica relativamente a esta tecnologia.

Palavras-chave: Tetos, Ordenha, Higiene do Leite, Desinfecdo, Contagem Bacteriana



EFFECT OF MAMMARY GLAND PRE-MILKING ROUTINES USING
BRUSHES ON BACTERIAL COUNTS IN TEAT SKIN

Abstract

Mastitis remains one of the main causes of economic losses in dairy farming, with its
prevention being essential for udder health and milk quality. Teat cleaning prior to milking plays
a central role in mastitis control, and the introduction of mechanical brushes for teat cleaning
has emerged as an automated and standardizing alternative to conventional routines. This
system combines the rotating friction of the brushes with the application of disinfectant,
followed by teat drying.

The main objective of this dissertation was to evaluate the efficacy of mechanical
brushes in reducing the bacterial load on teat skin. The study was conducted in three dairy
farms with distinct hygiene protocols. In farms A and B, teat preparation included a pre-dipping
with iodine-based disinfectant before the use of mechanical brushes, whereas in farm C the
cleaning was performed exclusively using brushes. On each farm, teats from 20 lactating cows
were sampled by cutaneous swabbing before and after hygiene procedures (performed by
different milkers). Animals were divided into two groups: the Test group (subjected to the farm’s
usual protocol) and the Control group (treated with iodine-based disinfectant and manual
drying). Bacterial counts were performed using Trypticase Soy Agar (total count) and
MacConkey agar (enterobacteria), with evaluation of the logarithmic reduction in colony-
forming units per millilitre (CFU/mL) after 48 hours of incubation at 37 °C. A significant reduction
in bacterial load was observed in all groups, regardless of the protocol or farm. However, only
in Farm A (for both microbiological indicators) and in Farm B (for enterobacteria) did the use
of mechanical scrubbers show significantly higher efficacy than the conventional protocol. No
statistically significant differences were found in hygiene efficacy among the different milkers
within each farm when using scrubbers, although no greater homogeneity of results was
observed compared to the conventional method. The results suggest that combining pre-
dipping with the use of mechanical scrubbers enhances their efficacy, whereas no significant
differences were identified between the two methods when used independently. The high
operational variability among the evaluated farms highlights the need for further studies, with
larger sample sizes and inclusion of additional variables, in order to consolidate the scientific
evidence regarding this technology.

Keywords: Teats, Milking, Dairy Hygiene, Disinfection, Bacterial Counting
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1. Introdugao

A presente dissertagao foi realizada no ambito do Mestrado Integrado em Medicina
Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa (FMV-UL) e tem
como principal objetivo avaliar a capacidade das escovas mecéanicas de contribuir para a
reducdo da contagem microbiana na pele dos tetos. Mais concretamente, pretende-se
comparar a sua utilizagdo na forma convencional (com aplicagdo do desinfetante apenas
durante o funcionamento da escova) e em associagdo a um pre-dipping em relagdo ao
protocolo convencional de higienizagdo dos tetos antes da ordenha (com aplicagdo de
desinfetante a base de iodo e secagem manual), além de identificar possiveis diferengas na
reducao da carga microbiana na pele dos tetos entre diferentes ordenhadores.

A dissertagao inicia-se com a apresentacao do relatério de estagio, seguindo-se uma
revisdo da literatura sobre os temas relevantes para o estudo. Posteriormente, sdo descritos
os materiais e métodos utilizados, bem como os resultados obtidos. Por fim, a discussao, para
avaliacdo dos dados adquiridos em relagdo ao descrito na literatura, e as conclusdes, onde

se sintetizam as principais ideias e implicagdes do estudo.



2. Relatério de Estagio

O estagio curricular foi realizado na clinica Sa Guerreiro Vet, sob a supervisdo do Dr.
Dario Guerreiro e do Dr. André Parada, entre 9 de setembro de 2024 e 27 de dezembro de
2024, totalizando aproximadamente 800 horas. A atividade meédico-veterinaria decorreu
sobretudo no distrito de Setubal, mas foram também prestados servigos nos distritos de
Lisboa, Santarém, Evora e Beja. O foco principal do estagio foi a clinica e reproducdo de
ruminantes domesticos, sobretudo bovinos (tanto de aptiddo carne como leite), com contacto
ocasional com a clinica de carnivoros domésticos, equideos, suinos, leporideos e camelideos.

Na area da clinica, a casuistica mais frequentemente observada incluiu pneumonias e
diarreias neonatais, além de outras situacdes como metrites pds-parto, timpanismos, mastites,
queratoconjuntivites infeciosas, retengbes placentarias, cetoses, toxémias de gestacao,
patologias podais, tratamento de feridas, laceracbes e abcessos e eutanasias. O autor
participou na anamnese, exame clinico e discussao dos casos, bem como na realizagdo da
terapéutica adequada. Além disso, foram também realizadas necrépsias com o intuito de
descobrir a causa da morte ou a patologia que promoveu a decisao de eutanasiar o animal.

Na area da cirurgia, a casuistica mais frequente foi a correcdo de deslocamento de
abomaso a esquerda com recurso a técnica de piloro-omentopexia com acesso pelo flanco
direito. Além desta, o autor participou e auxiliou também em outras diversas intervengdes
cirurgicas, tais como cesarianas, orquiectomias, corregao de prolapsos vaginais ou uterinos,
descornas e sutura de feridas e laceracoes.

Na area da reproducgao e obstetricia, os servigos prestados centraram-se na realizagao
de diagnésticos de gestacao e avaliagbes da saude uterina com recurso a palpacao retal e
ultrassonografia transretal, além de assisténcia a partos distécicos e realizacdo de manobras
obstétricas, controlo farmacoldgico do ciclo éstrico, inseminagado artificial e exames
androldgicos.

No ambito da sanidade e medicina profilatica, foram realizadas atividades de caracter
sanitario em conjunto com os Agrupamentos de Defesa Sanitaria da Peninsula de Setubal e
de Coruche, como parte dos programas oficiais de controlo e erradicagdo de tuberculose e
brucelose nos bovinos, nomeadamente testes da intradermotuberculinizacdo comparada,
com leitura da reagdo 72 horas apos a inoculagdo das tuberculinas, e colheita de sangue para
testagem de brucelose. Foram também efetuadas ag¢des de identificagdo de animais com
recurso a brincos ou bolos ruminais, desparasitagdes e vacinagbes (para, por exemplo,
clostridiose, Lingua Azul, rinotraqueite infeciosa bovina, diarreia bovina viral e virus sincicial
bovino).

Para além das situacdes descritas nos ruminantes, incluem-se também nas atividades

realizadas durante o estagio a clinica de carnivoros domésticos, equideos, suinos, leporideos
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e camelideos, cuja casuistica incluiu situagdes como pneumonias, diarreias, claudicagdes,
hipocalcémias pds-parto ou eutanasias, além de vacinacgao e desparasitacao destas espécies
e identificacdo de canideos e equideos com recurso ao chip de identificacao eletrénica.

No decorrer destas atividades, o autor teve a oportunidade nao s6 de aplicar os
conhecimentos adquiridos ao longo do curso, como a realizagcao de histéria clinica e exames
complementares, desenvolvimento de raciocinio diagnéstico, calculo de doses, realizagao de
fluidoterapia, administracdo de medicamentos, auxilio em praticas cirurgicas e de necrépsia,
processo de identificacdo dos animais e preenchimento de fichas técnicas, mas também de
desenvolver competéncias praticas fundamentais, como o pensamento clinico e o espirito

critico inerentes a profissao.

2.1 Atividades desenvolvidas no Laboratério

O desenvolvimento da componente pratica deste estudo implicou a realizacio de todas
as fases laboratoriais associadas ao processamento microbiolégico das amostras, no
Laboratério de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de Lisboa (FMV-UL), totalizando cerca de 120 horas.

Inicialmente procedeu-se a validacdo do neutralizador incorporado nas amostras
colhidas apds a higienizagao dos tetos de forma a assegurar a inibicao da atividade residual
dos desinfetantes aplicados na pele e, assim, evitar a continuacido do seu efeito bactericida
apos a colheita. Seguiu-se a preparacado dos meios de transporte e conservacao e dos meios
de cultura utilizados na sementeira das amostras. Apos a colheita as amostras foram sujeitas
a homogeneizacdo e diluicdes seriadas de base 10, com posterior inoculacdo segundo o
método de microgota e apds a incubagao das placas durante 24 e 48 horas a 37 °C procedeu-
-se a contagem e registo do numero de coldnias em cada dilui¢ao.

A participacdo ativa neste processo permitiu ao autor aprofundar competéncias
laboratoriais na area da microbiologia veterinaria, consolidando conhecimentos praticos sobre
métodos de colheita, conservagao, cultura e quantificagdo bacteriana, bem como sobre o rigor

metodoldgico exigido para garantir a validade de um estudo experimental.



3. Revisao Bibliografica

As mastites representam uma das principais causas de perdas econdmicas nas
exploragdes leiteiras devido, por exemplo, a redug¢ao da producio e qualidade do leite, aos
custos associados a terapéutica dos animais e a rejeicdo do leite durante a duracdo da
antibioterapia e cumprimento do intervalo de seguranca (Blowey and Edmondson 2010;
Serrenho 2015; Ruegg 2020). Além disso, sdo o principal motivo para a utilizagdo de
antimicrobianos nestas exploracdes e podem representar uma ameaca a saude publica, uma
vez que podem ser responsaveis pela transmisséo de agentes patogénicos ou pela veiculagao
de toxinas alimentares (Farrell et al. 2023; Schadt 2023). A implementagdo de medidas de
controlo como a adogéo de uma correta rotina de ordenha, a higiene do ordenhador, as boas
praticas na terapéutica e o refugo dos animais persistentemente afetados tem-se mostrado
essencial para controlar a incidéncia desta doenca (Kelly et al. 2009; Constable et al. 2017).

Com a tendéncia atual para um aumento do numero de animais por exploragao, e
sendo a ordenha uma das atividades mais exigentes em termos de tempo na produgao leiteira,
tem-se observado uma propenséo para a automatizacdo da ordenha de forma a acelerar e
otimizar o processo (Barkema et al. 2015; Hogan et al. 2022). Nesse sentido, a introdug¢ao das
escovas mecanicas na preparagao dos tetos tornou-se uma pratica relevante. Estas
combinam a aplicacdo de desinfetante durante a escovagem e a secagem do teto com um
jato de ar, permitindo uma higienizacdo mais pratica quando comparada com os métodos
convencionais. Uma vez que cada uma destas acdes demora apenas alguns segundos por
teto, a utilizagdo das escovas permite também uma reducgao significativa do tempo necessario
a preparagao do animal para a ordenha (Baumberger et al. 2016). No entanto, a curta duragao
destas acdes pode resultar num tempo de contacto insuficiente do desinfetante com a pele
dos tetos ou numa secagem inadequada, fatores que podem comprometer a eficacia da
higienizagao e favorecer a introducao de agentes patogénicos na glandula mamaria (Blowey
and Edmondson 2010; Enger et al. 2015).

3.1. Fisiologia da glandula mamaria
3.1.1. Secrecao e ejecao do leite

O ubere da vaca é constituido por quatro glandulas mamarias individuais, designadas
por quartos, cada uma delas terminando ventralmente num teto. Cada glandula é composta
por um sistema de ductos interligados a alvéolos secretores, envolvidos por tecidos
conjuntivo, muscular e adiposo e sustentados por uma capsula fibroelastica. Todo o leite que
drena para um teto é produzido exclusivamente no quarto correspondente (Blowey and
Edmondson 2010; Dee Fails and Magee 2018).



A producao de leite na glandula mamaria inicia-se no periodo de transicao entre o final
da gestacao e o inicio da lactacado. Este processo, denominado lactogénese, é caracterizado
pelo desenvolvimento funcional dos alvéolos e é regulado por alteragdes hormonais como o
aumento da prolactina e a reducdo dos niveis de progesterona. Durante a lactagao, a
manutencado da secrecido de leite - galactopoiese - esta associada a hormonas como a
prolactina ou a somatotropina, além do estimulo regular da succéo do vitelo ou da ordenha
(Blowey and Edmondson 2010; Dee Fails and Magee 2018).

A ejecdo do leite alveolar, que pode representar 80% do volume total, ocorre como
resposta a uma estimulagdo mecéanica do ubere e dos tetos, seja pela sucgéo do vitelo ou
pela manipulacdo dos ordenhadores, juntamente com estimulos visuais ou auditivos
associados ao momento da ordenha (Pfeilsticker et al. 1996; Dee Fails and Magee 2018). Esta
estimulacdo desencadeia um reflexo neuro-enddcrino: uma vez que os tetos sao ricamente
inervados, o estimulo é rapidamente transmitido ao cérebro, induzindo a libertagdo de
oxitocina na neuro-hipdfise. Esta hormona promove a contracido das células mioepiteliais que
envolvem os alvéolos, levando a expulsao do leite para os ductos e destes para as cisternas
da glandula e do teto. O estimulo mecanico da succ¢ao do vitelo ou do vacuo da maquina de
ordenha, aliados ao relaxamento do canal e do esfincter do teto permitem a ejeg¢ao do leite
(Blowey and Edmondson 2010; Dee Fails and Magee 2018).

3.1.2. Defesa da glandula mamaria

Uma vez que o canal do teto constitui a principal via de entrada para agentes
patogénicos responsaveis por infe¢cdes intramamarias e considerando a frequéncia com que
os tetos se encontram contaminados, tornou-se essencial para os animais desenvolverem
mecanismos de defesa que impedissem a invasdo, penetracdo e multiplicacao de
microrganismos na glandula mamaria (Blowey and Edmondson 2010; Dee Fails and Magee
2018).

Tanto a pele, gragas a sua integridade, queratinizacao e presencga de acidos gordos
com acao bacteriostatica, como o esfincter circular de musculo liso localizado na terminagéo
de cada teto, responsavel pela oclusdo do canal apés a ordenha ou amamentacgao, atuam
como barreiras primarias a invasao da glandula mamaria. No interior do canal do teto, o
préprio leite desempenha um papel importante na defesa da glandula mamaria durante a sua
ejecao, funcionando como um mecanismo de eliminagdo de potenciais microrganismos
presentes nas camadas superficiais do epitélio do limen do canal. Além do leite, também a
roseta de Furstenberg, um anel de células linfociticas localizadas no interior do canal do teto,
atua como barreira adicional contra a invasao microbiana (Blowey and Edmondson 2010).

A glandula mamaria dispde ainda de outros mecanismos de imunidade inata como a

lactoferrina presente no leite, que exerce uma agao bacteriostatica particularmente relevante
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durante o periodo seco. Para além desta, também a imunidade celular, representada por
exemplo pelos neutréfilos polimorfonucleares, e a imunidade humoral, sobretudo através da
opsonizagcao das bactérias de forma a promover a sua fagocitose, desempenham um papel
importante na protecao da glandula mamaria (Blowey and Edmondson 2010; Constable et al.
2017).

3.2. Mastite
3.2.1. Patogénese

A mastite é uma doencga caracterizada pela inflamagao do parénquima da glandula
mamaria, associada a diversas alteragdes fisicas e quimicas do leite e patologicas da glandula
mamaria (Blowey and Edmondson 2010; Constable et al. 2017).

A progressao das mastites desenvolve-se em trés fases distintas. Num primeiro
momento ocorre a invasao, caracterizada pela entrada dos agentes patogénicos na glandula
mamaria, geralmente através do canal do teto. Segue-se a infe¢do, com rapida multiplicagéo
dos microrganismos e penetragdo no tecido mamario. Por fim, e como consequéncia das
fases anteriores, a inflamagdo, marcada pela mobilizacdo massiva de leucdcitos,
particularmente neutrdéfilos polimorfonucleares, para combater a infecdo. (Constable et al.
2017).

A ocorréncia de mastite e a sua gravidade dependem de fatores como a exposi¢ao a
microrganismos e a sua viruléncia e a competéncia do sistema imunitario para responder
eficazmente as agressodes. Além destes, também outros como a fase da lactacio, a idade do
animal, a época do ano ou o grau de higiene do Ubere tém influéncia no desenvolvimento das

mastites (Blowey and Edmondson 2010; Constable et al. 2017).

3.2.2. Etiologia

As mastites resultam frequentemente da invasdo e multiplicacdo de bactérias no
interior da glandula mamaria, embora outros microrganismos, como algas ou leveduras, ou
até agressoes fisicas ou quimicas possam também estar na sua origem. Dentro da etiologia
bacteriana, as mastites estdo normalmente associadas a dois grupos principais de agentes
(Constable et al. 2017).

Os agentes contagiosos, como Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus uberis e Mycoplasma bovis, tém como principal origem as glandulas mamarias
de outros animais do efetivo e sdo geralmente transmitidos durante a ordenha através da
partilha de panos utilizados na limpeza e secagem dos tetos, dos equipamentos de ordenha
ou das maos dos ordenhadores. Estes agentes estao frequentemente associados a mastites

subclinicas de longa duracao (Blowey and Edmondson 2010; Constable et al. 2017).



Os agentes ambientais, como Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae,
Escherichia coli e Klebsiella spp., s&o organismos presentes no meio ambiente e que se
transmitem sobretudo entre as ordenhas, por exemplo através do contacto dos tetos com
camas humidas e parques conspurcados com estrume, incorreta higienizagcdo ou secagem
dos tetos antes da ordenha ou instalagdes que favorecam lesdes frequentes dos tetos (Blowey
and Edmondson 2010; Constable et al. 2017). Estes agentes estdo normalmente associados
a mastites de maior gravidade e tornam-se particularmente relevantes em exploragdes que
adotaram programas de controlo de mastites, que reduzem a incidéncia de infegcbes
provocadas por agentes contagiosos (Constable et al. 2017).

Além destes dois grupos, as mastites podem também ser provocadas por
microrganismos oportunistas provenientes da microbiota normal da pele dos tetos, que
invadem a glandula mamaria através do canal do teto. Destes organismos, destacam-se os
staphylococci coagulase-negativos e algumas espécies de Corynebacterium spp. (Constable
et al. 2017).

3.2.3. Tipos

As mastites podem ser classificadas em clinicas ou subclinicas, consoante a presenca
ou auséncia de sinais clinicos, respetivamente (Constable et al. 2017).

As mastites clinicas caracterizam-se por alteragdes no leite ou pela manifestacao de
sinais clinicos locais ou sistémicos, permitindo a classificagcao da sua gravidade em trés graus:
ligeiras, quando se verificam apenas alteragbes no leite; moderadas, quando ha alteragoes
tanto no leite como na glandula mamaria; graves, quando, para além das alteracdes no leite
e na glandula mamaria também existe envolvimento sistémico (Ruegg 2012). No leite podem
surgir coagulos de fibrina, material purulento ou descoloragao, geralmente acompanhados por
uma quebra de produgao marcada, especialmente se a mastite ocorrer no inicio da lactagao.
Na glandula mamaria pode verificar-se tumefagao, rubor ou dor a palpagao, podendo evoluir
para a formacao de abcessos ou atrofia nos casos mais prolongados. A nivel sistémico, os
animais podem apresentar febre, taquicardia, taquipneia, hipomotilidade ruminal ou anorexia,
podendo mesmo ocorrer a morte (Ruegg 2012; Constable et al. 2017).

As mastites subclinicas, por outro lado, ndo apresentam sinais clinicos evidentes nem
alteracdes macroscopicas no leite dos quartos afetados. Estas estdo associadas a quebras
mais discretas na producao e s6 podem ser detetadas com recurso a métodos auxiliares de
diagnéstico. Esta dificuldade de deteg¢do contribui para que muitas vezes passem
despercebidas nas exploragdes e se tornem mais prevalentes e com maior duragdo do que a
forma clinica. Se nao forem diagnosticadas e tratadas atempadamente podem evoluir para

mastites clinicas (Constable et al. 2017; Fonseca et al. 2021).



As mastites podem também ser classificadas de acordo com a velocidade de
progressao do quadro clinico em hiperagudas, agudas, subagudas ou crénicas, ou com a sua

duracao, como sendo de curta duracao, recorrentes ou crénicas (Constable et al. 2017).

3.2.4. Diagnéstico

O diagnéstico das mastites clinicas é realizado com base no exame fisico do animal,
permitindo a identificacdo de alteragbes no leite, na glandula mamaria ou sistémicas. A
detegdo das mastites subclinicas implica a utilizacdo de métodos auxiliares de diagndstico,
como o Teste Californiano de Mastites, a Contagem de Células Somaticas (CCS) ou a
Condutividade Elétrica do leite. Além destes, existem também a cultura bacteriolégica e os
testes moleculares, ferramentas importantes na identificagdo do agente etiolégico envolvido
na mastite (Constable et al. 2017; Fonseca et al. 2021).

O Teste Californiano de Mastites permite fazer uma avaliacdo semi-quantitativa da
Contagem de Células Somaticas do leite e € amplamente utilizado devido a sua simplicidade
e baixo custo, uma vez que basta recolher um pequeno volume de leite dos quatro tetos para
a respetiva placa de teste, a qual se adiciona um reagente antes de homogeneizar durante
alguns segundos. O reagente contém um detergente que provoca a lise celular, reagindo com
o DNA dos nucleos celulares e formando um gel. O reagente contém ainda purpura de
bromocresol, um indicador de pH que modifica a coloracdo da solugdo caso o pH do leite
ultrapasse o valor fisiolégico (aproximadamente 6.6), uma alteragdo comum nas mastites. O
resultado do teste pode ser classificado como negativo, “vestigial” ou positivo, sendo este
ultimo subdividido em trés categorias (de 1 a 3) de acordo com o grau de viscosidade da
mistura. Quanto maior for a viscosidade da mistura, mais elevado é o resultado, indicando um
aumento da CCS e um maior grau de inflamagao da glandula mamaria (Constable et al. 2017;
Fonseca et al. 2021).

A Contagem de Células Somaticas do leite, onde se incluem leucécitos e células de
descamacéo do epitélio glandular, € um método de grande relevancia para o diagnéstico de
mastites subclinicas. Em caso de inflamagao ha um aumento marcado desta contagem devido
ao recrutamento de neutréfilos polimorfonucleares como reagdo do tecido glandular a
agressao (e a quebra da producao leiteira, que contribui para a concentragao destas células).
Em condi¢gdes normais, os valores da CCS sao inferiores a 100.000 células/mL, sendo
geralmente considerado um valor de 200.000 células/mL como limiar para a deteg¢do de
mastite (Constable et al. 2017; Fonseca et al. 2021). Este teste é frequentemente aplicado no
leite de tanque, permitindo monitorizar a saide do ubere e a qualidade do leite do efetivo e
representando um papel importante na valorizagdo ou penalizagdo do leite pela industria
(Blowey and Edmondson 2010; Constable et al. 2017).



A Condutividade Elétrica do leite reflete as alteragbes nas concentragdes idnicas,
nomeadamente o aumento dos niveis de sédio e cloro e a reducéo dos niveis de potassio,
caracteristicas das mastites. Estas alteracées sdo das primeiras a ocorrer no leite mastitico,
permitindo uma detecéo precoce da doencga. Este método é especialmente util como rotina,
sendo incorporado nos sistemas de ordenha para identificar vacas que possam apresentar
mastite de forma automatizada (Constable et al. 2017).

A cultura microbiolégica do leite € muito utilizada na identificacdo do agente etioldgico
responsavel pela mastite. De forma a evitar contaminagbes acidentais que possam
comprometer os resultados, é essencial proceder a uma correta higienizagdo dos tetos e a
colheita assética do leite (Constable et al. 2017; Middleton et al. 2017). Uma amostra é
considerada contaminada quando sao isoladas trés ou mais espécies distintas de bactérias
em meio de cultura (Middleton et al. 2017). Os resultados da cultura microbiolégica sao
particularmente relevantes em termos de gestao do efetivo, uma vez que permitem identificar
0s agentes mais prevalentes na exploracao e ajustar as estratégias de tratamento e controlo
(Blowey and Edmondson 2010; Constable et al. 2017). A auséncia de crescimento bacteriano
em amostras de animais com mastite clinica ndo descarta a presencga de um agente infecioso:
mesmo com uma colheita e cultura corretas, 15 a 40% das amostras ndo apresentam
crescimento, o que se pode dever a presenga de agentes patogénicos ndo bacterianos ou
intracelulares, a eliminagdo espontidnea da infecdo, a baixa concentracdo ou excrecao
intermitente do agente no leite ou a presencga de substancias inibidoras no leite (Constable et
al. 2017; Lago and Godden 2018).

Dos métodos moleculares, o mais utilizado é o Teste de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Esta técnica permite um conhecimento mais aprofundado dos agentes
envolvidos nas mastites. Dado o seu elevado custo, é utilizado sobretudo no leite de tanque

para monitorizar os agentes mais prevalentes na exploracao (Constable et al. 2017).

3.2.5. Terapéutica

As decisbes terapéuticas em animais com mastite dependem de fatores como os sinais
clinicos apresentados e a sua gravidade, o agente patogénico envolvido, a duragdo da
infecdo, o numero de quartos mamarios afetados, o nimero de lactagoes, os dias em lactacao
e a producéo leiteira, entre outros (Constable et al. 2017; de Jong et al. 2023).

Nas vacas em lactagao, a utilizagdo de antibioticos pode ndo ser necessaria em casos
de mastite clinica ligeira ou moderada. Nestes casos recomenda-se a colheita de leite e a
realizagao de cultura bacteriolégica, permitindo a avaliagdo dos resultados no dia seguinte
para decidir se a antibioterapia é necessaria (Constable et al. 2017; de Jong et al. 2023).

A terapéutica de mastites subclinicas durante a lactagéo justifica-se apenas em

situacdes especificas, como infe¢des por Streptococcus agalactiae, um agente contagioso
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com elevadas taxas de cura apds tratamento antibidtico. O tratamento destas infegcbes
destina-se também a prevenir a disseminacao do agente na sala de ordenha (Ruegg 2021).

A escolha do antibiético deve considerar aspetos como o agente patogénico envolvido,
o perfil de sensibilidade a antibioticos e o custo e intervalo de seguranca do tratamento
antimicrobiano. A administragdo do antibidtico € geralmente feita por via intramamaria;
contudo, quando existe envolvimento sistémico, caso haja envolvimento de mais do que um
quarto ou caso o animal seja agressivo, pode ser mais adequado realizar a administragédo por
via parenteral (Constable et al. 2017; de Jong et al. 2023).

A utilizagdo de anti-inflamatdrios ndo esterdides esta indicada em todos os casos de
mastite clinica, pelo menos durante o primeiro dia do tratamento, com o objetivo de reduzir a
dor, a febre e a inflamagéo e assim aumentar a ingestao de alimento e recuperar a producao
leiteira (Yeiser et al. 2012; de Jong et al. 2023). Muitos casos de mastite requerem também
terapéutica de suporte, incluindo administracéo de fluidos e corre¢ao do equilibrio eletrolitico
(Blowey and Edmondson 2010; Constable et al. 2017).

No momento da secagem, é recomendada a terapéutica seletiva, baseada na
administragdo de antibidtico intramamario apenas nos quartos mastiticos, com o objetivo de
eliminar as infecbes existentes (de Jong et al. 2023; Miller et al. 2023). A utilizacdo de
antibioticos de forma profilatica, pratica comum durante muitos anos, esta atualmente proibida
na Unido Europeia (European Union 2019; Mdller et al. 2023). No momento da secagem deve
também ser aplicado um selante em todas os quartos para prevenir novas infecées durante o
periodo seco (Constable et al. 2017; Mdller et al. 2023).

Atualmente sdo cada vez mais utilizadas as placas de cultura com meios seletivos e
diferenciais na prépria exploragao como ferramenta de apoio a decisao terapéutica, de forma
a promover uma utilizagdo mais racional e direcionada dos agentes antimicrobianos em casos
clinicos de mastite (Neeser et al. 2006; Lago et al. 2011). Assim, em mastites de gravidade
ligeira ou moderada, recomenda-se a administragdo de antibidticos apenas nos casos de
infecdo por microrganismos Gram-positivos. Em infe¢gdes por Staphylococcus aureus ou
Streptococcus uberis, o tratamento deve ser prolongado (Lago et al. 2011; Lago and Godden
2018; de Jong et al. 2023).

3.2.6. Controlo

Para além de constituirem um problema de bem-estar animal, as mastites representam
uma das principais causas de perdas economicas nas exploragdes leiteiras. Este impacto
deve-se ndo so aos custos associados ao tratamento, substituicdo dos animais refugados e
mao-de-obra e maneio adicionais, mas também a quebra na produgéo e qualidade do leite

(Ruegg 2012; Fonseca et al. 2021). Assim, a implementacao de um programa de controlo de
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mastites nas exploragdes leiteiras € fundamental para mitigar os efeitos negativos desta
doenca (Constable et al. 2017).

Os programas de controlo de mastites baseiam-se em 3 pilares essenciais: a
eliminagao das infegdes existentes, seja através da terapéutica (tanto durante a lactacao
como no momento da secagem) ou do refugo dos tetos ou animais cronicamente afetados; a
prevencao de novas infegdes, gragas a adogdo de medidas como a higienizagao dos tetos
antes e apés a ordenha, a correta manutencgao e utilizacdo dos equipamentos de ordenha e
a aplicagdo de selante no momento da secagem; e a monitorizagdo da saude do ubere,
realizada através do controlo regular de parametros como a CCS e a incidéncia de mastites,
permitindo avaliar a eficacia dos programas implementados e fazer ajustes ou correcoes
quando necessario (Constable et al. 2017).

Os programas de controlo de mastites adotados nas exploragbes leiteiras sao
atualmente formados por 10 componentes principais: higiene do ubere e adogédo de boas
praticas de ordenha; instalacido, funcionamento e manutengao apropriados do equipamento
de ordenha; gestdo e terapéutica das vacas secas; terapéutica adequada das mastites
durante a lactacao; refugo dos animais cronicamente afetados; manutencdo de um ambiente
limpo e adequado; registo detalhado e sistematico de dados; monitorizac&o regular do estado
de saude do ubere do efetivo; revisao periddica do programa de gestao da saude mamaria;
definicao de objetivos para o estado de saude do Ubere da exploracéo (Constable et al. 2017).
Aimplementagdo de um programa de controlo de mastites baseado nestes principios contribui
nao so para a redugao do impacto negativo da doenga como também para a saude e o bem-

estar animal, promovendo a produgéao de leite de alta qualidade (Constable et al. 2017).

3.3. Rotinas convencionais de ordenha
3.3.1. Métodos convencionais de preparagao dos tetos

Uma rotina de ordenha correta e eficiente, realizada num ambiente limpo e por pessoas
devidamente formadas, é essencial para a saude do ubere (Blowey and Edmondson 2010;
NMC 2013; Rodriguez et al. 2025). A adogao destas praticas visa minimizar o risco de novas
infecdes intramamarias e assegurar a qualidade do leite. (Blowey and Edmondson 2010; NMC
2013). Assim, de acordo com as recomendacdes do National Mastitis Council (2013), as
exploracoes leiteiras devem adotar uma rotina de ordenha que inclua os seguintes passos,
executados na ordem indicada:

1. Eliminagao dos primeiros jatos de leite de cada quarto;

Aplicagao do desinfetante pré-ordenha (pre-dipping);
Limpeza e secagem dos tetos;

Colocagao e ajuste das tetinas;

a ~ w N

Extracao eficiente do leite;
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6. Remocao das tetinas;

7. Aplicacao do desinfetante pds-ordenha (post-dipping).

A entrada e saida dos animais na sala de ordenha (bem como todo o tempo que la
permanecem) devem ser realizadas de forma calma, evitando sons ou movimentos bruscos
que possam causar stress, dor ou medo aos animais. Estes cuidados sdo muito importantes,
uma vez que o aumento da atividade do sistema nervoso simpatico decorrente destes
estimulos pode comprometer o reflexo de descida do leite, prolongando o tempo de ordenha
(NMC 2013; Dee Fails and Magee 2018).

A ordem de ordenha desempenha um papel relevante na minimizacdo do risco de
transmissao de infecbes. A ordenha deve ser iniciada pelas vacas primiparas e pelas vacas
de alta produgédo, seguindo-se os restantes animais. As vacas com contagens elevadas de
células somaticas ou com mastites clinicas ou crénicas devem ser ordenhadas no final,
prevenindo a transmissao de agentes patogénicos e a contaminac¢ao do tanque de leite com
microrganismos ou residuos de antibiéticos (Blowey and Edmondson 2010; Hiley et al. [date
unknown)). Apés a ordenha destes animais, € fundamental proceder a higienizagao cuidadosa
do equipamento (Blowey and Edmondson 2010).

A eliminagao dos primeiros jatos de leite de cada quarto mamario destina-se a detetar
alteragdes no leite (e na glandula mamaria) que possam significar presenca de mastite, além
de também permitir eliminar agentes patogénicos presentes no canal do teto e estimular o
reflexo de descida do leite. Os jatos devem ser descartados diretamente para o chao, evitando
o contacto com as maos ou luvas dos ordenhadores (NMC 2013; Constable et al. 2017).

O desinfetante pré-ordenha é aplicado nos tetos por imersao ou pulverizagao,
garantindo um tempo de contacto adequado (que em muitos desinfetantes é de cerca de
30 segundos) para maximizar a sua agao bactericida (Enger et al. 2015; Breen 2019). Apds a
aplicacédo do desinfetante, os tetos devem ser limpos e secos com panos limpos ou papéis
descartaveis, utilizados individualmente (Blowey and Edmondson 2010; Constable et al.
2017).

Apods a aplicagao, as tetinas devem ser ajustadas imediatamente para garantir que
permanecem corretamente posicionadas durante a ordenha, uma vez que o desprendimento
ou ajuste inadequado das tetinas aumenta o risco de lesdes nos tetos. Apds a ordenha, nos
sistemas que requerem remoc&o manual das tetinas, € muito importante desligar o vacuo do
sistema de ordenha antes de as remover para evitar danificar os tetos (NMC 2013; Constable
et al. 2017).

O desinfetante pés-ordenha deve ser aplicado imediatamente apds a remogao das
tetinas, garantindo a cobertura total e uniforme dos tetos. Este procedimento tem como

objetivo eliminar microrganismos potencialmente transferidos para o teto antes que tenham
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oportunidade de invadir e colonizar o canal do teto, reduzindo assim o risco de mastites
causadas sobretudo por agentes contagiosos (Blowey and Edmondson 2010; NMC 2013).
Além disso, muitos desinfetantes contém substancias emolientes (como a glicerina ou a
lanolina) que contribuem para a manutencao da saude e integridade da pele dos tetos ou
possuem a capacidade de formar uma “barreira” protetora, permanecendo na pele dos tetos
por mais tempo e promovendo uma agao prolongada (Blowey and Edmondson 2010; Breen
2019).

Apo6s a ordenha, os animais devem ser incentivados a permanecer em estagao durante
20 a 30 minutos através da disponibilizacdo de alimento e agua limpa. Este comportamento
reduz a probabilidade de os tetos entrarem em contacto com as camas ou 0s pisos
contaminados enquanto os esfincteres ainda ndo estdo completamente encerrados (Blowey
and Edmondson 2010).

O equipamento de ordenha deve ser lavado e higienizado apés cada ordenha e
sujeitos a uma avaliagcdo e manutencado regulares. A substituicio de componentes
desgastados deve ser realizada sempre que necessaria (NMC 2013; Constable et al. 2017).

Durante a ordenha, os ordenhadores devem usar luvas descartaveis e garantir que
estas permanecem limpas. Esta pratica reduz o risco de transmiss&o de microrganismos entre
animais, ja que a superficie lisa das luvas permite uma higienizagdo mais eficaz do que a pele
das maos. Sempre que estejam contaminadas ou danificadas, as luvas devem ser
substituidas (Blowey and Edmondson 2010; NMC 2013).

A adocao de rotinas de preparacao das vacas em lotes contribui para a eficiéncia da
ordenha e assegura um intervalo de tempo adequado entre a preparacao e a aplicacao das
tetinas, o que beneficia tanto a eficacia do desinfetante como a estimulagao do reflexo de
descida do leite. No modelo de ordenha territorial, o ordenhador elimina os primeiros jatos de
leite e aplica o desinfetante numa vaca, repetindo este procedimento num conjunto de 8 a 10
animais; apds a conclusao do lote, regressa a primeira vaca para secar os tetos e aplicar as
tetinas, repetindo o processo nas restantes. Na rotina de ordenha sequencial existe uma
divisdo de tarefas: um dos ordenhadores é responsavel pela eliminagdo dos primeiros jatos
de leite e aplicacao do desinfetante, enquanto outro seca os tetos e aplica as tetinas. (Blowey
and Edmondson 2010).

A formacéao das equipas de ordenha é um fator determinante para o sucesso de uma
exploracao leiteira. O treino e instrugdo dos ordenhadores promovem a eficiéncia e a
consisténcia da ordenha e o cumprimento das boas praticas, refletindo-se diretamente na
higiene dos tetos, na saude mamaria dos animais e na qualidade do leite, além de
contribuirem para a motivagdo e empenho das equipas (Rodrigues and Ruegg 2005;
Rodriguez et al. 2025).
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3.3.2. Importancia da preparagao dos tetos

A preparagéao dos tetos, que inclui a eliminagéo dos primeiros jatos de leite, a aplicagédo
do desinfetante pré-ordenha e a limpeza e secagem dos tetos, tem como objetivo reduzir a
carga bacteriana e de matéria organica presente na pele dos tetos e assegurar que estes
sejam ordenhados secos e limpos, minimizando o risco de mastites associadas sobretudo a
agentes ambientais e promovendo simultaneamente a qualidade do leite e a eficiéncia da
ordenha (Pankey 1989; Blowey and Edmondson 2010; Watters et al. 2012; NMC 2013).

O impacto da higienizacao pré-ordenha pode variar em fungéo do contexto (Morton et
al. 2014; Gleeson et al. 2018; Fitzpatrick et al. 2021b). Alguns estudos indicam que a
higienizagado pré-ordenha leva a uma redugao na incidéncia de infe¢des intramamarias e de
mastites clinicas em exploracdes onde os animais permanecem estabulados, normalmente
associados a uma inferior higiene dos parques e a um maior grau de conspurcagao dos
Uberes, o que influencia diretamente a exposi¢ao da glandula mamaria a microrganismos € o
risco de ocorréncia de mastite (Oliver et al. 2001; Jayarao et al. 2004; Constable et al. 2017;
Gleeson et al. 2018). Parece haver menor beneficio da higienizagdo pré-ordenha em
exploracdes onde os animais estejam em regime de pastoreio e com CCS médias inferiores
a 200.000 células/mL, particularmente quando a higienizagcao pds-ordenha ja € uma pratica
adotada (Williamson and Lacy-Hulbert 2013; Morton et al. 2014; Gleeson et al. 2018;
Fitzpatrick et al. 2021b). Ainda assim, independentemente do ambiente, a higienizacao pré-
-ordenha contribui para a redugéo da carga bacteriana na pele dos tetos e deve ser adotada
em exploragdes com elevada pressao de infecdo ambiental, onde pode reduzir a incidéncia
de infe¢des intra-mamarias associadas a agentes ambientais em mais de 50% (Enger et al.
2015; Baumberger et al. 2016; Gleeson et al. 2018; Fitzpatrick et al. 2021b).

A eficacia do desinfetante utilizado depende de varios fatores, nomeadamente a
substancia ativa e a sua concentracao, o nivel de higiene dos tetos (uma vez que a marcada
conspurcacgao dos tetos com matéria organica pode limitar a agado germicida) e o tempo de
contacto com a pele dos tetos, que em muitas substincias nao deve ser inferior a 30
segundos. Um tempo inferior pode comprometer a eficacia do desinfetante, enquanto um
tempo superior reduz a eficiéncia da rotina de ordenha (Enger et al. 2015; Breen 2019). Além
disso, também a viscosidade do produto, importante na sua aderéncia aos tetos, e as suas
propriedades surfactantes, que permitem a penetragcdo do desinfetante nas fissuras e
ranhuras da pele, influenciam diretamente a sua acgao bactericida (Blowey and Edmondson
2010).

A técnica mais eficaz de aplicagéo € a imersao dos tetos em desinfetante liquido ou
em espuma, pois assegura uma aplicagdo uniforme e adequada do produto, cobrindo a

totalidade dos tetos. A pulverizacdo, apesar de mais pratica, apresenta um maior risco de
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cobertura incompleta e maior desperdicio de produto (Blowey and Edmondson 2010;
Constable et al. 2017; Breen 2019).

Os desinfetantes utilizados na preparagao dos tetos devem cumprir requisitos como
eficacia germicida comprovada, prevencao de novas infe¢des intramamarias e promocao da
integridade da pele dos tetos. Além disso, ndo devem ser irritantes para a pele dos tetos ou
as maos dos ordenhadores nem deixar residuos prejudiciais para a saude humana e devem
ter uma acéo rapida (Blowey and Edmondson 2010; Godden et al. 2016). Uma vez que os
diferentes desinfetantes tém distintos niveis de eficacia sobre diferentes grupos de bactérias,
€ importante que a escolha do produto a utilizar na preparacéo dos tetos tenha em conta o
perfil bacteriano da exploragéo (Fitzpatrick et al. 2021a). Além da eficacia, também fatores
como o custo, a facilidade de aplicagao e as recomendacdes do médico-veterinario ou de
especialistas sdo muito importantes para o produtor no momento da decisdo (Ozsvari and
Ivanyos 2022).

Dentro das varias substancias disponiveis no mercado, os iodéforos sdo amplamente
utilizados devido a sua acao rapida e eficaz contra bactérias, virus e fungos e pela sua
coloragao, que facilita a avaliagdo visual da cobertura dos tetos (Blowey and Edmondson
2010; Constable et al. 2017). Para além destes, sdo também comuns a clorexidina pela sua
eficacia antibacteriana, especialmente contra organismos Gram-positivos, e maior resisténcia
a interferéncia de matéria organica e os desinfetantes a base de didxido de cloro, acido latico,
peréxido de hidrogénio, bem como as associagdes de diferentes substancias ativas (Blowey
and Edmondson 2010; Breen 2019; DGAV 2020).

A limpeza fisica e secagem dos tetos é fundamental para a redugdo da carga
bacteriana e de matéria organica, permitindo também a remocido de residuos dos
desinfetantes utilizados, evitando a sua presenca no leite (Blowey and Edmondson 2010;
Constable et al. 2017; Breen 2019). A lavagem do Ubere e tetos com agua € contra-indicada,
uma vez que pode arrastar sujidade e microrganismos da pele do uUbere para os tetos,
especialmente para as suas extremidades, e para os equipamentos de ordenha, aumentando
o risco de contaminacgao. Assim, a limpeza pré-ordenha deve ser limitada aos tetos e realizada
sem recurso a agua, a nao ser que o Ubere esteja marcadamente conspurcado (Blowey and
Edmondson 2010; NMC 2013).

A secagem dos tetos apds a higienizagdo € um ponto essencial na rotina de ordenha
(Ruegg 2004 citado por Elmoslemany et al. 2010). A ordenha dos tetos humidos como
consequéncia de uma secagem inadequada pode favorecer a contaminagcdo das suas
extremidades, aumentando o risco de mastites e a probabilidade de contaminagdo dos
equipamentos de ordenha e do tanque de leite, além de também contribuir para o
desprendimento das tetinas durante a ordenha (Galton et al. 1984; Blowey and Edmondson

2010; Breen 2019). A secagem deve ser realizada com panos limpos ou com papéis

15



descartaveis, utilizados individualmente para evitar a disseminagédo de agentes patogénicos
entre animais (Blowey and Edmondson 2010; Constable et al. 2017).

A preparacao adequada dos tetos desempenha também um papel fundamental na
estimulacdo do reflexo de descida do leite, promovido pela libertacdo de
oxitocina (Bruckmaier and Blum 1996; Watters et al. 2012). A aplicagao das tetinas 60 a 90
segundos apos o inicio da preparacdo dos tetos maximiza os beneficios deste reflexo,
reduzindo o tempo necessario para a extracéo do leite e, consequentemente, o risco de lesées
nos tetos (Blowey and Edmondson 2010; NMC 2013).

Uma estimulagéo insuficiente antes da colocacdo da unidade de ordenha ou um
intervalo de tempo demasiado curto entre a estimulacdo e a colocacido das tetinas podem
originar um fluxo de leite denominado bimodal (Weiss and Bruckmaier 2005; Fernandes et al.
2023). Este fendémeno caracteriza-se por um periodo de redugdo ou auséncia temporaria do
fluxo de leite, que ocorre apdés a remogao do leite armazenado na cisterna glandular mas
antes da descida do leite alveolar (Bruckmaier and Hilger 2001; Fernandes et al. 2023).
Durante estes periodos de fluxo de leite reduzido ou ausente, os niveis de vacuo na
extremidade do teto e no interior da glandula mamaria aumentam, intensificando as forgcas de
tracdo e compressao exercidas sobre os tecidos e aumentando o risco de lesao (Besier et al.
2016; Fernandes et al. 2023). O fluxo de leite bimodal pode ser evitado através da correta
preparacao dos tetos, assegurando uma estimulacdo adequada e respeitando o intervalo ideal

para a aplicagao das tetinas (Bruckmaier and Hilger 2001; Fernandes et al. 2023).

3.4. Uso de escovas mecanicas na ordenha
3.4.1. Caracteristicas e fungdo das escovas mecanicas

Com a tendéncia atual para um aumento do nimero de animais por exploragao e a
necessidade de otimizar a gestdo do tempo, a ordenha, sendo uma das atividades mais
exigentes em termos de tempo na producao leiteira, tem vindo a ser alvo de crescente
automatizacdo (Barkema et al. 2015; Hogan et al. 2022). Nesse sentido, a utilizagdo das
escovas mecanicas na preparacao dos tetos tem vindo a ser motivo de crescente interesse,
procurando aliar a eficiéncia e automatizagdo do processo de ordenha a reducdo da
variabilidade associada ao trabalho manual. Simultaneamente, a utilizacido destas escovas
em unidades controladas pelos ordenhadores permite um maior controlo sobre a qualidade
da preparacao dos tetos em relagdo as unidades de ordenha automatica. Embora estas
ultimas ja integrem escovas para a higienizacao dos tetos, nao tém a capacidade de adaptar
a sua atividade ao grau de sujidade do ubere ou a posi¢ao dos tetos (Baumberger et al. 2016;
Breen 2019).
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As escovas mecanicas estido integradas numa unidade de limpeza manuseada pelos
ordenhadores, sendo cada unidade composta por 3 escovas rotativas, duas superiores e uma
inferior, permitindo uma higienizagao eficaz tanto das paredes como da extremidade do teto
(Figura 1) (Baumberger et al. 2016; GEA 2023; Northern Dairy Equipment LTD [date
unknown]). Consoante as dimensdes e disposicdo da sala de ordenha, podem ser instaladas
uma ou mais unidades de limpeza; contudo, de forma geral, € utilizada uma unidade por cada
25 postos de ordenha nas salas com duas filas de postos (Northern Dairy Equipment LTD

[date unknown]).

Figura 1: Estrutura da unidade de limpeza. Adaptado de Northern

Dairy Equipment LTD Brochure ([date unknown])

A utilizagdo das escovas mecéanicas altera apenas os procedimentos de higienizagao
e secagem dos tetos na rotina de ordenha, substituindo a aplicagdo manual do desinfetante
pré-ordenha e a secagem manual dos tetos por um processo integrado. No momento da sua
utilizacdo, apés a eliminagcado dos primeiros jatos de leite, 0 ordenhador insere um teto na
entrada superior da unidade de limpeza e liga-a através de um botédo (Figura 2). Numa
primeira fase é feita a escovagem e limpeza do teto gragas a rotacdo das escovas e a
aplicagao simultanea de uma solugao desinfetante. De seguida inicia-se a segunda fase, onde
as escovas estdo em rotagdo sem liquido e o aparelho dispensa um jato de ar, com o objetivo
de secar os tetos. Cada uma das fases dura poucos segundos, sendo o procedimento repetido
para os quatro tetos (Baumberger et al. 2016; GEA 2023; Northern Dairy Equipment LTD [date
unknown]).

As escovas devem ser lavadas com agua e solugao desinfetante entre cada lote de
animais e no final da ordenha de todos os animais, sendo recomendada a sua substituicdo
apo6s a preparacao de aproximadamente 20000 animais, dependendo por exemplo do tipo de

material das camas, sendo alguns mais abrasivos e obrigando a uma substituicdo mais
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frequente das escovas (Baumberger et al. 2016; GEA 2023; Northern Dairy Equipment LTD

[date unknown]).

Figura 2: Utilizagao das escovas mecanicas na higienizacado dos tetos (GEA Brochure 2023)

Para além das escovas, as unidades de limpeza incluem ainda uma luz LED, que
facilita a visibilidade durante a preparagao dos tetos, e um sistema de sensores de seguranca,
que interrompe automaticamente o funcionamento caso seja introduzido um objeto diferente
dos tetos na unidade de limpeza, como a cauda do animal (GEA 2023; Northern Dairy

Equipment LTD [date unknown]).

3.4.2. Vantagens e desafios das escovas mecéanicas

A grande vantagem da utilizagao das escovas, e também o principal motivo para a sua
introducéo, reside na possibilidade de realizar a higienizacéo dos tetos de forma mais rapida
e pratica. A reducido do tempo necessario para a preparagao dos tetos pode ultrapassar os
75%, diminuindo de 47 para 11,5 segundos, o que resulta numa maior eficiéncia da ordenha
e ainda numa maior consisténcia temporal, quando comparada com os métodos
convencionais (Baumberger et al. 2016).

No estudo realizado por Baumberger et al. (2016) ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas na redugao da contagem microbiana total entre os métodos
convencionais e as escovas mecanicas em todas as exploragdes que as utilizavam com um
desinfetante com uma concentracao de didéxido de cloro superior a 500 pL/L. Além disso a
informacgéo disponivel no site da FutureCow, uma empresa fabricante das escovas mecanicas,
sugere que as escovas proporcionam uma redugado superior da contagem de bactérias
anaerobias formadoras de esporos no tanque de leite em comparagdo com os métodos

convencionais.
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No que respeita ao impacto fisico nos operadores, apesar de as unidades de limpeza
serem anunciadas como ergonomicas e leves, o esforco muscular nos membros superiores
dos ordenhadores a efetuar movimentos repetitivos continua a ser significativo, podendo ser
superior em determinados grupos musculares (Douphrate et al. 2016; GEA 2023; Northern
Dairy Equipment LTD [date unknown]).

Para além da simplificacio e otimizac&o da rotina de ordenha, as empresas fabricantes
das escovas mecanicas destacam outras potenciais vantagens associadas a sua utilizacao,
nomeadamente a melhoria da saude dos tetos e a reducdo da incidéncia de mastites gragas
a uma higienizacdo mais eficaz, o0 aumento da producéo leiteira associado a uma melhor
estimulagao do reflexo de descida do leite, a maior consisténcia na preparacao dos tetos e a
reducao de determinados custos, ao eliminar a necessidade de utilizar papéis ou panos na
secagem dos tetos (apesar de a despesa associada a aquisi¢do, instalagdo e manutencao
das unidades de limpeza e respetivos equipamentos ser substancial) (GEA 2023; Northern
Dairy Equipment LTD [date unknown]). No entanto, a maioria dos beneficios anunciados
baseia-se em dados fornecidos pelos proprios fabricantes. A evidéncia cientifica que suporta
estas alegacdes, quando comparada a dos métodos convencionais, € ainda escassa. Torna-
-se, portanto, relevante aprofundar a investigacado neste campo de forma a validar, ou nao, as

vantagens atribuidas a esta tecnologia.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Objetivos do estudo

Apesar de a utilizagdo das escovas mecanicas contribuir para a padronizacido e
otimizagao da preparacao dos tetos, a curta duracédo da sua atividade pode comprometer a
eficacia da higienizagdo ao promover um tempo de contacto insuficiente do desinfetante com
a pele ou uma secagem inadequada dos tetos, fatores que sao considerados potenciadores
da proliferagdo bacteriana (Blowey and Edmondson 2010; Enger et al. 2015; Baumberger et
al. 2016).

Atualmente, a evidéncia cientifica sobre a eficacia das escovas mecénicas na
higienizagdo dos tetos € ainda limitada, especialmente quando comparada com os métodos
convencionais. Nesse sentido, a presente dissertacdo teve como objetivo principal avaliar a
capacidade das escovas mecanicas para contribuir para a redugdo da carga microbiana na
pele dos tetos. Como objetivos secundarios pretendeu-se determinar essa capacidade
quando as escovas funcionam de forma convencional (com aplicacdo de desinfetante
exclusivamente durante o seu funcionamento) e quando associadas a pre-dipping, além de

avaliar eventuais diferencas na eficacia da higienizacdo em fun¢ao dos ordenhadores.

4.2. Caracterizacao das exploragoes

Este estudo foi conduzido em 3 exploragdes leiteiras situadas na regidao de Lisboa e
Vale do Tejo, entre os dias 7 de abril e 3 de maio de 2025. No Contraste Leiteiro realizado nas
exploragdes durante o més de abril, a exploracido A apresentava uma média de 397 animais
em produgdo, com uma produgdo meédia de 47,5 kg/dia/lvaca e uma CCS média de
aproximadamente 188.000 células/mL; a exploragao B registava uma média de 795 animais
em producado, com produgdo média de 40,7 kg/dia/vaca e CCS média de cerca de 400.000
células/mL; a exploracao C tinha uma média de 533 animais em producio, com uma producao
média de 39,9 kg/dia/vaca e CCS média de cerca de 376.000 células/mL (Tabela 1).

4.2.1. Salas e equipas de ordenha

Todas as exploracbes realizavam 3 ordenhas diarias em salas com disposicao
paralela, com 16 postos de ordenha de cada lado no caso da exploragcdo A e 20 postos de
cada lado nas exploragbes B e C. Em todas as salas de ordenha estavam instaladas
2 unidades de limpeza com escovas mecanicas. Em todas as exploracbes as escovas
mecanicas foram instaladas e adotadas na rotina de higienizagdo mais de 12 meses antes da
recolha das amostras. As equipas de ordenha eram constituidas por 2 ordenhadores e em

todas as explora¢des eram seguidas rotinas de ordenha territoriais.
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Tabela 1: Caracterizagao das exploragdes

Parametro Exploragao A Exploragao B Exploragao C
Nimero rné!:ho de vacas 397 295 533
em producao*
Produ_«;ao medla. 475 40,7 39.9
(kg leite/vaca/dia)*
CCS média (células/mL)* 188.000 400.000 376.000
Numero de ordenhas diarias 3 3 3
Tipo de sala de ordenha Paralela 2x16 Paralela 2x20 Paralela 2x20
N .
un'-leru de unidades 2 5 2
de limpeza
Marca das escovas mecanicas Northern Dairy EQuipment LTD FutureCow FutureCow
Tipo de rotina de ordenha Territorial Territorial Territorial
Eliminagao sistematica - ; )
R Nao Nao Sim
dos primeiros jatos
Aplicacdo de predipping Sim (espuma) Sim (espuma) Nao

Produto de predipping

Desinfetante utilizado
nas escovas

Tempo de lavagem / secagem
(segundos)

Produto de postdipping
Produto para higienizacao
das escovas

Tipo de alojamento
Material das camas

Lig-io 5500 (lodo 5.500 ppm)

Hypred Quick Spray
(ac. latico 2%,
ac. salicilico 0,01%)

5s5/4s

Lig-io 5500 (lodo 5.500 ppm)

Deptil PA5
(perdxido de hidrogénio 14,5%,
4c. peracético 5%)
Cubiculos
Areia

Deosan Activate Pre/Post
(lodo 3.000 ppm)
Didxido de cloro 800 ppm
(ac. citrico 50% + clorito
de sddio 5,35%)

5s5/10s

Deosan Activate Pre/Post
(lodo 3.000 ppm)
Didxido de cloro 800 ppm
(ac. citrico 50% + clorito
de sddio 5,35%)
Cubiculos
Areia

Ndo utilizado

Didxido de cloro 800 ppm
(&c. citrico 50% + clorito
de sddio 5,35%)

5s/4s

Deosan Activate Pre/Post
(lodo 3.000 ppm)
Didxido de cloro 800 ppm
(ac. citrico 50% + clorito
de sédio 5,35%)
Cubiculos
Areia e Palha picada

* dados de abril de 2025

4.2.2. Rotinas de preparagao dos tetos

Nas exploracdes A e B, a rotina de preparacao dos tetos era iniciada pela aplicacédo do
pre-dip em espuma a todos os animais, seguida da utilizacdo das escovas mecanicas para
higienizagdo e secagem dos tetos e remocao do desinfetante anterior. Apds a colocacao das
tetinas e ordenha dos animais era aplicado o post-dip, por imersdo no caso da vacaria A e de
forma automatizada, diretamente na tetina, na vacaria B. A eliminagao dos primeiros jatos nao
era efetuada por rotina na exploracao A, sendo realizada semanalmente na B.

Na exploragéo C a rotina de ordenha era iniciada pela eliminagao dos primeiros jatos
de leite, ndo sendo realizado pre-dipping e sendo a higienizagdo dos tetos feita
exclusivamente com recurso as escovas mecanicas. O post-dipping era realizado por imersao
apo6s a ordenha.

Na exploragéo A as escovas mecanicas utilizadas pertencem a marca Northern Dairy
Equipment LTD e operam com o desinfetante Hypred Quick Spray (Kersia), com uma
formulacdo a base de acidos orgénicos, nomeadamente acido latico e &cido salicilico. O

pre-dipping e post-dipping eram realizados com Lig-io 5500 (Kersia), um produto a base de
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iodo, e a higienizagao das escovas era efetuada entre vacas com Deptil PA 5 (Kersia), um
desinfetante formulado com perdxido de hidrogénio e acido peracético.

Nas exploracdes B e C utilizavam escovas mecanicas da FutureCow, que operavam
com um desinfetante a base de didxido de cloro, produzido na exploragao de forma automatica
através da combinagado de clorito de sédio (FutureCow Base - GEA) com acido citrico
(FutureCow Activator - GEA) e agua. Tanto no pre-dip (no caso da exploracdo B) como no
post-dip era utilizado o Deosan Activate Pre/Post (Diversey), um biocida que tem como base
o iodo. A higienizagcdo das escovas era realizada com o desinfetante utilizado para a
higienizag&o dos tetos.

Nas exploragdes A e C a programacgdo das escovas mecanicas consistia em
5 segundos de lavagem e 4 segundos de secagem para os 4 tetos do animal, enquanto na
exploracao B era de 5 segundos de lavagem e 10 segundos de secagem.

Em todas as exploragdes os ordenhadores utilizavam luvas na sala de ordenha,
embora estas ndo fossem desinfetadas regularmente, e a entrada e saida dos animais na sala

era feita de forma calma e voluntaria.

4.2.3. Instalagoes
Em todas as exploragdes os animais envolvidos no estudo estavam alojados em
cubiculos, sendo estes preenchidos com camas de areia nas exploragdes A e B e com camas

de areia ou de tapete com cobertura de palha picada na exploracao C.

4.3. Colheita de amostras

Em cada exploragao foram colhidas amostras de 20 vacas em lactacio por exploracao,
totalizando 60 animais, sendo a colheita das amostras distribuidas por 3 visitas a cada
exploragao. Os animais foram selecionados com base na sua posi¢ao nos postos da sala de
ordenha, sendo escolhidos os localizados no primeiro posto de cada lado. Em cada visita, a
primeira metade dos animais selecionados foi atribuida ao protocolo de higienizagédo habitual
da exploragéo, enquanto a segunda metade integrou o grupo submetido ao protocolo controlo,
cuja higienizagdo se baseou nos métodos convencionais de preparacao dos tetos. A
preparagado dos tetos foi realizada integralmente pelos ordenhadores segundo o protocolo
correspondente a cada grupo. Um animal na exploragdo A, apds ter apresentado sinais
clinicos no leite sugestivos de mastite foi excluido da amostragem.

A partir de cada animal foram colhidas duas amostras das paredes e extremidade dos
tetos com zaragatoa: a primeira amostra (PRE) foi obtida assim que os animais se
posicionavam nos postos de ordenha, antes de qualquer procedimento de higienizacdo; a
segunda amostra (POST) foi colhida imediatamente apds a preparagao dos tetos e antes da

colocagao das tetinas. No total, foram obtidas 120 amostras para analise microbioldgica.
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A metodologia de colheita de amostras foi adaptada de Fitzpatrick et al. (2019). Antes
da colheita, as zaragatoas foram humedecidas em Trypticase Soy Broth (TSB; PanReac
AppliChem - ITW Reagents) com o objetivo de otimizar a colheita dos microrganismos na pele
dos tetos. As amostras PRE foram obtidas através da passagem de uma zaragatoa na pele
das paredes e no orificio dos tetos, evitando qualquer contacto com os pelos do Ubere, os
membros posteriores ou a cauda. Este processo foi executado nos tetos anterior direito e
posterior esquerdo utilizando a mesma zaragatoa, resultando numa amostra composta.

Nos animais do grupo Teste, a higienizagdo dos tetos seguiu a rotina habitual da
exploracdo. No grupo Controlo, a higienizagao foi efetuada com um desinfetante a base de
iodo (0 mesmo utilizado no pre-dipping, quando aplicavel, e post-dipping de cada exploragao),
seguida de secagem com toalhete de papel individual (explora¢des A e C) ou pano individual
(exploragédo B). As amostras POST, obtidas apds a higienizagédo dos tetos, foram colhidas
segundo a metodologia anteriormente descrita para as amostras PRE.

Apoés a colheita, as zaragatoas foram acondicionadas em tubos de ensaio estéreis
contendo 5 mL de TSB, no caso das amostras PRE, ou de TSB e neutralizador, no caso das
amostras POST. A composicao do neutralizador incluia 30 g/L de Polissorbato 80 (Tween 80,
Fisher BioReagents), 10 g/L de Tiossulfato de sédio (Thermo Scientific) e 3 g/L de Lecitina
(Thermo Scientific), e destinava-se a neutralizar o efeito bactericida dos biocidas utilizados na
higienizacao dos tetos, que pudessem estar presentes na pele. As amostras foram mantidas
refrigeradas e ao abrigo da luz até ao seu processamento no Laboratério de Microbiologia e

Imunologia da FMV-UL, num prazo maximo de 8 horas apos a colheita.

4.4. Validacao do neutralizador e do método

A formulacao do neutralizador, tal como os protocolos de validagdo da sua auséncia
de toxicidade e da sua eficacia na inativagao dos desinfetantes utilizados, foram realizados
de acordo com o European Standard 1656:2009, especifico para substancias desinfetantes
utilizadas em Medicina Veterinaria.

A validacdo da auséncia de toxicidade teve como objetivo confirmar a auséncia de
efeito inibitoério do neutralizador sobre o crescimento bacteriano, garantindo assim a fiabilidade
das contagens microbioldgicas das amostras POST. Para esse efeito, foram utilizadas estirpes
de referéncia (Escherichia coli DSM 682; Staphylococcus aureus CECT 239; Streptococcus
uberis DSM 20569) preparadas em diluente Triptona-sal - 1 g/L de Triptona (Diagnostic
Liofilchem) e 8,5 g/L de Cloreto de sédio (NaCl; Merck), dissolvidos em agua estéril. Foi entao
inoculado 1 mL das suspensdes bacterianas em dois tipos de tubos: um contendo 8 mL de
TSB com neutralizador e 1 mL de agua estéril (grupo Teste), e outro com 9 mL de agua estéril
(grupo Controlo). De ambos os tubos foram retirados 100 pL, que foram inoculados por

espalhamento, em duplicado, em meio de cultura Trypticase Soy Agar (TSA; PanReac
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AppliChem - ITW Reagents), seguindo-se incubacido a 37 °C durante 48 horas e posterior
contagem das unidades formadoras de colénias (UFC). A comparacao entre os resultados
obtidos em ambos os grupos (Anexo 1) revelou crescimento bacteriano semelhante,
permitindo considerar que o neutralizador ndo apresentou efeito inibitorio visivel sobre o
crescimento bacteriano.

A validacido da eficacia de neutralizacdo teve como obijetivo verificar a eficacia do
neutralizador na inativagdo dos compostos biocidas utilizados nas exploragdes,
nomeadamente as solugdes a base de iodo e os desinfetantes utilizados pelas escovas
mecanicas. Foram testadas as substancias em uso na exploracao B e C, mais concretamente
o didéxido de cloro produzido pela combinagdo de FutureCow Activator (GEA) e FutureCow
Base (GEA) e o Deosan Activate Pre/Post (Diversey). Foi inoculado 1 mL das suspensoes
bacterianas anteriormente referidas em trés tipos de tubos: os grupos lodo ou Escovas,
consoante a substancia desinfetante, contendo 8 mL de TSB com neutralizador, 0,8 mL de
solugdo biocida, 0,1 mL de agua estéril e 0,1 mL de diluente Triptona-sal; e o grupo Controlo,
contendo apenas 9 mL de agua estéril. As solugdes foram mantidas a temperatura ambiente
durante 60 segundos, simulando o tempo de exposicao aos desinfetantes nas condigbes
praticas da sala de ordenha. Apds esse periodo, foram retirados 100 yL de cada tubo, que
foram igualmente inoculados por espalhamento, em duplicado, em placas de TSA, seguidas
de incubacéo a 37 °C durante 48 horas para posterior contagem das UFC. A comparagao dos
resultados obtidos entre os dois grupos (Anexo |) revelou crescimento bacteriano viavel e
semelhante, comprovando a eficacia do neutralizador na inativacdo da atividade
antimicrobiana residual dos produtos testados.

Importa ainda referir que o TSB com neutralizador necessario para todo o ensaio teve
de ser preparado em dois momentos distintos. Como tal, as validagcbes da auséncia de
toxicidade e da eficacia de neutralizagdo foram igualmente realizadas em duplicado, utilizando
lotes diferentes da mesma formulacao. Esta repeticdo permitiu confirmar a consisténcia dos

resultados obtidos e reforcar a reprodutibilidade do método utilizado.

4.5. Processamento de amostras

No laboratorio, todas as amostras foram inicialmente homogeneizadas em vortex
durante aproximadamente 15 segundos nos respetivos tubos de ensaio. A partir das
suspensodes obtidas foram realizadas diluicoes seriadas de base 10 em NaCl a 0.9%, com o
objetivo de obter concentragdes bacterianas adequadas para quantificagao.

A inoculagdo em placa foi realizado em 2 meios de cultura diferentes: TSA, para a
contagem total de bactérias, e agar de MacConkey (MCK; PanReac AppliChem - ITW
Reagents), para contagem de enterobactérias. Apesar de este ultimo permitir a multiplicagéo

de outras bactérias Gram-negativas ndo pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
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assume-se, com base nas caracteristicas seletivas e diferenciais do meio, que a maioria das
colonias presentes se trata de enterobactérias. Assim, para efeitos de simplificagao
terminoldgica ao longo desta dissertagdo, sera adotada a designacao "enterobactérias" para
as contagens obtidas em meio de cultura MacConkey.

A inoculagdo em meio de cultura foi realizada segundo o método da microgota, que
consistiu em dividir a superficie de cada placa de Petri em segmentos correspondentes as
diferentes diluigbes e aplicar 20 pL de cada diluigdo nesses segmentos, em duplicado
(Herigstad et al. 2001).

A gama de dilui¢cdes utilizada foi determinada com base nos resultados da primeira
visita a cada exploragcdo. Nessa fase foram colhidas amostras PRE e POST de 4 animais
(2 do grupo Teste e 2 do grupo Controlo) de todas as exploragdes e foram realizadas dilui¢des
até 10™"". Apds analise dos resultados obtidos, procedeu-se a adaptagédo da gama de diluigbes
para o restante ensaio, estabelecendo-se de 10° até 1075 para o meio de cultura MacConkey
e até 1078 para o meio de cultura TSA. Uma vez que a unica diferenca metodologica dessas
amostras preliminares foi a amplitude da janela de dilui¢des testada, os seus resultados foram
incluidos na analise estatistica do estudo.

As placas de TSA e MacConkey foram incubadas na estufa a 37 °C durante 48 horas.
A quantificagdo das UFC em cada placa foi realizada as 24 e 48 horas (Figuras 3A e 3B),
sendo considerada para a analise estatistica a diluigdo que apresentasse entre 6 e 60 coldnias
por segmento em qualquer um dos dois momentos, conforme recomendado por Herigstad et
al. (2001).

Figuras 3A e 3B: Placas com meios de cultura TSA (3A) e MacConkey (3B)

apos 48 horas de incubagao (fotos originais)

25



Quando duas diluigdes consecutivas apresentavam contagens dentro deste intervalo,
foi utilizada a média das contagens para o calculo. Os segmentos onde a quantificagdo se
revelou incontavel por nao ser possivel individualizar as coldnias foram considerados como
tendo mais de 60 coldnias. Quando apenas o inéculo “ndo diluido” apresentou crescimento
bacteriano e com menos de 6 coldnias, foi utilizado o niumero de coldnias verificado para a
analise estatistica. O calculo das unidades formadoras de colénias por mililitro (UFC/mL) foi
realizado com a seguinte formula:

UFC/mL = (numero de coldnias x inverso do fator de diluigdo) / volume do indculo.

4.6. Analise estatistica

Os dados recolhidos ao longo do ensaio foram organizados no programa Excel do
Microsoft 365 e a analise estatistica foi realizada no programa IBM SPSS® Statistics for
Windows, versao 29.0.0.0.

As contagens bacterianas obtidas (UFC/mL) foram convertidas em logaritmos de base
10 para a analise dos dados, tendo sido utilizada a formula log10(UFC/mL). A redugao
microbiana na pele dos tetos apds a sua higienizacao foi determinada pela diferenga entre os
valores logaritmicos obtidos nas amostras pré e pdés-higienizacdo de cada animal (valores
positivos indicam um decréscimo da carga bacteriana do momento pré para o momento pos-
-higienizacao), sendo posteriormente analisada por grupo bacteriano. A redugdo da carga
bacteriana foi considerada variavel dependente e exploragao, protocolo de higienizacdo e
ordenhador variaveis independentes. O animal foi considerado a unidade experimental.

Ao nivel da estatistica descritiva foram calculados média, desvio-padrao, mediana,
minimo, maximo e intervalo interquartis (Anexo Il) para as variaveis associadas as
quantificagdes bacterianas logaritmicas dos momentos pré e pos-higienizagao e a reducao
logaritmica, para ambos os meios de cultura (TSA e MacConkey).

Tendo em consideragcao o reduzido numero de animais avaliados por exploracao
(n = 20), a andlise estatistica foi realizada com recurso a testes n&o paramétricos. A
comparagao das contagens bacterianas pré-higienizacao e das redugdes logaritmicas entre
os grupos Teste e Controlo foi feita com recurso ao teste de Mann-Whitney. A comparagao das
contagens pré-higienizacao entre as diferentes exploracdes foi realizada através do teste de
Kruskal-Wallis; sempre que se verificaram diferencas estatisticamente significativas, foi
aplicado um teste de Dunn, com ajuste de Bonferroni, para identificar entre que pares de
exploracdes se observavam essas diferencas. A existéncia de uma reducao estatisticamente
significativa da carga bacteriana apds a higienizagéo foi avaliada com o teste de Wilcoxon
para amostras emparelhadas. A avaliagdo da homogeneidade dos resultados da reducdo da
carga bacteriana foi feita com o teste de Levene, procurando determinar se um dos protocolos

conduziu a uma dispersao dos resultados significativamente diferente do outro dentro de cada
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exploracdao. A comparacdo da eficacia da higienizagao realizada pelos diferentes
ordenhadores de cada exploracao foi realizada com recurso aos testes de Mann-Whitney e
de Kruskal-Wallis (para dois ou mais de dois grupos, respetivamente).

Todos os testes estatisticos foram conduzidos considerando um intervalo de confianca

de 95%, sendo considerados estatisticamente significativos valores de p < 0,05.
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5. Resultados

Com o intuito de facilitar a interpretacdo dos resultados optou-se por apresentar neste
capitulo apenas os resultados relativos as 48 horas de incubagdo. Os resultados das
contagens as 24 horas seréo incluidos apenas quando apresentarem diferencas relevantes
face aos observados as 48 horas. Todos os dados correspondentes as contagens bacterianas

as 24 e 48 horas encontram-se disponiveis no Anexo lIl.

5.1. Quantificagao bacteriana em fungao dos protocolos de higienizagao
5.1.1. Contagem de microrganismos totais apos 48 horas de incubagao

A Tabela 2 apresenta as medianas das quantificacbes e reducdes microbianas
logaritmicas totais. O Grafico 1 ilustra a quantificagdo bacteriana logaritmica correspondente
a contagem total de bactérias pré-higienizagao apds 48 horas de incubacao. O grupo teste da
exploracao A apresenta um outlier de valor superior aos restantes do mesmo grupo. Apesar
de a exploragao A apresentar uma diferenca entre as medianas dos grupos Teste e Controlo
superior as das outras exploracdes, o teste de Mann-Whitney nao revelou diferencas

significativas entre os diferentes grupos em qualquer das exploragdes (p > 0,05).

Tabela 2: Medianas das quantificagoes e redugdes microbianas logaritmicas totais

Exploracao - Grupo

Mediana
A-Teste A-Controlo B-Teste B-Controlo C-Teste C-Controlo
PRE (log10) 6,925 6,165 6,069 6,285 6,653 6,650
POST (log10) 3,725 5,054 4,687 5,020 5,464 5,131
RED (log10) 3,076 1,270 1,460 1,417 1,143 1,062

O teste de Kruskal-Wallis revelou diferengas estatisticamente significativas entre as
contagens bacterianas pré-higienizacao de 2 das exploragdes, uma vez que p = 0,024. A
analise com o teste de Dunn, com correcdo de Bonferroni, revelou uma diferenca
estatisticamente significativa na contagem bacteriana total pré-higienizagao entre as
exploragdes A e B (p = 0,028), sendo a exploragdo B aquela que apresentou valores mais
baixos. Nao se verificaram diferengas significativas entre os restantes pares de exploragdes
(p > 0,05).
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Grafico 1: Grafico box-plot da quantificagao bacteriana logaritmica total - pré-higienizagao
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O Gréfico 2 representa a quantificagdo bacteriana apds a higienizagao dos tetos. O

grupo Controlo apresenta uma carga bacteriana com uma mediana superior ao grupo Teste
nas exploracdes A e B; pelo contrario, na exploracéo C, esta relagao inverte-se. Na exploragao
A, grupo Teste, e na exploragao B, grupo Controlo, verificam-se, respetivamente, dois outliers

de valor superior e um outlier de valor inferior aos restantes.

Grafico 2: Grafico box-plot da quantificagao bacteriana logaritmica total - pés-higienizagao
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Tal como ilustrado no Grafico 3, em todas as exploragdes foi o grupo Teste a apresentar
uma mediana mais elevada na redug¢ao logaritmica das contagens bacterianas. O grupo Teste
da exploragao A apresenta um outlier de valor inferior, enquanto o grupo Teste da exploragao

C apresenta dois outliers - um de valor inferior e um de valor superior, em relagcao aos
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restantes do mesmo grupo. Além disso, € de destacar que num dos animais higienizados com
o protocolo Teste na exploracao C se registou uma redugao de valor negativo, correspondente
a um aumento da carga bacteriana apds a higienizagao.

O teste de Wilcoxon revelou diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre
as contagens bacterianas antes e apds a higienizagcao em todos os grupos. O teste de Mann-
-Whitney revelou significAncia apenas na exploracao A (p = 0,028), indicando uma reducgao da
carga microbiana total marcadamente superior com a aplicagdo do protocolo Teste. Nas
exploracdes B e C os valores de p foram de 0,880 e 0,597, respetivamente.

Os resultados do teste de Levene indicaram auséncia de diferencas estatisticamente
significativas na homogeneidade dos resultados dos grupos Teste e Controlo em todas as

exploragdes (p > 0,05).

Grafico 3: Grafico box-plot da redugao logaritmica da quantificagdao bacteriana total
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5.1.2. Contagem de Enterobacteriaceae apés 48 horas de incubagao

A Tabela 3 apresenta as medianas das quantificacbes e redugdes microbianas
logaritmicas de enterobactérias. O Grafico 4 representa a distribuicdo das contagens de
enterobactérias pré-higienizagdo, onde a maior diferenga entre as medianas dos 2 grupos da
mesma exploragao se verifica na exploragéo A, embora o teste de Mann-Whitney n&o tenha
identificado significancia estatistica (p = 0,052). Nas exploragées B e C, os valores de p foram
de 0,684. O grupo Teste da exploragao B apresenta um outlier de valor superior aos restantes
do seu grupo, enquanto o grupo Teste da exploragado C apresenta um de valor inferior.

O teste de Kruskal-Wallis ndo identificou diferengas estatisticamente significativas

entre as exploragdes no que toca as contagens pré-higienizagdo, uma vez que p = 0,534.
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Tabela 3: Medianas das quantificagdes e redugées logaritmicas de enterobactérias

Mediana

Exploracao - Grupo

A - Controlo

B-Teste B-Controlo C-Teste C-Controlo

PRE (log10)
POST (log10)
RED (log10)

3,892 4,011 4,111 4,161
3,031 3,652 3,543 3,684
0,843 0,370 0,639 0,495

Gréafico 4: Grafico box-plot da quantificagao logaritmica de enterobactérias - pré-higienizagao
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exploracao, foi inferior nos grupos Teste de todas as exploragdes. O grupo Controlo da

exploracao A e o grupo Teste da exploragao B apresentam, respetivamente, um e dois outliers

de valor superior aos restantes (Grafico 5).

Grafico 5: Grafico box-plot da quantificagio logaritmica de enterobactérias - pés-higienizagao
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Tal como representado no Grafico 6, a reducdo da carga bacteriana apds a
higienizacao dos tetos teve valores medianos superiores nos animais submetidos ao protocolo
Teste em todas as exploracdes. Na exploragcéao C, os grupos Teste e Controlo apresentaram,
respetivamente, um outlier de valor inferior e um de valor superior aos restantes do mesmo
grupo. Tal como na contagem total de bactérias, verificou-se uma reducéo da carga bacteriana
de valor negativo num dos animais da exploragao C submetido ao protocolo Teste.

O teste de Wilcoxon confirmou uma redugéo estatisticamente significativa da carga
bacteriana em todos os grupos (p < 0,05). O teste de Mann-Whitney identificou diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos Teste e Controlo nas exploragdes A (p = 0,005)
e B (p = 0,028). Na exploragao C, o valor de p foi de 0,705, n&do atingindo significancia
estatistica. Os resultados do teste de Levene ndo evidenciaram diferengas estatisticamente

significativas na homogeneidade dos grupos em qualquer das exploragdes (p > 0,05).

Grafico 6: Grafico box-plot da redugao logaritmica da quantificagdao de enterobactérias
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5.1.3 Quantificagao bacteriana apos 24 horas de incubacao

Tal como verificado apds 48 horas de incubacgéao, o teste de Kruskal-Wallis também
revelou diferengas estatisticamente significativas entre pelo menos 2 das exploragdes no que
toca as contagens bacterianas totais pré-higienizagdo apos 24 horas de incubagédo, uma vez
que p=0,041. No entanto, as comparagdes par-a-par realizadas com o teste de Dunn, com
o ajuste de Bonferroni, ndo evidenciaram diferengas estatisticamente significativas entre pares
de exploragdes, uma vez que o valor de p foi superior a 0,05 em todas. A comparacao entre
as exploragdes A e B apresentou um valor proximo ao limiar de significancia (p = 0,067),

sugerindo uma possivel tendéncia, mas sem atingir o limiar de significancia considerado.
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Além desta, a outra diferenca relevante encontrada entre os resultados dos dois
periodos de incubacao foi o facto de o teste de Levene ter identificado uma heterogeneidade
significativa dos resultados da contagem total de bactérias na reducéo logaritmica bacteriana
da exploracdo A (p = 0,024), com maior dispersdo no grupo Teste, ndo se verificando

diferencas significativas nas exploragbes B (p = 0,200) e C (p = 0,471).

5.2. Quantificagao bacteriana em fungao dos ordenhadores

Com o objetivo de avaliar se a eficacia do protocolo de higienizagdo convencional de
cada exploragao variava significativamente em fungdo do operador, procedeu-se a analise
das reducgdes logaritmicas das contagens bacterianas em fungcédo dos ordenhadores. Dado o
tamanho reduzido da amostra, foram aplicados testes estatisticos ndo paramétricos: o teste
de Mann-Whitney nas exploragdes A e B, uma vez que os dados correspondem a apenas dois
ordenhadores, e o teste de Kruskal-Wallis na exploracdo C, onde as amostras se distribuem
por quatro ordenhadores (Tabela 4). A Tabela 5 representa as medianas das redugdes

microbianas logaritmicas para cada ordenhador

Tabela 4: Distribuicdo das amostras do grupo Teste pelos diferentes

ordenhadores de cada exploragao

- Ordenhador
Exploracao
a b c d
A 6 4
B 5 5
C 2 2 3 3

A Tabela 5 representa as medianas das redu¢des microbianas logaritmicas dos dois
indicadores microbiolégicos para cada ordenhador. Na avaliagao apés 48 horas de incubacéo,
os valores de p obtidos para a contagem total de bactérias foram de 0,831 na exploragao A,
0,917 na exploragdo B e 0,239 na exploragdao C. Do mesmo modo, para a contagem de
enterobactérias, os valores de p registados foram de 0,522 na exploracdo A, 0,076 na
exploracao B e 0,186 na exploracado C. Os resultados obtidos nado evidenciaram diferencas
estatisticamente significativas entre os ordenhadores em qualquer das exploragdes, quer
relativamente a reducdo da contagem total de bactérias quer a reducdo da contagem de

enterobactérias.
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Tabela 5: Medianas das redugdes microbianas logaritmicas de cada ordenhador

Exploracao - Ordenhador Mediana RED - Bactérias Totais Mediana RED - Enterobactérias
A-a 3,076 0,786
A-b 3,396 1,346
B-a 1,347 0,471
B-b 1,574 1,097
C-a 2,178 0,885
C-b 1,143 0,947
C-c 0,776 0,681
Cc-d 0,083 0,090
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6. Discussao

A higienizacao dos tetos antes da ordenha visa remover a matéria organica e reduzir
a carga bacteriana presentes na pele, assegurando que os tetos sejam ordenhados secos e
limpos, promovendo a qualidade do leite e reduzindo o risco de mastites, sobretudo as
causadas por agentes ambientais (Pankey 1989; Blowey and Edmondson 2010; Watters et al.
2012; NMC 2013). As escovas mecanicas surgiram como uma alternativa ao pre-dipping e
limpeza dos tetos convencional, e a sua utilizagdo na preparagao dos tetos pretende
simultaneamente padronizar o processo de higienizag&o dos tetos e aumentar a eficiéncia da
ordenha (Baumberger et al. 2016; GEA 2023; Northern Dairy Equipment LTD [date unknown]).

Estudos prévios demonstraram que a combinacdo de um desinfetante e a agao fisica
de, por exemplo, um toalhete de papel ou um pano no momento da secagem dos tetos, € mais
eficaz na reducao da carga bacteriana do que a utilizacéo isolada de um biocida (Galton et al.
1984). As escovas baseiam-se neste mesmo principio, conjugando a agdo mecanica da sua
friccdo rotativa com a aplicagdo do desinfetante e posterior secagem. Esta acdo mecanica é
também relevante para a remogao do biocida, reduzindo o risco de contaminagao do leite
(Gleeson et al. 2009).

Neste estudo, a eficacia da higienizacao foi avaliada com base na reducéo da carga
bacteriana da pele dos tetos, utilizando como indicadores microbiolégicos a contagem total de
bactérias em meio de cultura TSA e a contagem de enterobactérias em meio de cultura
MacConkey. Apesar de bactérias como Streptococcus spp. € Staphylococcus spp. serem mais
frequentes na pele dos tetos (Baumberger et al. 2016; Fitzpatrick et al. 2019), a escolha das
enterobactérias justifica-se pelo seu valor como indicadores de seguranga dos alimentos e da
higiene ambiental e das praticas de ordenha, além da facilidade, rapidez e baixo custo
associados a sua quantificagdo em meio MacConkey (Tsai et al. 2022; Vargova et al. 2023).

As contagens bacterianas foram convertidas em logaritmos de base 10, um
procedimento comum na analise estatistica de dados microbiolégicos que visa atenuar a
dispersao assimétrica e altamente variavel, com amplitudes que podem variar entre varias
ordens de magnitude, facilitando a analise estatistica e a interpretagdo dos resultados. Ainda
assim, dado o reduzido tamanho amostral, optou-se por aplicar testes estatisticos nao
paramétricos.

Apesar de as exploragdes A e B incluirem um pre-dipping a base de iodo antes da
aplicagao das escovas e a exploragao C recorrer exclusivamente as escovas mecanicas com
a aplicagao de biocida em simultdneo com a rotagao das escovas (comum as outras duas
exploragdes) para a higienizagédo dos tetos, optou-se por ndo agrupar os dados com base no
tipo de protocolo de forma a evitar enviesamentos associados as diferencas entre as

exploragdes, como o fabricante das escovas, a sua programagao ou a substancia desinfetante
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utilizada. Os resultados obtidos as 24 e 48 horas de incubacgao foram, na sua globalidade,
semelhantes. Por isso, na exposi¢do dos resultados optou-se por expor os dados das
48 horas, complementando com os das 24 horas apenas quando existissem divergéncias.

De acordo com o conhecimento do autor da dissertagao, o unico estudo identificado
que avalie diretamente a eficacia das escovas mecanicas através de contagens bacterianas
€ o de Baumberger et al. (2016), sendo particularmente relevante para comparagcédo dado
utilizar escovas e desinfetantes idénticos aos das exploracdes B e C do presente estudo. As
contagens bacterianas totais pré-higienizagéo registadas no estudo de Baumberger et al.
(2016) (média de 5,81 log10) foram inferiores as verificadas no presente estudo (medianas
entre 6,07 e 6,93 log10). Uma vez que o estudo realizado por Baumberger et al. (2016) aplicou
a férmula de conversdo log10(UFC/ml+1), € de esperar que possa existir uma ligeira
sobrevalorizagao dos resultados face a férmula log10(UFC/ml) aqui adotada.

Apesar de nado terem sido detetadas diferengas significativas nas contagens
bacterianas pré-higienizacdo entre os grupos Teste e Controlo em qualquer exploragao,
verificaram-se diferengas estatisticamente significativas entre as exploragbes A e B.
Curiosamente, estas diferengas ocorreram entre exploragdes que utilizam exclusivamente
areia como material de cama, enquanto a exploragao C, que utiliza palha picada (um material
organico) nas camas de alguns parques, nao apresentou valores significativamente diferentes
das outras exploragdes. Embora materiais inorganicos como a areia estejam associados a
uma menor carga microbiana € a um menor risco de ocorréncia de mastites causadas por
agentes ambientais, fatores como a granulometria, limpeza, armazenamento e frequéncia de
renovacao do material das camas ou o conforto e condigbes ambientais do parque influenciam
a carga bacteriana e a exposigcédo dos tetos aos microrganismos e podem ajudar a explicar
tanto as diferengas nas contagens das exploragdes A e B como nos resultados das contagens
bacterianas pré-higienizagéo entre este estudo e o desenvolvido por Baumberger et al. (2016)
(Hogan et al. 1989; Patel et al. 2019; Robles et al. 2020; Godden and Royster 2025).

Em todos os grupos avaliados, independentemente da exploragdo e do protocolo,
verificou-se uma redugao significativa da carga bacteriana (p < 0,05), resultados em linha com
a literatura (MiSeikiené et al. 2015; Baumberger et al. 2016; Fitzpatrick et al. 2019; Fitzpatrick
et al. 2021b; Vargova et al. 2023). No entanto, ao comparar os protocolos Teste e Controlo,
s6 se verificou uma eficacia significativamente maior (p < 0,05) da utilizagdo das escovas
mecanicas na exploragdo A (nos dois indicadores microbioldgicos investigados) e na
exploracao B (na avaliagdo de enterobactérias). Na exploracdo C nao foram detetadas
diferengas estatisticamente significativas entre os dois protocolos em qualquer dos
indicadores microbiologicos.

Estas diferengas poderao estar relacionadas com a combinagao de dois momentos de

higienizagdo nas exploragdes A e B (pre-dipping e escovas) com substancias desinfetantes
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distintas, enquanto a exploragdo C apenas recorre as escovas mecanicas para a preparagao
dos tetos. O iodo, utilizado no pre-dipping (e post-dipping), € um biocida de largo espetro,
capaz de penetrar a parede celular dos microrganismos e interferir com componentes
fundamentais como proteinas, nucleétidos e acidos gordos, culminando na morte celular
(McDonnell and Russell 1999). O diéxido de cloro, utilizado nas exploragdes B e C, é um
agente oxidante com agao microbiocida ampla resultante da combinacéao entre clorito de sddio
e um acido. Atua sobre proteinas celulares, inativando-as por oxidagdo e comprometendo a
viabilidade dos microrganismos, tanto Gram-positivos como Gram-negativos (McDonnell and
Russell 1999; Boddie et al. 2000; Nickerson 2001 citado por Baumberger et al. 2016). O acido
latico, utilizado na exploracao A, apresenta atividade antimicrobiana especialmente eficaz
contra bactérias Gram-negativas, promovendo a acidificagdo do meio e a destabilizacdo da
membrana citoplasmatica, o que leva a perda de integridade celular e consequente lise
(Alakomi et al. 2000; Ricke 2003; Boomsma et al. 2015). Niero et al. (2024) observaram que
dois pre-dippings (com a mesma ou com diferentes substancias biocidas) promovem uma
reducao bacteriana superior a de um unico, e Fitzpatrick et al. (2019) e Fitzpatrick et al.
(2021a) demonstraram que a eficacia dos desinfetantes é variavel consoante o tipo de
microrganismo. Nesse sentido, a combinacdo de desinfetantes distintos pode ter
proporcionado um espetro antimicrobiano mais amplo e uma eficacia bactericida mais
elevada.

Baumberger et al. (2016) observaram uma reducao logaritmica média na contagem
total de bactérias de 1,97 log10 no grupo dos animais higienizados com escovas e de 2,26
log10 nos animais sujeitos a higienizagdo com pre-dipping. Dos grupos avaliados no presente
estudo, apenas o protocolo Teste da exploragao A apresentou uma mediana superior aos
resultados observados por Baumberger et al. (2016). O facto de o seu protocolo de colheita
de amostras POST nao incluir uma substancia com efeito neutralizador, que interrompa a acao
bactericida dos residuos de desinfetante eventualmente presentes na pele dos tetos apds a
higienizagdo, podera ter prolongado a agédo bactericida, influenciando as reducgdes
bacterianas observadas.

A auséncia de diferengas significativas na eficacia entre a utilizagado exclusiva de
escovas mecanicas e de pre-dipping a base de iodo também foi observada na maioria das
exploracdes avaliadas por Baumberger et al. (2016). No entanto nesse estudo verificou-se
que, em 30% (3/10), 20% (2/10) e 10% (1/10) das exploragdes, a redugédo da contagem total
de bactérias, de Streptococcus spp. e de Staphylococcus spp., respetivamente, foi
significativamente superior no grupo submetido ao pre-dipping em comparagdo com o grupo
das escovas mecéanicas. Relativamente a contagem de bactérias Gram-negativas, o
tratamento com escovas demonstrou maior eficacia do que o grupo Controlo em 30% (3/10)

das exploragdes, ao passo que a situagao inversa se verificou em apenas 10% (1/10). Importa
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salientar que, em todas as explora¢des onde foi utilizada uma concentracdo de didxido de
cloro superior a 500 uL/L, n&o se registaram diferengas estatisticamente significativas entre
os dois métodos de higienizagado no que respeita a contagem total de bactérias ou a contagem
de Streptococcus spp. e Staphylococcus spp. Apesar de no presente estudo nao terem sido
realizadas contagens especificas para os géneros Streptococcus spp. e Staphylococcus spp.,
os resultados relativos a contagem total de bactérias obtidos na exploracdo C - que, a
semelhancga das exploragdes avaliadas por Baumberger et al. (2016), recorria exclusivamente
a utilizacao de escovas na higienizagao pré-ordenha, com aplicagédo de didxido de cloro numa
concentragcdo de 800 uL/L - revelaram-se coerentes com os valores reportados por aqueles
autores.

O aumento da carga bacteriana apds a higienizagdo dos tetos verificada num dos
membros do grupo Teste da exploracao C pode estar relacionado com um elevado grau de
conspurcagao das escovas mecanicas no momento da higienizagao dos tetos deste animal
ou com a contaminagao acidental destes através, por exemplo, do contacto dos membros
posteriores ou da cauda com os tetos apds a sua higienizagéo.

O teste de Levene revelou diferengas significativas apenas na homogeneidade da
contagem total de bactérias dos grupos da exploragdo A, sendo o grupo Teste 0 menos
homogéneo. Ainda que as diferengas verificadas entre os dois protocolos nesta exploracéo
nao sejam consistentes nos dois periodos de incubacéo, a verdade € que, tal como observado
por Baumberger et al. (2016), o grupo Teste nado apresentou uma homogeneidade
significativamente superior ao grupo Controlo em qualquer das exploracbes, ndo se
verificando a esperada padronizacao dos resultados com a utilizagdo das escovas mecanicas
na limpeza dos tetos. Ainda assim, a auséncia de diferencas estatisticamente significativas na
eficacia da higienizagdo dos diferentes ordenhadores de cada exploragdo sugere que o
desempenho individual ndo teve um impacto relevante - um aspeto importante quando se
pretende uniformizar as praticas de ordenha, uma das vantagens apontadas as escovas
mecéanicas (Baumberger et al. 2016; GEA 2023; Northern Dairy Equipment LTD [date
unknownl]).

Na interpretacido dos resultados obtidos com o presente estudo é necessario
considerar algumas limitagbes, nomeadamente o reduzido tamanho amostral, a elevada
variabilidade entre exploragdes (tal como ja verificado nas diferengas da carga bacteriana dos
animais antes da higienizagdo, mas também no fabricante das escovas, nas substancias
desinfetantes utilizadas e respetiva concentracdo e na programagao das escovas) e a
variabilidade inerente a recolha de amostras em contexto de campo. Além disso, no caso da
contagem de enterobactérias, a utilizagdo do meio de cultura MacConkey pode ter permitido
a multiplicagao de bactérias Gram-negativas ndo pertencentes a familia Enterobacteriaceae

(como Pseudomonas spp.), 0 que podera ter conduzido a uma sobrevalorizagao deste grupo.
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Ainda que normalmente seja possivel distinguir coldnias fermentadoras e nao fermentadoras
de lactose, 0 que poderia promover a distincdo destes dois grupos bacterianos, essa
diferenciacdo nem sempre € clara, pelo que se optou por ndo a realizar.

Apesar de os resultados sugerirem que, para serem detetadas diferengas na eficacia
de higienizacao, as escovas mecanicas devem ser associadas a aplicagao de pre-dip, o facto
de as exploracbes que utilizam as escovas mecanicas na higienizacao dos tetos
apresentarem tantas diferencas a nivel ambiental e operacional faz com que n&o seja possivel
atribuir os resultados encontrados exclusivamente a utilizagdo, ou ndo, de um pre-dipping
adicional. Para estudos futuros, e de forma a ser possivel tirar conclusdées mais fidedignas, é
importante que esta avaliagado seja realizada em mais exploragdes e com um maior numero
de amostras e de grupos bacterianos. Para além disso, também estudos que incluam outras
variaveis, como a qualidade do leite, a integridade da pele dos tetos ou a relagdo custo-
-beneficio dos varios protocolos de higienizagdo dos tetos sdo essenciais para validar a

eficacia das escovas mecanicas e fundamentar a sua adocéo.
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7. Conclusao

Este estudo avaliou a eficacia da higienizacado dos tetos com escovas mecanicas em
comparagao com protocolos convencionais, com base na redugéo da carga bacteriana total e
de enterobactérias medido através da realizagdo de zaragatoas dos tetos antes e apés a sua
higienizagdo. Verificou-se que todos os protocolos, independentemente da exploragéo,
reduziram significativamente a carga bacteriana apds a higienizacéo.

No entanto, apenas em algumas situagbes as escovas mecéanicas demonstraram
eficacia superior a do protocolo convencional, nomeadamente na exploragdo A (para ambos
os indicadores) e na exploragéo B (para enterobactérias), ambas exploragcées que associavam
a realizacao de um pre-dipping a utilizacdo das escovas mecanicas. Na exploragédo C, onde
as escovas foram usadas isoladamente, ndo se observaram diferengas significativas entre os
dois protocolos. Estes resultados indicam que a associagédo das escovas a um pré-tratamento
com um desinfetante complementar pode potenciar a sua eficacia. Apesar de a comparagao
com o estudo de Baumberger et al. (2016) confirmar a coeréncia dos resultados, o reduzido
tamanho amostral e a influéncia de variaveis como o tipo de desinfetante, a sua concentracéo,
0 material de cama e a programacgao das escovas devem ser tidas em conta no momento da
interpretagao dos resultados.

Conclui-se que as escovas mecanicas sao eficazes na reducio da carga bacteriana,
podendo constituir uma alternativa valida aos protocolos convencionais, especialmente
quando integradas num protocolo combinado. Contudo, a sua eficacia depende de multiplos
fatores operacionais, sendo importante realizar estudos mais abrangentes que incluam maior
dimensao amostral e a avaliagcdo de outros pardmetros, como a qualidade do leite, a

integridade da pele dos tetos e o custo-beneficio dos diferentes protocolos.
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9. Anexos

Anexo | - Resultados das Validagoes

Tabela 6: Validagado da auséncia de toxicidade do 1° lote de neutralizador

Validacao da Auséncia de Toxicidade (25/3)
Staph aureus Strep uberis E. coli
Teste  Controlo | Teste  Controlo | Teste  Controlo
Placa1 341 344 165 168 309 301
Placa 2 329 324 167 153 295 292
Média 335 334 166 160,5 302 296,5

Tabela 7: Validagdo da eficacia de neutralizagao do 1° lote de neutralizador

Validagao da Eficacia de Neutralizagao (31/3)
Staph aureus Strep uberis E. coli
lodo Escovas Controlo lodo Escovas Controlo lodo Escovas Controlo
Placa1l 361 340 351 405 413 417 212 203 218
Placa 2 333 369 366 409 391 198 214 201
Média 347 354,5 358,5 405 411 404 205 208,5 209,5

Tabela 8: Validagdo da auséncia de toxicidade do 2° lote de neutralizador

Validacdo da Auséncia de Toxicidade (8/4)
Staph aureus Strep uberis E. coli
Teste  Controlo [ Teste  Controlo | Teste  Controlo
Placa 1 362 351 394 405 298 290
Placa 2 353 355 379 392 286 288
Média 357,5 353 386,5 398,5 292 289

Tabela 9: Validagao da eficacia de neutralizagao do 2° lote de neutralizador

Validacao da Eficacia de Neutralizagao (7/4)
Staph aureus Strep uberis E. coli
lodo Escovas Controlo lodo Escovas Controlo lodo Escovas Controlo
Placa1 379 401 371 408 415 421 291 307 302
Placa2 386 380 387 421 409 416 284 284 300
Média 382,5 390,5 379 414,5 412 418,5 287,5 295,5 301
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Anexo Il - Resumo da Estatistica Descritiva

Tabela 10: Estatistica descritiva dos resultados ap6s 24 horas de incubagao

Grupo Contagem Total de Bactérias Contagem de Bactérias Coliformes
PRE(log10) POST(log10) RED (log10) PRE(log10) POST(log10) RED (log10)
n 10 10 10 10 10 10
Média 6,5341 3,7861 2,748 3,6388 2,6692 0,9696
Desvio padréo 0,4694 1,1755 1,3240 0,5255 0,4798 0,3377
A-Teste Mediana 6,3506 3,3511 3,1963 3,6505 2,4945 0,9178
Minimo 5,9420 2,6990 0,1871 2,7202 2,1761 0,4771
Méaximo 7,3570 6,5119 4,1666 4,6990 3,7597 1,4260
Int. interquartis 0,6922 1,2897 1,9776 0,5659 0,5406 0,6524
n 10 10 10 10 10 10
Média 5,8182 4,3981 1,4201 3,3575 2,8286 0,5288
Desvio padréo 0,5911 0,7882 0,5336 0,3076 0,3053 0,2900
A- Controlo Mediana 5,7959 4,4460 1,3133 3,4106 2,8126 0,4476
Minimo 5,1055 3,1833 0,7747 2,8293 2,4393 0,1413
Maximo 6,8893 5,4108 2,6126 3,8451 3,5119 1,0158
Int. interquartis 0,9538 1,5212 0,5675 0,3812 0,3671 0,4959
n 10 10 10 10 10 10
Meédia 5,5931 4,1078 1,4853 3,6162 2,7970 0,8192
Desvio padrédo 0,4544 0,7271 0,6330 0,2749 0,3162 0,3785
B- Teste Mediana 5,6136 4,1731 1,4749 3,6532 2,7492 0,7597
Minimo 4,8751 3,0107 0,2553 3,2553 2,4771 0,3415
Méaximo 6,2041 5,6990 2,3740 4,1761 3,3118 1,3188
Int. interquartis 0,7592 0,7594 0,9332 0,4280 0,6263 0,8290
n 10 10 10 10 10 10
Média 5,7193 4,2908 1,4285 3,7147 3,2420 0,4728
Desvio padréo 0,4523 0,5169 0,4229 0,4713 0,3012 0,3362
B- Controlo Mediana 5,7022 4,3531 1,4500 3,7641 3,2973 0,3727
Minimo 5,1055 3,2788 0,9031 2,9165 2,6767 0,0706
Maximo 6,2730 4,9890 2,2653 4,3617 3,6284 1,0344
Int. interquartis 0,8871 0,7308 0,5476 0,7190 0,5156 0,5341
n 10 10 10 10 10 10
Média 6,3383 5,1630 1,1752 3,6372 3,0230 0,6141
Desvio padrédo 0,9452 0,6054 1,0551 0,4473 0,4285 0,6507
C-Teste Mediana 6,4292 5,0692 1,3345 3,6844 3,0285 0,7096
Minimo 5,0881 4,3064 -0,6715 2,7959 2,4771 -0,8573
Maximo 7,929 6,0969 3,1335 4,1688 3,6532 1,5488
Int. interquartis 1,6288 1,1101 1,3156 0,7013 0,8301 0,6820
n 10 10 10 10 10 10
Média 6,1369 4,8741 1,2629 3,5961 3,2239 0,3722
Desvio padrédo 0,9967 0,6977 0,9021 0,6417 0,5292 0,3608
C- Controlo Mediana 5,9974 4,7701 1,0090 3,8183 3,3567 0,3556
Minimo 5,1055 4,0512 0,5315 2,5740 2,5441 0,0049
Maximo 7,9031 6,0512 3,5757 4,2956 39777 1,1761
Int. interquartis 1,8743 0,9791 0,6712 1,0525 1,0472 0,5465
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Tabela 11: Estatistica descritiva dos resultados apés 48 horas de incubagio

Grupo Contagem Total de Bactérias Contagem de Bactérias Coliformes
PRE(log10) POST(log10) RED (log10) PRE(log10) POST(log10) RED (log10)
n 10 10 10 10 10 10
Meédia 7,0633 4,2229 2,8405 4,1507 2,9473 1,2034
Desvio padrao 0,3938 1,2701 1,3580 0,5847 0,6208 0,6042
A-Teste Mediana 6,9252 3,7245 3,0762 4,2693 2,6021 1,0664
Minimo 6,7202 3,0700 0,1530 3,1222 24771 0,5579
Maximo 79777 7,0512 4,3245 4,8451 4,0700 2,1181
Int. interquartis 0,4588 1,2402 1,7817 1,0177 1,0397 1,1002
n 10 10 10 10 10 10
Meédia 6,3252 4,8700 1,4553 3,6417 3,1069 0,5348
Desvio padrao 0,7349 0,8436 0,5772 0,4399 0,2570 0,3862
A- Controlo Mediana 6,1647 5,0538 1,2695 3,5862 3,0961 0,4876
Minimo 5,3375 3,7202 0,8877 3,0414 2,7404 0,0753
Maximo 7,6284 59777 2,4500 4,3979 3,6532 1,2366
Int. interquartis 1,1470 1,7045 0,9017 0,6890 0,2744 0,6152
n 10 10 10 10 10 10
Media 6,0397 4,5331 1,5066 3,9396 3,06%4 0,8702
Desvio padrao 0,5384 0,7723 0,5475 0,4203 0,4231 0,3779
B- Teste Mediana 6,0692 4,6867 1,4604 3,8918 3,0309 0,8428
Minimo 5,2240 3,5119 0,7248 3,4314 2,5740 0,4206
Maximo 6,8129 6,0881 2,4616 4,8751 3,7782 1,5315
Int. interquartis 0,8951 1,2130 0,9016 0,5572 0,6007 0,6940
n 10 10 10 10 10 10
Meédia 6,23%4 4,7504 1,4889 4,0497 3,5832 0,4666
Desvio padrao 0,5752 0,5687 0,5966 0,482 0,3749 0,3116
B- Controlo Mediana 6,2853 5,0201 1,4167 4,0106 3,6519 0,3699
Minimo 5,3375 3,5740 0,6385 3,371 2,9661 0,1461
Maximo 6,9542 5,2900 2,7924 4,7959 4,1761 1,1326
Int. interquartis 0,9725 0,7110 0,7354 0,8185 0,6158 0,4176
n 10 10 10 10 10 10
Media 6,5942 5,5663 1,0278 3,9883 3,465 0,5233
Desvio padrao 0,9866 0,4615 0,9663 0,3954 0,4475 0,7275
C-Teste Mediana 6,6528 5,4644 1,1431 4,1109 3,5430 0,63%
Minimo 5,1222 4,9542 -0,7381 3,1383 2,6284 -1,0155
Maximo 8,3473 6,3222 2,9626 4,4065 4,1538 1,7782
Int. interquartis 1,3971 0,7542 0,8751 0,5171 0,6887 0,7630
n 10 10 10 10 10 10
Media 6,6115 5,3431 1,2684 4,1040 3,5785 0,5255
Desvio padrao 0,9490 0,5230 0,7778 0,3889 0,4372 0,2942
C- Controlo Mediana 6,6493 5,1312 1,0624 4,1608 3,6844 0,4946
Minimo 5,2304 4,7404 0,4344 3,4548 2,7202 0,1963
Maximo 8,1222 6,1761 3,0430 4,6284 4,0107 1,2093
Int. interquartis 1,2669 1,0091 1,0453 0,5635 0,7999 0,3546
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Anexo lll - Resultados

Resultados - 24 horas

Grafico 7: Grafico box-plot da quantificagdo bacteriana logaritmica
pré-higienizagdo em meio TSA
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Grafico 8: Grafico box-plot da quantificagao bacteriana logaritmica
pos-higienizagdo em meio TSA
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Grafico 9: Grafico box-plot da redugéo logaritmica da quantificagdao bacteriana em meio TSA
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Grafico 10: Grafico box-plot da quantificagao bacteriana logaritmica
pré-higienizagao em meio MCK
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Grafico 11: Grafico box-plot da quantificagdao bacteriana logaritmica
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Tabela 12: Testes estatisticos utilizados na comparagao dos grupos de cada exploragao
(quantificagao bacteriana total)

Teste de Mann-Whitney Teste de Mann-Whitney Teste de Levene
. Teste de Wilcoxon - ., = .
Exploracao (contagens PRE, (PRE s POST) (p) (reducao logaritmica, (reducao logaritmica,
Teste vs Controlo) (p) P Teste vs Controlo) (p) Teste vs Controlo) (p)
A 0,077 Teste = 0,005 0,023 0,024
Controlo = 0,005
B 0,631 Teste =0,005 0,705 0,200
Controlo = 0,005
C 0,684 Teste =0,013 0,783 0,471

Controlo = 0,005

Tabela 13: Testes estatisticos utilizados na comparagao dos grupos de cada exploragao
(quantificagao de enterobactérias)

Teste de Mann-Whitney Teste de Mann-Whitney Teste de Levene
_ Teste de Wilcoxon i 3 . .
Exploracio (contagens PRE, (PRE vs POST) (p) (reducdo logaritmica, (reducao logaritmica,
Teste vs Controlo) (p) Teste vs Controlo) (p) Teste vs Controlo) (p)
A 0,702 Teste = 0,005 0,013 0,421
Controlo = 0,005
Teste = 0,005
B 0,654 0,041 0,550
Controlo = 0,005
Teste = 0,037
Cc 0,604 0,082 0,314

Controlo = 0,005

Tabela 14: Testes estatisticos utilizados na comparagao das exploragées

Teste de Kruskal-Wallis Teste de Dunn Teste de Dunn Teste de Dunn

Meio de Cultura (contagens PRE)(p)  (exploracoesAeB)(p)  (exploraciesBeC)(p) (exploragdesAeC) (p)

TSA 0,041 0,067 0,114 1,000

MCK 0,365

Resultados - 48 horas

Tabela 15: Testes estatisticos utilizados na comparag¢ao dos grupos de cada exploragao
(quantificagao bacteriana total)

Teste de Mann-WhItney Teste de Mann-Whitney Teste de Levene
- Teste de Wilcoxon - . - .
Exploragio (contagens PRE, (PRE vs POST) (p) (reducio logaritmica, (redugio logaritmica,
Teste vs Controlo) (p) P Teste vs Controlo) (p) Teste vs Controlo) (p)
A 0,059 Teste =0,005 0,028 0,062
Controlo = 0,005
B 0,353 Teste=0,005 0,880 0,942
Controlo = 0,005
Teste = 0,013
c 0,012 0,597 0,750

Controlo = 0,005

53



Tabela 16: Testes estatisticos utilizados na comparagao dos grupos de cada exploragao
(quantificagao de enterobactérias)

Teste de Mann-WhItney Teste de Mann-Whitney Teste de Levene
. Teste de Wilcoxon ~ i = "
Exploracio (contagens PRE, (redugdo logaritmica, (redugio logaritmica,
(PREvs POST) (p)
Teste vs Controlo) (p) Teste vs Controlo) (p) Teste vs Controlo) (p)
Teste = 0,005
A 0,052 0,005 0,062
Controlo = 0,005
B 0,684 Teste=0,005 0,028 0,470
Controlo = 0,005
c 0,684 Teste =0,047 0,705 0,110

Controlo = 0,005

Tabela 17: Testes estatisticos utilizados na comparagao das exploragdes

Teste de Kruskal-Wallis Teste de Dunn Teste de Dunn Teste de Dunn

Meio de Cultura N _ ~
(contagens PRE) (p) (exploragéesAeB)(p)  (exploracbesBeC)(p) (exploracdesAe C)(p)

TSA 0,024 0,028 0,129 1,000

MCK 0,534

Resultados - Comparag¢ao dos Ordenhadores

Tabela 18: Testes estatisticos utilizados na comparagao da eficacia de higienizagcao dos
diferentes ordenhadores de cada exploragao

Meio de Cultura TSA Meio de Cultura MCK Meio de Cultura TSA Meio de Cultura MCK
Bxploragao (24 horas de incubagao) (24 horas de incubacio) (48 horas de incubagdo) (48 horas de incubagao)

(p) (p) (p) (p)
A 0,916 0,834 0,831 0,522
B 0,074 0,138 0,917 0,076
c 0,651 0,257 0,239 0,186
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