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RESUMO

Os objetivos da presente tese foram: I) avaliar a prevaléncia de mastite clinica e
subclinica em diferentes sistemas produtivos e fatores de risco associados; II) identificar os
principais agentes etiologicos de mastites subclinicas e seus niveis de resisténcia antimicrobiana
nos diferentes sistemas produtivos e III) identificar indices de mastite e claudicacdo nos
sistemas de estabulagdo permanente relacionando-os com teste de limiar nociceptivo térmico.
Sendo assim, estruturou-se a apresentagao dos resultados em trés estudos. O primeiro descreve
um estudo observacional de prevaléncia de mastite clinica e subclinica em rebanhos leiteiros,
em cinco sistemas produtivos: manejo agroecologico, baixo insumo, alto insumo e
confinamentos Freestall ¢ Compost barn; nos quais foram avaliados os fatores de risco
individuais e de manejo associados a doenga. O diagnéstico da mastite foi realizado durante
acompanhamento de ordenha e foram obtidos dados produtivos, estruturais e de manejo de cada
Unidade Produtiva (UP). Em nivel de vaca, a paridade >3 apresentou maior probabilidade de
mastite subclinica. Dos fatores de rebanho, a ocorréncia de mastite clinica assim como o
acumulo de sujeira na area pos-ordenha tiveram associacdo com maior prevaléncia de mastite
subclinica. Os rebanhos confinados apresentaram maior prevaléncia de mastite que os rebanhos
com acesso a pasto. No segundo estudo, avaliou-se as amostras de leite de vacas com mastite
subclinica obtidas no primeiro estudo para os principais agentes da doenca. Os principais
agentes isolados foram Streptococcus spp. (n=54, 30,5%) e Staphilococcus-coagulase positivos
(SCP) (n=54; 30,5%). A resisténcia a algum antimicrobiano ocorreu em 99,43% das amostras,
sendo a Sulfametazina (80,2%) aquele que apresentou maior nimero de amostras resistentes
dentre os demais: Gentamicina (29,37%), Penicilinas (29,37%), Oxacilinas (28,82%) e
Ampicilinas (26%). A multirresisténcia (MDR) foi encontrada para todos os agentes etioldgicos
e em todos os sistemas produtivos (39,54%). Sistema de produgdo (p=0,26) e fazenda (p=0,24)
ndo apresentaram efeito significativo sobre a porcentagem de resisténcia das amostras. O
terceiro trata de um estudo realizado em dez granjas leiteiras que tinham sistemas de
estabulagdo permanente, onde foram avaliadas 501 vacas em lactagdo. O diagnostico de mastite
foi realizado na pré-ordenha. Apos a ordenha fez-se a afericdo dos escores de claudicagdo
enquanto as vacas permaneciam no estabulo de alimentacdo. O teste do limiar nociceptivo
térmico (LNT) foi realizado sempre na regido dorsal da falange média do membro anterior
esquerdo. Os rebanhos apresentaram alta prevaléncia de mastite severa (25%) e claudicagao
clinica (54%). Dos animais com claudicagdo, 21% era severa (escores 4 e 5). Somente 30% das

vacas nao apresentam nenhuma dessas condigdes. As vacas apresentaram limiares térmicos



aumentados conforme o grau de severidade. A alta prevaléncia de processos dolorosos
encontrada nesse estudo indica um comprometimento do bem-estar animal em sistemas de
estabulagdo permanente. Em conjunto, os resultados dessa pesquisa demonstraram fatores de
risco comuns aos diferentes sistemas produtivos, uma preocupante multirresisténcia bacteriana
em todos os sistemas produtivos. Os sistemas confinados aqui estudados revelaram alta

ocorréncia de mastite e claudicagdo, o que ¢ um risco ao bem-estar animal.

Palavras-chave: Mastite. Vacas leiteiras. Multirresisténcia. Limiar nociceptivo. Dor.

Bem-estar animal



ABSTRACT

Title: Health and welfare aspects of dairy cows in different production systems!

The objectives of this thesis were: I) to assess the prevalence of clinical and subclinical
mastitis in different productive systems and associated risk factors; II) to identify the main
etiologic agents of subclinical mastitis and their levels of antimicrobial resistance in the
different productive systems and III) to identify mastitis and lameness indexes in the permanent
housing systems, relating them to the thermal nociceptive threshold test. Thus, the presentation
of results was structured in three different chapters (articles). Chapter I describes an
observational study of the prevalence of clinical and subclinical mastitis in dairy herds, in five
productive systems: agroecological management, low input, high input and Freestall and
Compost barn feedlots; in which the individual risk and management factors associated with
the disease were assessed. The diagnosis of mastitis was made during milking follow-up and
productive, structural and management data were obtained from each Productive Unit (UP). At
the cow level, parity> 3 was more likely to have subclinical mastitis. Of the environmental
factors, the occurrence of clinical mastitis as well as the accumulation of dirt in the post-milking
area were associated with a higher prevalence of subclinical mastitis. Confined herds had a
higher prevalence of mastitis than those with access to pasture. In Chapter II, milk samples
from cows with subclinical mastitis, obtained in the first study, were analyzed in the laboratory.
The main isolated agents were Streptococcus spp. (n = 54, 30.5%) and positive Staphylococcus
coagulase (SCP) (n = 54; 30.5%). Resistance to some antimicrobial occurred in 99.43% of the
samples, with Sulfamethazine (80.2%) being the one with the highest number of resistant
samples among the others: Gentamicin (29.37%), Penicillins (29.37%), Oxacillins (28.82%)
and Ampicillins (26%). Multidrug resistance (MDR) was found for all etiological agents and
in all productive systems (39.54%). Production system (p = 0.26) and farm (p = 0.24) had no
significant effect on the percentage of resistance of the samples. In Chapter III, the study was
carried out on the ten dairy farms selected for convenience that had permanent stall systems,
where 501 lactating cows were evaluated. The diagnosis of mastitis was performed during pre-
milking and after milking, the lameness scores were measured while the cows remained in the
feeding stable. The thermal nociceptive threshold test (LNT) was performed using a device
developed for this purpose. Herds had a high average prevalence of severe mastitis (25%) and
clinical lameness (54%) of these 21% with severe lameness (scores 4 and 5) and only 30% of

cows do not have any of these conditions. The cows showed increased thermal thresholds



according to the degree of severity. The high prevalence of painful processes found in this study
indicates an impairment of animal welfare in permanent housing systems. Together, the results
of this research demonstrated risk factors common to the different productive systems, a
worrying bacterial multiresistance in all production systems. The confined systems studied here

revealed a high occurrence of mastitis and claudication, which is a risk to animal welfare.

Keywords: Mastitis. Dairy cows. Multiresistance. Nociceptive threshold. Pain.

' Mello, DFM. 2021. Health and welfare aspects of dairy cows in different production systems. PhD
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1 APRESENTACAO

O desenvolvimento e intensificacdo da atividade leiteira tem representado um desafio
a satide e bem-estar dos rebanhos leiteiros. A ocorréncia de enfermidades pode comprometer o
bem-estar e a longevidade dos animais, os indices produtivos, a qualidade do leite e, por fim,
os resultados econdmicos. Os sistemas de produgdo, por definirem a forma de vida dos animais
e suas condigdes, podem se relacionar com eventuais quebras do equilibrio instavel do processo
dindmico da saude e favorecerem o estabelecimento de enfermidades. O nivel produtivo
alcancado dentro de sistemas altamente intensificados faz com que a saude e o bem-estar dos
animais possam sofrer prejuizos e sejam comprometidos facilmente (BARKEMA et al., 2015).
No Brasil os sistemas mais intensivos sdo relativamente recentes € em expansao, por isso ha
poucos estudos acerca de impactos destes sistemas sobre a saude dos animais, em nosso meio
e condic¢des, o que motiva a realizacao deste trabalho.

Nosso grupo de pesquisa (Laboratorio de Etologia Aplicada e Bem-estar Animal —
LETA/UFSC) desenvolve pesquisas ha mais de 20 anos junto aos produtores de leite da Regido
Oeste de Santa Catarina e tem observado que, ao longo desse tempo, apesar de se manter a
caracteristica comum de utilizacdo de mao-de-obra familiar, as unidades produtivas tém se
diferenciado cada vez mais quanto a intensidade e manejo de producao. Nesse sentido, os
pesquisadores tém descrito as seguintes tipologias nessa Regido: de manejo agroecoldgico, de
baixo insumo, de alto insumo e em estabulagcdo permanente (que consistem em confinamentos
do tipo Freestall e Compost barn). Alguns estudos ja fizeram a caracterizagao desses grupos
(BALCAO et al., 2017), identificagio de manejos que influenciam a producio, qualidade do
leite (KUHNEN et al., 2015) e bem-estar animal (COSTA et al., 2013) em alguns desses grupos.
Porém, ainda h4a uma lacuna de conhecimento sobre fatores de risco para ocorréncia de mastite
nesses grupos. O reconhecimento desses fatores ¢ o primeiro passo para a formulacdo de
recomendacdes que sejam adequadas as diferentes realidades.

Além disso, ha poucos estudos no Brasil sobre resisténcia antimicrobiana em rebanhos
leiteiros e desses, nenhum que tenha verificado a influéncia do sistema produtivo e as condutas
de manejo adotadas em relacdo a resisténcia microbiana frente aos antibidticos. Um estudo
dessa natureza ¢ justificado pela tendéncia de vigilancia e monitoramento global no uso de

antimicrobianos. Nesse contexto mundial, os olhares se voltam para a China e o Brasil, primeiro
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e segundo maiores consumidores de antimicrobianos veterinarios no ano de 2017 (TISEO et
al., 2020). Estima-se que havera um aumento na cobranca de acdes desses paises para o
enfrentamento da resisténcia aos antimicrobianos, que passara pelo controle desses produtos na
agropecuaria. A¢des como a redugdo no uso preventivo, regulamentagdo sobre classes e
quantidades de antimicrobianos usados em animais, abordagens alternativas aos
antimicrobianos, dentre outras, devem ser precedidas de pesquisas basicas sobre o perfil de
resisténcia nos diferentes sistemas produtivos.

Ainda, considerando a premissa de que os sistemas mais intensivos de produgdo
leiteira impactam negativamente nas condi¢des de saude das vacas, € importante que essas
condigdes sejam devidamente determinadas, ndo somente quanto ao perfil de morbidade de
doencas, mas quanto a gravidade das mesmas. A gravidade de doencas como mastite e
claudicacao ¢ acompanhada por processos dolorosos em diferentes graus. A imposicao de
limites ao sofrimento desses animais deve fazer parte da formulagdo de padrdes minimos de
bem-estar animal, padrdes esses subsidiados por investigagdes quanto a morbidade e severidade
(entendida aqui como grau de sofrimento) dessas doencas. Também ¢ possivel que a
identificacao precoce e provimento de analgesia nos casos de mastite e claudicagdo reduzam a
severidade e, por consequéncia, as condi¢des de dor cronica vivenciadas por um nimero
expressivo de vacas leiteiras em sistemas intensivos de producao.

Portanto, trés questdes de pesquisa foram abordadas nesse trabalho, pautadas pelas
relagdes entre satide e as praticas de manejo adotadas pelos diferentes sistemas: 1) ha relagao
entre a ocorréncia da mastite e o sistema de produgdo adotado? 2) ha relacao entre o perfil de
resisténcia bacteriana e sistemas de producdo leiteira? 3) como se comportam os animais
acometidos pelas principais afecgcdes em relagdo aos ndo acometidos, no que diz respeito a
nocicep¢ao? Cada uma dessas questoes ¢ abordada em um capitulo da tese, o que resultou em
trés artigos distintos. Uma revisdo bibliografica foi realizada inicialmente para apresentar o

estado da arte e aprofundar alguns conceitos utilizados ao longo dos capitulos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EVOLUCAO DO CONHECIMENTO SOBRE MASTITE E FATORES DE RISCO

A mastite ¢ a inflamagdo da glandula mamaria e pode se apresentar de maneira clinica
ou subclinica. Diferentes agentes etiologicos podem causar mastite (BLOWEY;
EDMONDSON, 2010). Alguns deles apresentam maior afinidade pela glandula e podem
persistir no tecido por muito tempo sem gerar sinais evidentes ou produzindo infecgdes cronicas
e possiveis episodios de mastite clinica. Outros agentes tendem a ser oportunistas e estdo
associados a infec¢des de curso agudo e severo.

Alteragdes na incidéncia e no padrao de mastite t€ém ocorrido nas tltimas décadas, uma
vez que a modernizacdo da producdo afeta os elementos classicos da triade epidemioldgica
Agente-Hospedeiro-Ambiente. Principalmente devido a adogdo do “Plano de cinco pontos'”
pelos produtores de leite dos EUA, nos ultimos 40 anos, houve um grande progresso na reducao
da contagem de células somaticas do leite (RUEGG, 2017). Esse Plano foi amplamente adotado
por varios paises, tanto que no Reino Unido a incidéncia clinica de mastite diminuiu de 121
casos/100 vacas/ano em 1968 para entre 40 e 50 casos/100 vacas/ano em 2009 (BLOWEY;
EDMONDSON, 2010). Contudo, a redugdo na incidéncia de mastite clinica foi acompanhada
por mudancgas na importancia absoluta e relativa de diferentes patogenos (BRADLEY, 2002) e,
a partir dos anos 70, os patdogenos contagiosos (principalmente Strep. agalactiae e Staph.
aureus) passaram a ter importancia relativizada pelo surgimento de mastites causadas por
patogenos oportunistas ambientais (RUEGG, 2017) e, desde entdo, agentes de mastite
contagiosa e ambiental se alternam sob diversas condi¢des (algumas ainda pouco conhecidas).

Mesmo que os agentes etioldgicos se alternem em relacdo a sua importancia e
distribuicao geografica (RUEGG, 2017), ha uma coincidéncia entre o aumento da intensificacdo
e o aumento da prevaléncia de mastite. Ou seja, embora medidas de controle tenham reduzido
a incidéncia até os anos 90, a partir do aumento da intensificagdo, a incidéncia que estava em

torno de 13% passou para 25% em 2014 (USDA, 2014) nos rebanhos norte-americanos. No

'O Plano de 5 Pontos foi proposto pelo Conselho Nacional de Mastite, formado nos anos 60, que foi
fundamental para controlar a mastite contagiosa e consiste em: (1) imerséo eficaz das tetas pos-ordenha, (2) uso
de terapia com antibidticos para vacas secas no final de cada lactagdo, (3) tratamento adequado de casos clinicos,
(4) descarte de vacas cronicamente afetadas e (5) manutengdo do equipamento de leite para garantir vacuo final

estavel do teto (RUEGG, 2017).
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Brasil, a investigacdo mais recente indicou uma prevaléncia média da mastite subclinica
estimada em 46,4% (n= 517 rebanhos), sem diferenca entre tamanho de rebanho ou regido
estudada, o que reflete a falta de iniciativas para a melhoria na qualidade do leite
(BUSANELLO et al., 2017).

Trabalhos de diferentes paises e regides apontam como agentes etiologicos da mastite
mais prevalentes os géneros Staphylococcus e Streptococcus (BANGAR et al., 2014; BASTAN
et al., 2008; LEVISON et al., 2016). Embora existam outros agentes envolvidos, estes dois
géneros sao responsaveis por mais de 50% dos casos de mastite contagiosa, clinica ou
subclinica.

No caso da mastite ambiental, as enterobactérias como a Escherichia coli, assumem
posi¢ao de destaque (KALMUS et al., 2011; RASMUSSEN et al., 2011). Em que pese sua
ocorréncia estar associada a surtos episodicos, a severidade da mastite e os danos ocasionados
pelas enterobactérias sao maiores (SOARES et al., 2017). Do ponto de vista econdmico a
mastite subclinica causa maiores danos e prejuizos (GONCALVES et al., 2018a). Atualmente
a classificacdo binaria em mastite contagiosa e ambiental vem sendo questionada. KLAAS e
ZADOKS (2018), por exemplo, consideram essa classificacio enganosa, ja que varios
patogenos classificados como contagiosos (S. aureus e varias espécies estreptocdcicas) mantém
um ciclo de transmissdo ambiental. Esses autores consideram que cerca de 90% das infecgoes
sao do tipo ambiental (Streptococcus spp., Enterobacteriaceae, Staphylococcus spp).

Estudos recentes tém procurado entender quais as particularidades dos animais e
caracteristicas de manejo que predispdoem os rebanhos a esses patogenos. Muitos fatores de
risco estdo associados as caracteristicas individuais das vacas leiteiras. Em uma revisdo
sistematica, os fatores de risco mais importantes para a recorréncia de mastite clinica foram
paridade (ou seja, maior risco em vacas mais velhas), maior producdo de leite, espécies de
patogenos envolvidas no caso anterior € se uma cura bacteriologica foi observada apods o caso
anterior (JAMALI et al., 2018). Vacas de alta producdo, devido ao metabolismo mais intenso,
sdao mais acometidas por estresse oxidativo, que leva a inflamagao da glandula mamaria entre
outras alteragdes metabdlicas e reprodutivas (JOZWIK et al., 2012). Percebe-se que, em nivel
individual a mastite decorre dos desafios da vida produtiva dos animais, no entanto, muitos
deles estao diretamente relacionados aos sistemas produtivos.

Os sistemas produtivos variam desde a criagdao dos animais em confinamento total até
somente em pastagens e, ainda, nesse modelo, o manejo pode ser extensivo ou intensivo em
piquetes ou em faixas, conforme revisado por MEE e BOYLE (2020). Portanto, os fatores de

risco de doengas sdo associados aos tipos de sistemas € manejos adotados. Melhores condigdes
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de bem-estar, de modo geral, tem sido associadas aos sistemas com maior acesso a pastagens
(ARMBRECHT et al., 2019). No entanto, como os sistemas a base de pasto também podem ser
intensivos € mistos, esse fator criacao a base de pasto ndo ¢ uma garantia, per se, de melhor
saude animal.

Os patogenos que predominam nos ambientes de confinamentos e de pastagens
também sdo diferentes e, portanto, resultam padrdes de prevaléncia de infecgdes diferentes. O
patogeno causador de mastite mais identificado em novilhas durante o periparto em pastagens
foi S. uberis (COMPTON et al., 2007) sendo frequentemente encontrado em condigdes pastoris,
no solo, corredores e nos piquetes, infectando vacas principalmente no periodo seco (LOPEZ-
BENAVIDES et al., 2007). Contudo, ¢ possivel que a infec¢do por esse agente reduza, por
exclusdo competitiva, infeccdes por outros patdogenos ambientais como coliformes
(COMPTON et al., 2007). Patdégenos emergentes, como Prototheca e Mycoplasma bovis, em
sistemas intensivos carecem de estudos sobre fatores de risco e estratégias de controle
(RUEGG, 2017). Esses estudos demonstram como ¢ dindmica a relagdo entre patogenos e a
necessidade de estudo dos nichos ambientais dos mesmos.

Em uma revisao sistematica, DUFOUR et al. (2011) encontraram associagdes pouco
consistentes entre tipos de estabulacdo e contagem de células somaticas (CCS) e a maioria das
praticas com associacoes consistentes, com menor CCS, foram relacionadas aos procedimentos
de ordenha: uso de luvas durante a ordenha, uso de ordenhadeiras automaticas, uso de imersao
da teta pds-ordenha, vacas problemadticas ordenhadas por ultimo, inspe¢ao anual do sistema de
ordenha e uso de alguma técnica para manter as vacas em pé ap6s a ordenha. De modo geral,
alojamentos e manejos que reduzam a exposicao direta das vacas a patogenos ambientais devem
resultar em menos casos de mastite ambiental (KRISTULA et al., 2008). Entdo, a remogao
frequente de fezes, remoc¢ao de aguas paradas em corredores e areas de descanso e evitar a
superlotagdo de animais em galpdes e em pastagens, sdo elementos-chave na redugao desses
casos (HOGAN; SMITH, 2012).

Atualmente o controle recomendado, principalmente da mastite ambiental, ¢
dependente do uso de antimicrobianos, e ndo deve ficar restrito a eles (BRADLEY, 2002;
KLAAS; ZADOKS, 2018; RUEGG, 2017). Para se reduzir o uso de antimicrobianos ¢ preciso
que os manejos sejam direcionados e baseados em estratégias de prevencao da ocorréncia e,
nos casos do uso racional desses medicamentos.

Um programa de satide de Ubere deve considerar o controle de fatores de risco
ambientais, a capacitacdo dos agricultores, o manejo da ordenha, e dos animais e o

monitoramento dos casos (PINZON-SANCHEZ; CABRERA; RUEGG, 2011). A prevaléncia
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da mastite em um rebanho indica a magnitude da doenca, que reflete as condigdes ambientais
e de manejo deste rebanho. A prevaléncia de mastite subclinica inferior a 20%, ou a CCS
inferior a 200.000/mL, indicam boas condi¢gdes de ambiente e manejo (PETZER et al., 2017).

Rebanhos com prevaléncia elevada de mastite tendem a maior uso de antimicrobianos e

oferecem maior risco ao desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana.

2.2 OPROBLEMA DA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Antimicrobianos sao utilizados indiscriminadamente, sem controle ou recomendagao
adequada no mundo inteiro (DE JONG et al., 2018; TANGCHAROENSATHIEN;
CHANVATIK; SOMMANUSTWEECHALI, 2018; THOMAS et al., 2015). Porém, estudos
recentes indicam que esse problema ¢ maior nos paises de baixa e média renda (MAGNUSSON,
2020), locais considerados hotspots de resisténcia antimicrobiana (RAM) para os quais devem
ser direcionadas maiores intervencdes. Van Boeckel et al. (2019) projetam que haverd aumento
de 67% até 2030 no consumo de antimicrobianos ¢ quase dobrard em locais como Brasil,
Russia, India, China e Africa do Sul. O Brasil figura atualmente em terceiro lugar, atrds somente
da China e EUA, entre os maiores usudrios de antimicrobianos na produ¢do animal,
notavelmente por ter o maior rebanho do mundo (VAN BOECKEL et al., 2019).

A resisténcia antimicrobiana, ndo se trata de um tema novo. Praticamente surge com a
propria descoberta dos antimicrobianos. No entanto, sua evolucdo, coloca sob suspeita a
capacidade da ciéncia em solucionar problemas de saude no escopo do atual paradigma
hegemonico da agricultura. Discutir os sistemas de producdo e a ocorréncia de enfermidades
parece ser mais relevante, se o objetivo for mitigar a ocorréncia e os efeitos destas sobre a saude
de maneira geral. O uso indiscriminado associado as mas recomendagdes pode produzir a
formacdo acelerada de resisténcia microbiana as drogas, o que estd indicado em diversos

trabalhos (DE JONG et al., 2018; LINDEMAN et al., 2013; MENDONCA et al., 2012).
2.2.1 Como ocorre a resisténcia antimicrobiana?

SCHWARZ et al. (2010) alertam para o uso inadequado dos termos “resisténcia e
multirresisténcia", que se referem exclusivamente as propriedades de resisténcia adquiridas. As
bactérias podem exibir resisténcia intrinseca (primdria) a certos agentes antimicrobianos. A
resisténcia intrinseca pode basear-se na falta ou na inacessibilidade do local alvo antimicrobiano

entre as bactérias em questdo. Em outros casos, bactérias intrinsecamente resistentes produzem
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enzimas inativadoras. Tais resisténcias intrinsecas devem ser excluidas quando se descreve
padrdes de multirresisténcia. Estes autores sugerem, portanto, cuidado no uso do termo
multirresisténcia, € que o mesmo somente seja usado se as bactérias forem testadas
fenotipicamente e resistentes a pelo menos trés classes distintas de antibidticos, ou submetidas
a analise molecular e identificadas geneticamente para trés fatores de resisténcia.

Até a década de 1960, o uUnico mecanismo de resisténcia conhecido era o de
transferéncia vertical, portanto, as recomendagdes baseavam-se na crenca de que a selecao de
resisténcia em animais de fazenda era apenas um problema local e essa resisténcia desapareceria
espontaneamente apos a interrup¢ao da administracdo do medicamento (LEES et al., 2020). Na
transferéncia génica vertical (TGV), durante a replicacdo, a bactéria pode transferir um gene de
resisténcia contido em um plasmideo de uma célula-mde para a proxima geragao
(SANSEVERINO et al., 2019). Entretanto, estudos realizados nas décadas seguintes mostraram
que essa estratégia de controle estava equivocada, ja que se sabe atualmente que a transferéncia
génica horizontal (TGH) ¢ a via mais comum de transmissdo de resisténcia bacteriana (LEES
et al., 2020). Por essa via, os genes de resisténcia podem ser adquiridos de outras cepas e
espécies por meio de diferentes mecanismos, o principal deles sendo a conjugagdo, onde o DNA
pode ser transferido por plasmideos moéveis e parece haver poucas barreiras que impedem o
compartilhamento desse gene por uma infinidade de géneros diferentes (MARSHALL; LEVY,
2011). Apds a conjugacdo, uma maior disseminacdo ocorre pelo crescimento celular, ou seja,
os mecanismos de TGV e TGH coexistem naturalmente. Outras formas de TGH sao:
transformagao, transducao, agentes de transferéncia de genes e transposons. Conhecendo esses
mecanismos, ndo surpreende que se d€ atencao a uma pequena minoria de bactérias que causam
doencas conhecidas. Contudo, essas sao somente a ponta do iceberg e, totalmente despercebido
ou desconhecido, se encontra uma vasta maioria de espécies comensais € ambientais
constituindo um imenso reservatédrio de genes de resisténcia, levado a caminhos complexos de

propagacdo entre animais ¢ humanos (MARSHALL; LEVY, 2011).

2.3 A INTERFACE HUMANO-ANIMAL NA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Microrganismos coabitam o planeta ha cerca de 3,5 bilhdes de anos, adaptando-se e
evoluindo nas mais diversas condic¢des. E natural que estes organismos desenvolvam estratégias

de sobrevivéncia, se adaptem e desenvolvam mecanismos de defesa como todos os seres vivos.



25

No entanto, o uso inadequado das drogas antimicrobianas pode ocasionar o aceleramento da
producao de resisténcia (SCHWARZ et al., 2010).

A primeira droga (penicilina) foi descoberta em 1928. No entanto, o inicio da sua
utilizacao se deu praticamente uma década depois, apds o inicio do emprego das sulfas, nos
primordios dos anos de 1930. A maioria das drogas utilizadas atualmente, foram desenvolvidas
até o final da década de 1960 (DAVIES; DAVIES, 2010). Desde entdo, ¢ escasso o
desenvolvimento de novas moléculas, muito embora novos nomes comerciais sejam langados
com certa frequéncia (GUIMARAES; DA SILVA MOMESSO; PUPO, 2010; LAM;
CRAWFORD, 2018).

Os primeiros relatos de resisténcia as drogas antimicrobianas sdo datados do final da
década de 1940 (DAVIES; DAVIES, 2010). Considerando o recente uso de antimicrobianos
(80-90 anos), em relacdo a perspectiva historica de evolugdo dos microrganismos, os
mecanismos de producao de resisténcia tém se desenvolvido rapidamente, apesar de estudos
serem controversos ¢ contraditorios em relagdo ao tema. A ecologia da resisténcia
antimicrobiana ¢ complexa, o que gera a dificuldade em se estabelecer formas eficientes de
controle de sua disseminag¢dao. Além dos mecanismos naturais de resisténcia resultantes da
evolugdo das bactérias no ambiente (genes de resisténcia), humanos, animais e,
consequentemente, todo o ecossistema, estdo expostos a antimicrobianos sintéticos, como ja
comentado, ha mais de 80 anos. Tanto na medicina humana quanto na veterinaria, a resisténcia
bacteriana ¢ encontrada nos patégenos-alvo e também nos ndo-alvo dos tratamentos, ou seja,
para cada bactéria-alvo existem centenas de milhdes de bactérias comensais que também sao
afetadas nesse processo (USDA, 2014).

Grandes reservatorios de resisténcia a antimicrobianos residuais ocorrem na agua,
solo, vida selvagem e muitos outros nichos ecologicos, conforme revisado por COLLIGNON;
MCEWEN (2019), o que torna o problema de satde publica global. O relatério da OMS (WHO,
2014) indica que a vigilancia da resisténcia antibacteriana ndo ¢ coordenada nem harmonizada
entre os paises e ha muitas lacunas nas informagdes sobre bactérias de grande importancia para
a saude publica. Enquanto nos paises de renda alta ha sistemas de vigilancia estabelecidos de
longa data e altos niveis de conhecimento técnico, nos paises de renda média e baixa ha uma
maior variacdo no nivel e na qualidade da vigilancia (WHO, 2014). Portanto, as trés

Organizag¢des, FAO, OIE e OMS, recomendam a abordagem “Uma S6 Satde?” (MATAR;

2 O conceito One Health foi criado para projetar e implementar programas, politicas, legislagio e

pesquisa em que varios setores se comuniquem e trabalhem juntos para alcancar melhores resultados em saude
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ANDREMONT; BAZZI, 2020), que consiste em uma abordagem multifacetada para o
enfrentamento desse problema. Dentre as medidas adotadas, a redu¢do e o uso racional de
antimicrobianos na producao animal sdo fundamentais.

Apesar da resisténcia de bactérias em rebanhos e a relagdo com o surgimento geral de
resisténcia na populacdo humana ndo estar totalmente elucidada (MAGNUSSON, 2020),
recentemente, o consumo de agua na margem de lago e o transporte de bactérias
multirresistentes em bovinos foram associados ao transporte de bactérias multirresistentes em
comunidades pastoris, na Uganda (IRAMIOT et al., 2020). A alta resisténcia a multiplas drogas
entre organismos isolados de humanos e animais sugere a possibilidade de transmissao de
bactérias multirresistentes entre as espécies (IRAMIOT et al.,, 2020). A resisténcia aos
antibioticos pode se espalhar entre animais e seres humanos, o problema reside na compreensao
limitada da natureza da resisténcia aos antibioticos (SINGER et al., 2003). A producgdo
cientifica a respeito de RAM relacionada a producdo animal tem investigado principalmente
patogenos entéricos zoonoticos (VAN BOECKEL et al., 2019) que sao transmitidos geralmente
na cadeia alimentar, considerados de maior importancia em saude publica, e que se pode
demonstrar um caminho causal mais evidente entre o uso de antimicrobianos em animais € a
resisténcia aos patégenos em humanos.

A evolucao do conhecimento sobre resisténcia antimicrobiana e a interface humano-
animal ¢ muito recente. Em artigo publicado em 2003, (BECKER et al., 2017; PIROLO et al.,
2019) argumentavam que a maior parte da resisténcia nas pessoas era gerada pelo uso de
antibioticos nas proprias pessoas € usavam como exemplo infec¢des por Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), que era a forma mais problematica de infecgdo resistente
encontrada na medicina humana e, até entdo, ndo tinha conexao com animais. Menos de duas
décadas depois, varias pesquisas ja descrevem esse evento interespecifico. A partir de entdo,
MRSA tem sido amplamente estuda em todas as espécies. ROSSI et al., (2019) encontraram
genes de MRSA em vacas com mastite persistente por até nove meses e essas cepas foram
encontradas em outros rebanhos da mesma regido, indicando sua transmissibilidade e expansao
clonal. Esses autores concluem que animais com mastite subclinica sdo um reservatorio
importante e um tanto negligenciado para transmissao dentro e entre rebanhos, e podem portar
genes de viruléncia e resisténcia a antibioticos que contribuem para a colonizagao persistente,

dificultam o controle da mastite e podem causar riscos a saude publica.

publica. As areas de trabalho nas quais a abordagem de Saiude Unica é particularmente relevante incluem a

seguranca alimentar, o controle de zoonoses € o combate a resisténcia aos antibidticos.
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Uma analise historica muito interessante foi feita por BEGEMANN et al. (2018) sobre
como os paises formulam e regulamentam o uso de antibidticos para animais de produgao,
tomando como exemplo o Reino Unido e Suécia dos anos 1950 a 1990. Segundo essa revisao,
na década de 60 surgiu a preocupagdo com bactérias resistentes vindas de animais usados na
alimentacdo e na época foi instituido um comité cientifico para estudar o assunto no Reino
Unido que publicou o Relatorio Swann, em 1969. O referido relatério ¢ considerado um marco
historico porque pela primeira vez foi recomendada a “precau¢@o” no uso de antibidticos em
animais. Porém, uma das recomendacdes foi a divisdo em duas categorias: “antibidticos
promotores de crescimento” (APC) e “uso terapéutico” e, dessa forma, o uso preventivo na
alimentagdo acabou sendo considerado menos importante € visto como aditivo alimentar
inofensivo, uma vez que se acreditava que as altas dosagens terapéuticas ¢ que levavam a
resisténcia microbiana e ndo as subdosagens dos aditivos (BEGEMANN et al., 2018). Para
BEGEMANN et al., (2018), esse comité cientifico foi usado politicamente pelo governo para
minimizar os riscos para a satide publica, permitindo o uso indiscriminado de APCs, continuado
até o final da década de 1990.

A Suécia foi o primeiro pais a proibir o uso de APCs na alimentagdo animal, em 1986
e a demonstrar que, desde entdo, bons resultados produtivos podem ser alcangados com foco
em prevencao, mais do que em tratamento (WIERUP, 2001). Essa postura foi seguida pela
Unido Européia em 2006 ¢ EUA em 2017 (MAGNUSSON, 2020). No Brasil, desde 1998,
muitos medicamentos foram proibidos de serem usados como promotores de crescimento, no
entanto, at¢é o momento nao estdo disponiveis publicamente no pais, dados sobre o uso
profilatico e terapéutico de agentes antimicrobianos em fazendas, nem resultados de programas
de vigilancia relativos a resisténcia antimicrobiana associada a animais de producdo de
alimentos (RABELLO et al., 2020).

Entre os varios usos dos antibioticos, cursos prolongados e de baixa dosagem de
antibidticos entre animais para alimentagdo criam pressoes seletivas ideais para a propagacao
de cepas resistentes (MARSHALL; LEVY, 2011), portanto, ¢ possivel que nos sistemas de
producdo animal onde o uso seja mais racional se encontrem perfis de resisténcia bacteriana
diferentes. Segundo SANTOS (2013) no Brasil, apesar da existéncia de estudos sobre
suscetibilidade antimicrobiana de agentes causadores de mastite, ainda nao foram avaliadas a
associacdo entre as praticas relacionadas ao tratamento e a susceptibilidade antimicrobiana de
patogenos causadores de mastite, bem como os possiveis fatores de risco. Investigagoes
preliminares indicam que hd menor uso de antimicrobianos em rebanhos orgéanicos do que em

convencionais (HONORATO et al., 2014a; SATO et al., 2005). Também uma menor
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prevaléncia de resisténcia a antibidticos em cepas de Staphylococcus aureus foi encontrada em
fazendas leiteira organicas do que em convencionais nos Estados Unidos (TIKOFSKY et al.,
2003). Contudo, o mesmo nio foi observado em fazendas na Suica (ROESCH et al., 2007). E
possivel que esses achados resultem da marcada diferenca em relagdao a regulamentacao (seja
para producdo organica ou ndo), disponibilidade de mercado, distribuicdo e utilizagdo de
produtos veterinarios em cada pais.

No Brasil, apesar das restricdes de uso de quimiossintéticos na produgao organica, o
controle ¢ pouco regulamentado e sem exigéncia de supervisdo veterinaria de uso para fins
terapéuticos na produgdo animal de forma geral. Independente do sistema de producao no pais,
nao existe controle na venda e, entre as poucas restricdes ao uso das drogas antimicrobianas, a
econdmica ¢ a que se impoe. Isso, de certa forma, induz a um erro frequente da utilizagao destas
drogas, especialmente, o uso abreviado. Entre os desvios de finalidade e a ma utilizacdo destas
drogas, pode-se citar dois exemplos: (1) uso como “promotores de crescimento” em sub
dosagem; (2) uso “preventivo”, em nivel populacional na recomendacao de tratamento da vaca
seca. Na Franca, mesmo com a prescri¢ao de antibioticos sendo feita somente por veterinarios,
POIZAT et al. (2017) encontraram uso indevido em todos os sistemas de produgdo e somente
os organicos nao faziam uso sistematico de terapia de vaca seca.

Dentre as recomendagdes de MAGNUSSON (2020), para uso racional de antibidticos
em animais, destacamos: evitar o uso preventivo regular de antibioticos, usar antibidticos por

prescrigdao de um profissional e, sempre que possivel, selecionados por teste de sensibilidade.

2.4 MASTITE E CLAUDICACAO EM VACAS LEITEIRAS EM SISTEMA DE
CONFINAMENTO

Pesquisas sobre os modos atuais de intensificacdo da atividade leiteira demonstram
efeitos negativos, segundo CLAY; GARNETT; LORIMER (2019), sobre quatro dimensdes:
(1) meio ambiente, (2) bem-estar animal, (3) bem-estar social e econdmico, e (4) satde humana;
porém, os estudos geralmente enfatizam apenas um ou dois desses aspectos. Quanto ao bem-
estar animal, devem-se considerar trés aspectos: (1) a satide e o funcionamento biologico; (2)
os estados afetivos dos animais e (3) liberdade dos animais para realizar seus comportamentos
naturais (FRASER, 2008). Na pratica, entretanto, ha uma tendéncia a enfatizar a auséncia de
doengas e lesdes, o que ¢ mais simples de se medir (CLAY; GARNETT; LORIMER, 2019) e

tem forte impacto no bem-estar.
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Vacas leiteiras alojadas em sistemas de confinamento correm um risco significativo
de serem acometidas por doengas infecciosas que cursam com processos dolorosos. A
claudicacao ¢ considerada “indicador iceberg” de bem-estar em vacas leiteiras (COLLINS et
al., 2015), devido a potencialidade de causar dor. Estima-se que a prevaléncia mundial de
claudicacao em rebanhos leiteiros seja de aproximadamente 25%, com uma tendéncia de menor
prevaléncia (16,5%) em sistemas de pastagem ou mistos € maior prevaléncia em confinamento
(54,8%) (revisado por COOK et al., 2016; BRAN etal.,2019; HUND et al., 2019; THOMPSON
etal., 2019). A mastite também causa situagdes de desconforto permanente (FITZPATRICK et
al., 1998; LESLIE; PETERSSON-WOLFE, 2012) e mesmo mastite subclinica moderada tende
a diminuir o limiar nociceptivo térmico, indicativo de hiperalgesia (PETERS; SILVEIRA;
FISCHER, 2015).

Contudo, a avaliagdo de dor em animais € muitas vezes dificultada por varios motivos,
um deles ¢ devido ao comportamento estoico de algumas espécies. O bovino esconde sinais de
dor e esse comportamento instintivo faz com que a deteccdo e tratamento de condicdes
dolorosas sejam feitas tardiamente (O'CALLAGHAN et al., 2003) e também leva os produtores
e técnicos a subestimar a prevaléncia dessas condigdes em seus rebanhos (BRAN et al., 2018;
O’LEARY et al., 2020). Esse tema serd abordado no Capitulo IIl e nessa revisao
aprofundaremos alguns conceitos como dor, nocicepg¢ao, hiperalgesia, hipoalgesia, alodinia,
sensibilizacao central e periférica, para um melhor entendimento do assunto.

A definicao revisada pela Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP)
conceitua a dor como “uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada, ou
semelhante, aquela associada a uma lesdo tecidual real ou potencial” (DESANTANA et al.,
2020). Ja a nocicepgao ¢ uma resposta do sistema nervoso auténomo (SNA) a um estimulo
doloroso. Dessa forma, a nocicepcao se refere a codificacdo neural de dano tecidual iminente
ou real, enquanto a dor se refere a experiéncia subjetiva de dano real ou iminente
(MISCHKOWSKI et al., 2019).

Os conceitos atuais de dor enfatizam que a percepc¢ao da dor ndo estd necessariamente
relacionada de forma linear a entrada nociva, mas ¢ criticamente influenciada por variaveis
psicologicas (WIECH; TRACEY, 2009). Portanto, emog¢des podem modular a dor. Os
conceitos de dor e emogdes despertam muita discussdo acerca da capacidade de percepgdes e
niveis de consciéncia nas diferentes espécies. Tanto que, em 2012, esse tema foi amplamente
debatido em uma conferéncia na Universidade de Cambridge, ¢ um renomado grupo de
especialistas redigiu um documento que ¢ considerado um marco importante no

reconhecimento de consciéncia em animais ndo humanos, o qual foi intitulado “Declaracao de
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Cambridge sobre Consciéncia”. A declaracdo resume que “a auséncia de um neocortex nao
parece impedir que um organismo experimente estados afetivos. Evidéncias convergentes
indicam que os animais ndo humanos t€ém os substratos neuroanatdmicos, neuroquimicos e
neurofisiologicos de estados de consciéncia juntamente como a capacidade de exibir
comportamentos intencionais. Consequentemente, o peso das evidéncias indica que os humanos
ndo sao 0s Unicos a possuir os substratos neuroldgicos que geram a consciéncia. Animais nao
humanos, incluindo todos os mamiferos e as aves, e muitas outras criaturas, incluindo polvos,
também possuem esses substratos neuroldgicos" (LOW et al., 2012). Portanto, os conceitos que
utilizamos nesse trabalho, sdo sustentados por essa premissa.

Apesar da dificuldade de se avaliar estados subjetivos em qualquer espécie, a
experiéncia emocional de animais nao humanos pode ser avaliada ao longo de duas dimensdes,
em termos de valéncia (negativa ou positiva) e intensidade (de baixa a alta) (BACIADONNA
et al., 2018). Estudos em humanos ja demonstraram que emocgdes de valéncia negativa e de
intensidade baixa a moderada facilitam a dor (hiperalgesia). No entanto, emog¢des com valéncia
negativa, mas de alta intensidade inibem a dor (hipoalgesia) (para revisdo ver RHUDY, 2016).

A hiperalgesia primdria esta relacionada a danos nos tecidos e inflamagao reduzindo o
limiar dos nociceptores, diz-se, portanto, que ha uma sensibilizagdo periférica. Ja a hiperalgesia
secundaria ¢ definida como um aumento da sensibilidade a estimulos nocivos para além do
local da lesdao do tecido e esté relacionada com alteragdes no sistema nervoso central (SNC) e
sensibilizacao central (WOOLF, 2011). Chamamos de alodinia quando ha hipersensibilidade a
estimulos ndo-dolorosos, também resultante da sensibilizagdo central. A sensibilizagdo central
¢ definida operacionalmente como uma amplificagdo da sinalizagcdo neural dentro do SNC que
elicia hipersensibilidade a dor, ou seja, ocorre um aumento prolongado, mas reversivel, na
excitabilidade e eficacia sindptica de neurdnios das vias nociceptivas centrais (WOOLF, 2011).
Portanto, a sensibilizagdo central pode resultar em cronificacdo da dor (ASHMAWTI; FREIRE,
2016), ou seja, a dor cronica ndo ¢ simplesmente uma dor aguda que dura por mais tempo, mas
sim um processo patologico com mecanismos diferentes.

Se a excitabilidade de neurdnios nas vias de dor do SNC for aumentada, pode haver a
ativacao desses neurdnios com estimulos indcuos de baixa intensidade. O resultado disso ¢ uma
maior capacidade de resposta (hiperalgesia e alodinia) a uma variedade de estimulos periféricos.
Baseados nessas respostas foram desenvolvidos vdarios testes de limiar nociceptivos € 0s
principais incluem estimulagdo mecénica, radiagdo por calor ou contato térmico (TADICH et
al., 2013; MACHADO F; HURNIK; EWING, 1998; LOVE; MURREL; WHAY, 2011). Dessa

forma, se for observada hiperalgesia mecanica, por exemplo, que ocorra fora da regido
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diretamente afetada, ou seja, em regido secundaria, ¢ uma evidéncia de sensibilizacdo central
(MARTUCCLYELLE; COGHILL, 2012). Inclusive ja foi observada hiperalgesia em membro
contralateral ao estimulo unilateral, mesmo que a area de sensibilizagdo seja reduzida em
comparacao ao lado ipsilateral (SHENKER et al., 2008).

Em vacas leiteiras ja foi demonstrado que a inflamagao cronica dolorosa do casco leva
a um aumento acentuado na concentracdo de citocinas no corno dorsal da medula espinhal, o
que pode representar um estado de neuroinflamagdao do SNC (HERZBERG et al., 2020). Porém,
o papel potencial dos opioides enddgenos na transicao entre a dor aguda e cronica tem sido
recentemente objeto de debate. Enquanto no insulto nociceptivo agudo, os opioides endogenos
atuam como o principal sistema antinociceptivo, durante os estados de dor cronica parece haver
uma disfun¢do ou perda nas propriedades antinociceptivas desse sistema, onde a exposi¢ao
cronica a opioides pode estimular a transmissdo nociceptiva em niveis espinhais, conforme
revisado por RODRIGUEZ et al. (2018). Portanto, ha que se considerar que as dores por
mastites e claudicacdes em bovinos podem ser agudas ou cronicas, de origem neuropatica,
inflamatéria ou isquémica, enfim, uma amplitude de condi¢cdes que podem ter mediadores
diferenciados, o que torna o estudo bastante complexo.

Por fim, ¢ importante mencionar uma ferramenta de avaliacdo de dor, chamada de
modulagdo condicionada da dor, onde se aplica um estimulo doloroso em uma area distante do
corpo (= estimulo de condicionamento) e ocorre inibicdo a resposta a dor de outro estimulo
nocivo (= estimulo de teste) (HERMANS et al., 2016). Esse fendmeno, também chamado de
contrairritagdo da dor experimental em humanos, j4 foi demonstrado aplicando-se uma dor
isquémica no brago, por exemplo, eleva o limiar para dor por calor na testa (PERTOVAARA
et al., 1982). Ou a inibicdo de uma dor de teste fasico (estimulo elétrico) por dor tonica
(isquemia) simultanea, indica que essa inibicdo ¢ provavelmente devido a ativagdo de um
sistema endogeno especifico de controle da dor (REINERT; TREEDE; BROMM, 2000).

Esse paradigma se assemelha ao mecanismo descendente de inibi¢do da dor, mediado
supra-espinhalmente, e ativado por um estimulo nociceptivo que, em modelos animais, ¢
conhecido como controle inibitdrio nocivo difuso (DNIC). O DNIC pode ser desencadeado por
qualquer tipo de estimulo de condicionamento - mecénico, térmico, quimico ou elétrico - desde
que esses estimulos sejam claramente nocivos, enquanto os estimulos ndo nocivos sao
completamente ineficazes (Revisado por DANZINGER; BARS; BOUHASSIRA, 2000). Nesse
modelo, TANSLEY et al. (2019) observaram que camundongos submetidos a dor inflamatéria
tonica na cavidade abdominal (o estimulo de condicionamento) apresentaram hiperalgesia, nao

hipoalgesia, a estimulacao térmica nociva (o estimulo de teste) aplicada a pata traseira. Esses
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autores concluiram que, embora a magnitude da hiperalgesia fosse dependente da intensidade
do estimulo de condicionamento, a dire¢ao do efeito depende da intensidade do estimulo de
teste eficaz, com estimulos de menor intensidade levando a hiperalgesia e estimulos de maior
intensidade levando a hipoalgesia (TANSLEY et al., 2019).

DANZINGER; BARS; BOUHASSIRA (2000) investigaram monoartrite aguda e
poliartrite cronica em ratos e observaram que o DNIC desencadeado por estimulos nociceptivos
das articulagdes inflamadas foi claramente exacerbado, paralelamente ao aumento da
sensibilidade das articulagdes inflamadas a estimulos mecanicos. Em contraste, no estagio
cronico de monoartrite, 0 DNIC desencadeado por estimulos térmicos ou de pressdao foram
quase semelhantes para tornozelos normais e inflamados. Esses autores sugerem que processos
inflamatérios cronicos podem induzir uma reorganizagdo da transmissdao espinhal de sinais
nociceptivos, o que modifica o recrutamento de DNIC. LOCKWOOD, BANNISTER e
DICKENSON (2018) demonstraram que existem componentes noradrenérgicos e
serotonérgicos contribuindo para a expressao de DNIC. Em condicdo de osteoartrite, esses
autores identificaram que na fase inicial da doenca ratos tém um sistema DNIC funcional, esse
mecanismo ¢ abolido na fase tardia, indicando uma desregulacdo na modulagao descendente ao
longo do modelo. Em modelo semelhante, PEREIRA-SILVA et al. (2020) demonstraram que
o DNIC, mesmo atenuado, continuou até os 42 dias na dor inflamatoria articular cronica.

Em animais, ainda ha o problema do contexto como possivel interferente nos testes.
MACLENNAN, JACKSON e MAIER (1980) verificaram que ratos submetidos a um choque
elétrico, quando foram reexpostos ao contexto em que haviam recebido o choque, eram
significativamente mais analgésicos - no teste de sot plate - do que os controles. Esse fendomeno
¢ conhecido h4d mais de 30 anos como analgesia induzida por estresse (SIA), evento ja
demonstrado em diferentes espécies, como suinos (DANTZER; BLUTHE; TAZ, 1986), peixes
(THOMSON et al., 2020) e at¢ mesmo a exposi¢ao olfativa a machos, incluindo humanos,
causou analgesia relacionada ao estresse em roedores (SORGE et al., 2014), situagdes que
podem atuar com fator de confusdo em experimentos. A analgesia induzida por estresse ¢
mediada pela ativacdo da via inibitéria descendente da dor (BUTLER; FINN, 2009). No
entanto, esse mesmo mecanismo ¢ responsavel por produzir hiperalgesia induzida por estresse
(SIH) (BAKER; MACHIN; SCHWEAN-LARDNER, 2019). De fato, existem atualmente
varios modelos animais nos quais o estresse, seja agudo ou cronico, aumentam as respostas
nociceptivas, estando envolvidos mecanismos como disfun¢do do eixo hipotalamo-hipofise-

adrenocortical (eixo HPA) e de multiplos sistemas neurotransmissores no SNC, incluindo
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opioides endogenos, sistemas serotonérgicos e noradrenérgicos (IMBE; IWAI-LIAO; SENBA,
2006).

Toda essa revisdao nos permite concluir que animais que apresentam dor resultante de
mastite ou claudicagdo, poderiam responder a um teste nociceptivo tanto com hiperalgesia, se
tiver ocorrido sensibiliza¢do central ou ter sido induzida por estresse (SIH), quanto responder
com hipoalgesia/analgesia, explicadas pelos mecanismos DNIC ou SIA, a depender de uma
série de fatores, como intensidade e cronicidade. Portanto, sdo necessarias mais investigacoes
sobre esses fendmenos, principalmente quando os testes sao realizados em ambientes de campo,

como ocorre com animais de fazenda.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar aspectos de saude em diferentes sistemas de produgdo que se relacionam ao

bem-estar de vacas leiteiras, assim como, possiveis impactos sobre a satde publica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a prevaléncia e fatores individuais e de rebanho associados a mastite em

diferentes sistemas produtivos.

- Identificar microrganismos e sua suscetibilidade a agentes antimicrobianos de

isolados do leite de diferentes sistemas produtivos.

- Verificar o efeito da mastite e claudicacao no limiar nociceptivo de vacas leiteiras.
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4 CAPITULO I - FATORES INDIVIDUAIS E DE MANEJO ASSOCIADOS COM
MASTITE EM REBANHOS LEITEIROS EM SISTEMAS A PASTO E
CONFINADOS

4.1 RESUMO

Em um estudo observacional de prevaléncia de mastite clinica e subclinica em
rebanhos leiteiros, em cinco sistemas produtivos. Trés deles a base de pasto: manejo
agroecologico (n=18), baixo insumo (n=21), alto insumo (n=16). E dois em confinados:
Freestall (n=4) e Compost barn (n=3). avaliamos os fatores de risco individuais e de manejo
associados a doeng¢a. Em duas visitas realizadas no verdo e inverno, foi realizado
acompanhamento de ordenha e foram registrados dados produtivos, estruturais ¢ de manejo de
cada unidade produtiva (UP). Em nivel de vaca, a paridade >3 e fase final de lactacao foram
associadas a maior probabilidade de mastite subclinica. Dos fatores ambientais, a ocorréncia de
mastite clinica, assim como o acimulo de sujeira na area pds-ordenha, tiveram associagdo com
maior prevaléncia de mastite subclinica. Os rebanhos confinados (sistemas Freestall € Compost
barn) apresentaram maior prevaléncia de mastite que os rebanhos com acesso a pasto.
Independentemente do nivel tecnologico, todos os estabelecimentos estudados careciam de
estratégias claras para o controle ¢ monitoramento de mastite. Recomendag¢des devem ser
elaboradas conforme as caracteristicas dos sistemas e a capacidade de implementagao dos

produtores e algumas delas sdo discutidas nesse estudo.

42 INTRODUCAO

A mastite ¢ a doenga de maior importancia na producao leiteira do mundo. A contagem
de células somaticas (CCS) ¢ uma medida indireta do nivel de mastite em um rebanho e ¢ usada
para avaliar a qualidade do leite (NICKERSON; OLIVER, 2014). O ndo cumprimento de
praticas higi€nico-sanitarias se reflete na baixa qualidade higiénica e microbioldgica do leite,
problema que ocorre na maioria das unidades de produgdo (UP’s) leiteiras ao redor do mundo.

Nos Estados Unidos ¢ estimado que cerca de 80 a 90% das UP’s estejam dentro dos limites de
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CCS (NICKERSON; OLIVER, 2014). No Brasil esses niimeros variam?, mas estudos recentes
indicam que somente em torno de 30% dos produtores estdo em conformidade (BALCAO et
al., 2017; CANDIOTTO et al., 2020).

A alta CCS ¢ encontrada independente do sistema produtivo (CANDIOTTO et al., 2020;
DEFANTE et al., 2019; KUHNEN et al., 2015). Contudo, ha resultados controversos quando
se compara os indices de mastite em diferentes sistemas. DEFANTE et al. (2019) identificaram
que os sistemas que atendem aos padrdes de qualidade possuem maior escala de produgdo e
maior produtividade, o que, aliado a melhor conformidade confere maior poder de barganha
desses produtores com a industria. Resultado oposto foi encontrado por CASSOLI (2012), que
identificou em fazendas maiores uma CCS 40% superior as fazendas menores. Estudos feitos
nos EUA (FONTANELI et al., 2005; WASHBURN et al., 2002) e no Reino Unido (VANCE
et al., 2012) indicam que vacas com acesso a pastagem tem menor incidéncia de mastite; em
contraste, no Brasil foi observado um maior uso de antibidticos para tratamento de mastite
clinica durante a estagdo chuvosa em comparacdo com a estagdo seca e esse efeito foi mais
caracteristico em rebanhos que alojavam vacas ao ar livre, ou seja, em piquetes (TOMAZI;
DOS SANTOS, 2020). Esses resultados controversos demonstram a complexidade do tema e a
necessidade de avaliagdes que procurem compreender os diversos fatores envolvidos.

Por ser uma doenga multifatorial, o controle da mastite requer uma compreensao dos
fatores de risco antes que intervencdes possam ser definidas (MCDOUGALL et al., 2009).
Apesar de varios fatores de risco ja terem sido amplamente descritos na literatura desde os anos
60, os programas de controle de mastite sdo fracamente adotados pelos produtores de leite, ou
seja, ha uma grande lacuna entre o conhecimento dos fatores e a efetividade das intervengoes.
Entrevistas feitas com produtores de leite do Sul dos Estados Unidos mostram que
aproximadamente 40% deles ndo seguem as praticas de manejo recomendadas para controlar a
mastite em seus rebanhos (BALCAO et al., 2017; NICKERSON; OLIVER, 2014). Entio, ¢
possivel que recomendagcdes muito genéricas sejam um dos motivos dessa pouca aderéncia.
Porém, propostas individualizadas para cada fazenda sdo logisticamente invidveis. A
investigacdo de fatores de risco considerando-se diferentes sistemas produtivos pode gerar
informacdes que embasem propostas mais aderentes a cada sistema.

No Brasil, os primeiros confinamentos instalados no pais, com a concepgao

contemporanea, datam dos anos 80, entretanto, apenas recentemente estes sistemas comegaram

3 Alguns estudos utilizam como pardmetro a IN 51/2002, vigente até 2012, e outros utilizam a

IN62/2012.
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a se popularizar nas principais bacias produtoras de leite (MOTA et al., 2017). Portanto, ainda
ha poucos estudos acerca de possiveis impactos destes sistemas sobre a satde dos animais,
considerando as particularidades ambientais e estruturais, o que, por sua vez, também motiva a
realizagdo deste trabalho. Além disso, existe pouca informagao sobre os fatores associados a
mastite em diferentes sistemas de producao no sul do Brasil.

O objetivo deste estudo foi avaliar a prevaléncia e os fatores associados a mastite (mastite
clinica e subclinica e quartos mamadrios afuncionais) em rebanhos leiteiros manejados
confinados e a base de pasto no sul do Brasil. Para tanto, foi realizado um estudo transversal
(também conhecido como cross-sectional), que consiste de uma pesquisa observacional
analitica que ¢ bem adequada quando o objetivo ¢ investigar a prevaléncia* de doengas e avaliar
as relagdes entre variaveis, gerando hipoteses de associacoes (ROTHMAN et al., 2008). Os
resultados obtidos nesse estudo poderdo ajudar a identificar recomendagdes para o controle e

prevengdo da mastite adequadas aos diferentes sistemas produtivos.

43 MATERIAL E METODOS

Este estudo transversal foi realizado entre 2016 e 2017 em rebanhos leiteiros distribuidos
em 16 municipios do oeste do estado de Santa Catarina, Brasil, com condi¢des similares de solo
e clima. Os procedimentos deste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Animais (Protocolo n® CEUA n°® 7488201117) da Universidade Federal de Santa Catarina,
Brasil. Os objetivos, métodos e procedimentos especificos foram explicados a todos os
agricultores participantes e seu consentimento foi obtido previamente a coleta dos dados.

A amostra foi selecionada por conveniéncia (DOHOO; WAYNE; STRYHN, 2003) ¢ o
relato do estudo esta de acordo com a Declaragao Veterinaria STROBE para descrever estudos
epidemiologicos observacionais (SARGEANT et al.,, 2016). Os produtores convidados a
participar da pesquisa foram contatados por pessoas que realizam assisténcia técnica e social
(ATES) na area de estudo. Os critérios de inclusdo das UP’s (Unidades de Producao) utilizadas
no estudo foram os seguintes: a) enquadramento nos sistemas de producao estudados; b)
disponibilidade e consentimento para participar do estudo; ¢) facilidade de acesso. Foram os

técnicos locais que, baseados nesses critérios, selecionaram 83 UP’s. Destas, 74 UP’s foram

4 Prevaléncia: ¢ a proporcio de uma determinada populagio que no momento do estudo apresenta uma

doenga, fator de risco e/ou outro tipo de problema.
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visitadas durante o estudo, mas 11 foram visitadas apenas uma vez devido a problemas

\

logisticos na realizagdo das visitas, ou a indisponibilidade do agricultor para receber os

pesquisadores. Uma fazenda foi excluida das anélises, pois os dados foram influenciados por

contingéncias no manejo durante as visitas. Ao final, 62 das 83 UP’s inicialmente selecionadas

foram visitadas duas vezes e foram consideradas nas analises.

As unidades de produgao visitadas adotavam diferentes sistemas de manejo, a base de

pasto ou confinado (Tabela 1). As seguintes tipologias de sistemas de manejo para produgao de

leite, adaptadas de BALCAO et al. (2017) ¢ KUHNEN et al. (2015), mais os sistemas

confinados, foram considerados:

a.

Manejo a base de pasto com principios agroecoldgicos (organicos e/ou em transi¢ao
para certificacdo organica) simplesmente referidos como “agroecologico” (N=18):
Estas UP’s possuem pastagens manejadas sob o sistema de Pastoreio Racional Voisin
(MACHADO, 2010). O manejo sanitario € restrito a utilizacdo de produtos e insumos
permitidos pela legislagcao de organicos (MAPA, 2003; 2011).

Manejo a base de pasto com baixa utilizacao de insumos industriais, denominado “pasto
baixo insumo” (N=21): Este sistema de manejo ¢ considerado o mais antigo e tradicional
na regido, sendo no passado, o mais frequente. Em alguns casos sdo produtores sazonais,
conforme a disponibilidade forrageira. Geralmente utilizam pastagens naturais
permanentes, com pequenas areas de pastagens artificiais e a quase auséncia do uso de
fertilizantes. Suplementam os animais esporadicamente em situagdes de escassez de
pastagens. Possuem instalagdes simples em muitos casos adaptadas e aproveitadas de
outras atividades.

Manejo a base de pasto com alta utilizagcdo de insumos industriais, denominado “pasto
alto insumo” (N=16): Os produtores deste sistema utilizam tecnologias dependentes de
insumos industriais, como pastagens temporarias de elevada produtividade (pastagens
anuais de inverno e de verao) e seguem recomendagdes técnicas convencionais do uso
de fertilizantes de sintese quimica e agrotoxicos. Os animais sdo suplementados
praticamente o ano inteiro com silagem e concentrado.

Sistema de manejo em confinamento — tipo freestall (N=4): Neste sistema os animais
sao alojados em galpao com piso de alvenaria e camas individuais onde permanecem a
totalidade do tempo, com excecdo do momento da ordenha.

Sistema de manejo em confinamento — tipo compost barn (N=3): Geralmente ¢ separado
em duas areas, uma de alimenta¢do e outra para o restante do tempo. O piso do galpao

de confinamento ¢ de terra e coberto com uma camada de serragem. Duas a trés vezes
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ao dia a cama ¢ revolvida para auxiliar na remog¢ao da umidade, reducao do contato com
excrementos e fermentagao do material.

Nos trés sistemas a base de pasto, todas UP’s utilizam pelo menos divisao de parcelas

com pastoreio rotacionado. Muitos tem introduzido arvores, especialmente os produtores do

sistema agroecologico, para sombreamento e proporcionar melhor conforto térmico para as

vacas.
4.3.1 Avaliacoes baseadas no individuo

As visitas nas UP’s foram realizadas por um total de sete pesquisadores. Todos
passaram por uma etapa de treinamento e padronizagdo de procedimentos. Cada UP foi visitada
duas vezes pelo mesmo pesquisador responsavel pela realizagao dos procedimentos de coleta
de dados.

As vacas lactantes foram identificadas individualmente no momento da ordenha e
foram examinadas. O ubere foi inspecionado visualmente na sala de ordenha e foram realizados
diagnosticos de mastite clinica e subclinica e contagem de quartos mamarios nao funcionais por
individuo (BRITO et al., 1997; RADOSTITS et al., 1994).

A mastite clinica foi avaliada por sinais especificos de inflamagao no ubere (edema,
dor) e pela aparéncia (odor, cor, presenga ou auséncia de grumos, sangue ou material estranho)
dos trés primeiros jatos de leite. A mastite subclinica foi avaliada usando o reagente California
Mastitis Test (CMT) onde as amostras que reagiram (formacao de gel) foram consideradas
positivas e classificadas, conforme a formagao de gel em escores de 1 a 3. As amostras que nao
reagiram (CMT Negativo) foram consideradas negativas (RADOSTITS et al., 1994). Os
resultados foram registrados em planilhas.

Informagdes sobre a producdo de leite por animal e rebanho, paridade e fase da
lactagdo por vaca foram coletadas dos registros ou relatadas por cada produtor, quando
disponiveis. Do manejo de ordenha foram anotados: o tipo, material, condicdo de manutencao,
condi¢gdes de higiene da sala de espera, sala de ordenha e area de pds-ordenha e tipo de
equipamento de ordenha. Foi registrado o local e momento da oferta e tipo de suplementagao
alimentar em horas proximas ao momento da ordenha.

Foi acompanhado o processo de cada ordenha e foram registradas as seguintes
informacdes em relacdo ao manejo de ordenha: a) solu¢ao usada no pré-dipping, b) uso de pos-
dipping, c) horario das ordenhas, d) producao por vaca e por dia (informado pelo ordenhador).

Informagdes acerca do uso de antibidticos ndo foram obtidas porque a maioria dos produtores
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ndo fazia anotagdes sobre tratamento, portanto, somente foi considerada a informagao de uso

ou nao de terapia de vaca seca (TVS).
4.3.2 Analise de dados: descricio, manejo de dados e modelos estatisticos

Os dados foram conferidos para corrigir erros de digitacao, porcentagem de dados
perdidos, organizar tabelas e categorizar variaveis segundo a sua distribui¢do e significado
biologico. A prevaléncia de mastite clinica e subclinica e de quartos mamarios afuncionais foi
estimada para cada visita e rebanho. A proporcao de animais afetados por mastite clinica e
subclinica e por quartos mamarios afuncionais foi usada como desfecho nos modelos
estatisticos em nivel individual (animais afetados) e de rebanho (prevaléncia). Foi utilizada
estatistica descritiva, tabelas de frequéncias e graficos de distribuicdo para analisar cada
variavel. Foram elaborados testes de correlacao (Pearson ou Spearman, segundo o tipo de
variavel analisada) entre cada uma das varidveis na base de dados.

As seguintes observagdes foram censuradas nos trés desfechos ao momento de
elaborar os modelos: a) Vacas diagnosticadas com mastite em todos os quartos mamarios foram
censuradas para analises de mastite subclinica; b) Quartos mamarios diagnosticados com
mastite clinica foram censurados nas andlises de mastite subclinica e vice-versa; ¢) Quartos
mamarios afuncionais foram censurados nas analises de mastite clinica e subclinica; d) Quartos
mamarios tratados com antibioticos ao momento da visita foram censurados; €) Dados sobre
vacas primiparas até 9 dias apos o parto e vacas multiparas até 11 dias apds o parto foram
excluidos da analise (DOHOO et al., 2003). Para toda variavel categorica foi calculada a
propor¢ao de animais afetados ou a prevaléncia por rebanho filtrando por cada desfecho.

Posteriormente foram avaliadas associagoes em nivel individual e de rebanho. Para
isso foram construidos modelos lineares generalizados multinivel. Os dados perdidos em
variaveis categoricas testadas nos modelos foram usados como um preditor adicional (categoria
“dado perdido”).

Diagramas de causalidade foram construidos para selecionar as varidveis usadas nos
modelos. Associagdes incondicionais entre pares de varidveis explicativas e entre estas e 0s
desfechos foram avaliadas para detectar possiveis fatores de confusdo ou variaveis
intervenientes. Preditores associados ao desfecho na andlise univariada (P <0,2) foram
posteriormente testados em modelos de analise multivariada (DOHOO; WAYNE; STRYHN,
2003).

As andlises estatisticas foram realizadas no software estatistico R (R Core Team,

2020). Os modelos estatisticos foram ajustados usando o pacote Ime4 (BATES et al., 2015). Os
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modelos multivariaveis foram reduzidos usando a eliminagdo manual passo a passo, usando um
valor de P <0,05 como o limite para manter os preditores no modelo. Uma variavel foi
considerada confundida se ao retird-la do modelo multivariavel os coeficientes para outras
variaveis explicativas se modificaram (>10%) (VITTINGHOFF, 2005). O ajuste dos modelos
foi verificado por meio de graficos padrao de residuos usando o pacote DHARMa (HARTIG,

2018). Os modelos se ajustaram aos dados.

4.3.3 Avaliacdo de associacoes com mastite clinica, subclinica e quartos mamarios

afuncionais em nivel individual

Foram construidas regressdes logisticas binarias multinivel (Bernoulli) (KORNER-
NIEVERGELT et al., 2015) para avaliar associagdes entre as varidveis explicativas para cada
um dos desfechos (anexo script com andlises univariaveis). O modelo final teve dois niveis e
apresentou a seguinte forma:

Y ;~ Bernoulli (probabilidade = = ),

Logit (1 1;;/m 0j) = a + X; f +vj, onde i = 1,...., n,
v ~ N (0, 62%),

Y ;€ a ocorréncia de mastite clinica e subclinica ou quartos mamarios perdidos em um
individuo “i”” aninhado no rebanho “jth”; w ;¢ a probabilidade de ocorréncia de cada um dos
trés desfechos e a o intercepto da regressdo. “X” representa uma matriz com as variaveis
explicativas oferecidas ao modelo e B sdo os coeficientes para cada varidvel. v; € o efeito
aleatorio que reflete a variagdo residual entre vacas agrupadas por rebanhos. O rebanho foi
considerado como efeito aleatdrio para controlar o efeito de medidas em vacas agrupadas dentro
de cada unidade. As varidveis submetidas aos modelos univariaveis foram: a) Paridade das
vacas (primeira, segunda, terceira ou maior, “dado perdido”); b) Ter¢o de lactacdo das vacas
(primeiro, segundo e terceiro); c) Litros de leite produzidos por vaca (informada pelos
agricultores); d) Raca (Holandés, Jersey, Mesticas); e) Pesquisador (o diagnostico de cada
avaliador foi comparado com um veterinario usado como referente). Os valores P foram obtidos

mediante teste Wald tipo II e os coeficientes foram transformados em odds ratio para apresentar

os resultados.
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4.3.4 Avaliacao de associacoes com a prevaléncia de mastite subclinica em nivel de

rebanho

Para a avaliacdo de fatores associados com mastite (clinica e subclinica) e quartos
mamarios perdidos no nivel de rebanho foram usadas regressdoes Poisson multinivel com a
funcdo /ink logaritmo natural. O modelo final teve dois niveis e apresentou a seguinte forma:

Y i~ Poisson (u;; 6;),

log(uy),
0;=exp(a +X; f+v)),ondei=1,...,n,
v ~N (0, 6%y),

Y ; € a contagem de vacas afetadas por mastite clinica ou subclinica ou quartos
mamarios perdidos em um rebanho “i”’; log(u;) € a transformacao logaritmica da contagem total
de vacas lactantes por rebanho para cada visita (“offsef”’). A contagem total de animais lactantes
avaliados por rebanho foi usada como “offsef”” para modelar a varidvel resposta como propor¢ao
de vacas afetadas em relacao ao tamanho de rebanho (KORNER-NIEVERGELT et al., 2015).
“X” representa uma matriz com as varidveis explicativas submetidas ao modelo, a o intercepto
da regressao e P os coeficientes para cada variavel. v; € o efeito aleatorio que reflete a variacao
residual por visita entre os rebanhos e foi incluido no modelo para controlar o efeito de medidas
pseudorepetidas em cada unidade (visitas 1 e 2).

As variaveis submetidas aos modelos univariaveis estdo descritas na Tabela 1.

Todas as variaveis associadas foram incluidas na modelagem estatistica utilizando o
sistema de manejo Pasto baixo insumo como referéncia. Os coeficientes foram obtidos
mediante simulacdo do modelo final (2000 vezes) usando a funcao “sim” do pacote arm
(GELMAN et al., 2018) e foi extraido o intervalo de credibilidade (95%) para os efeitos fixos
dessas simulagdes. Os valores P foram obtidos mediante teste Wald tipo II. Os coeficientes
foram transformados em rate ratio para apresentar os resultados. As interacdes entre todas as
variaveis significativas foram testadas no modelo multivariavel final.

Simulando os parametros do modelo (2000 x):

A funcao sim do pacote arm (GELMAN et al., 2018) foi usada para extrair valores
aleatorios (2000x) da distribuicao posterior conjunta do modelo (KORNER-NIEVERGELT et
al.,, 2015). O intervalo de credibilidade (95%) para efeitos fixos foi extraido dos valores

simulados.
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Parametros simulados do modelo: a partir dos valores simulados, os quartis de 2,5% e
97,5% podem ser usados para o intervalo de credibilidade de 95% usando analise de dados

Bayesiana com modelos lineares (KORNER-NIEVERGELT et al., 2015).

Tabela 1. Varidvelis e categorias analisadas nos niveis de vaca e rebanhos.
Variaveis Categorias
Mastite subclinica Negativo; Positivo
Mastite clinica Negativo; Positivo
Quartos mamarios afuncionais Negativo; Positivo
Raca Holandés; Jersey; Mestica
Paridade Primeira; Segunda; Terceira ou maior; Dado

perdido

Fase ou terco da lactagao Primeiro; Segundo; Terceiro
Produgao de leite diaria por vaca Litros
Sistema de manejo Compost barn, Freestall,

Pasto agroecologico; Pasto alto insumo; Pasto
baixo insumo

Limpeza do piso da sala de ordenha Limpo; Sujo

Conservacao do piso da sala de ordenha  Regular; Irregular

Presenca de cocho na sala de ordenha Sim; Nao

Material do piso da sala de espera Concreto; Terra

Tipo de piso da area de pds-ordenha Concreto; Terra; Lodo; Pasto
Limpeza do piso da area de pés-ordenha  Limpo; Sujo

Oferta de alimento na sala de ordenha Sim; Nao

Solucao pré-dipping utilizada* Aquosa; Espuma

Diferenca no intervalo entre ordenhas 0; 0>1h; 1h

Pesquisador 1,2,3,4,5,60u7

* Solug@o aquosa=produto comercial aquoso ou hipoclorito de sodio; Espuma= produto comercial apresentado na forma de
espuma.

4.4 RESULTADOS

4.4.1 Descricio da amostra

O ntimero de vacas em ordenha na populagao de estudo variou de 2 a 82. Esta variavel
¢ uma caracteristica que agrupa os sistemas de producao estudados, ja que os confinamentos
apresentam maior nimero de animais em ordenha e os sistemas a base de pasto possuem um
numero menor. Foram avaliadas 2.271 vacas em lactacao nas duas visitas. A maioria das vacas
examinadas (69%) era da ragca Holandés e uma menor propor¢ao Jersey (17%) ou mestiga (14%)

(Tabela 2). Nos sistemas confinados a propor¢ao de vacas da raga Holandés foi maior. A
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producao de leite diaria por vaca, informada pelos produtores variou ente 1 e 42 litros (Tabela
2), todavia, a maior parte de dados perdidos nessa variavel estdo concentrados nas UP’s em
sistemas de confinamento, entdo, ¢ provavel que isso faga a média de producgdo refletir os
valores das vacas dos sistemas a base de pasto. Os produtores nao tinham o hébito de registrar
dados produtivos € nem as doengas dos animais ou seus tratamentos, bem como careciam de
protocolos estruturados para o diagndstico, tratamento e prevengao de mastite ou programas de
promocao da saude do ubere.

A alimentagdo dos rebanhos consistia em pastagens e suplementagao com forragens ou
concentrados em algumas épocas do ano nos sistemas a pasto baixo insumo e agroecologico.
No sistema pasto alto insumo, além das pastagens, os rebanhos recebiam suplementacdo de
silagem e concentrados, praticamente o ano inteiro. Nos sistemas confinados, a alimentagado
consistia em uma mescla de silagem, feno e concentrados. Nos sistemas a pasto baixo insumo
e agroecologico os animais permaneciam nas pastagens com excecao dos horarios de ordenha
e suplementagdo alimentar. Nos rebanhos do sistema pasto alto insumo, geralmente as vacas
ficavam entre as 11h e 16h no local onde recebiam suplementacao, algumas vezes até a hora da
ordenha. Nos sistemas confinados os animais permaneciam nos galpdes o tempo integral. A
reproducdo dos rebanhos ¢ feita com inseminagdo artificial ou monta natural durante o ano
inteiro nos sistemas a base de pasto e nos sistemas de confinamento a inseminagao artificial €
realizada o ano inteiro.

Nas UPs com menor nimero de vacas em lactacdo (sistemas a base de pasto) a ordem
de ordenha era determinada somente pela entrada dos animais na sala de ordenha. Nos sistemas
confinados, havia a separagdo por lotes, cujo critério de formagao era quase exclusivamente por

producao (lotes de alta ou baixa produgao).
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Tabela 2. Principais caracteristicas das 62 UP’s leiteiras visitadas no verao e inverno, para

avaliar indicadores de saude de ubere.

Categoria

Visita de verao

Visita de inverno

Dados das visitas as UP’s

Vacas inspecionadas, n (%) — UP’s

Total da populagéo
Compost barn
Freestall
Agroecologico
Pasto alto insumo

Pasto baixo insumo

Tamanho do rebanho em lacta¢io!

Populagéo total
Compost barn
Freestall
Agroecologico
Pasto alto insumo
Pasto baixo insumo
Raca, vacas (%)
Holandés

Jersey
Cruza/Outras
Dados perdidos
Paridade das vacas, (%)!

Populagio total

Primeira

Segunda

Terceira

Maior que terceira

Dados perdidos

Produgdo de leite digria (L) 2

Fevereiro (2016 ou 2017)

1152 (100) — 62
159 (13,8) - 3
215 (18,7) - 4
198 (17,2) — 18
321 (27.9)- 16
259 (22,5) - 21

18,6 + 15,1 (2-78)
53,0 + 18,4 (40-74)
53,8+ 17,1 (40-78)
11,0+ 5,0 2-21)
17,8 + 8,5 (8-37)
13,6 + 6,0 (4-27)

795 (69,0)
215 (18,7)
142 (12,3)
0

3,0+1,8 (1-12),
n =918 vacas
201 (17,4)

195 (16,9)
262 (22,7)
259 (22,5)
235 (20,4)

16,8 £ 7,5 (1-40),
n = 889 vacas

Junho ou Julho (2016)

1119 (100)
159 (14,2)
229 (20,5)
217 (19,4)
278 (24,8)
236 (21,1)

18,1 + 15,8 (4-82)
53,0 £25.,9 (32-82)
57,2 + 13,7 (47-76)
12,1 £4,7 (4-21)
15,4+ 7,9 (6-32)
12,4+ 6,0 (6-28)

764 (68,3)
176 (15,7)
177 (15.8)
2(0,2)

32+1,9(1-11),
n =756 vacas
161 (14,4)

150 (13,4)
161 (14,4)
291 (26,0)
356 (31,8)

14,4 £ 6,6 (442),
n =703 vacas

! Os valores sdo apresentados como média = desvio padrdo (Min—Max).
2 A produgdo de leite foi relatada pelos agricultores durante a inspe¢do das vacas na sala de ordenha.

A mastite subclinica foi identificada em 12% dos quartos mamarios e 32% das vacas
na visita de verao, e em 12% dos quartos mamarios e 30% das vacas na visita de inverno. J& a
mastite clinica foi diagnosticada em 1% dos quartos mamarios e 2,4% das vacas na visita de
verdo, e em 1% dos quartos mamarios e 3,2% das vacas na visita de inverno. A prevaléncia de
quartos mamarios afuncionais foi de 1% na visita de verdo, correspondendo a 4% das vacas e

1% na visita de inverno, correspondendo a 5% das vacas (Tabela 3).
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Tabela 3. Propor¢do de vacas e quartos mamarios identificados com mastite clinica e
subclinica e quartos mamarios perdidos em 62 UP’s leiteiras visitadas no verdo e inverno.!
Categoria® Condicdo  Visita de verdo (2016 ou 2017) Visita de inverno (2016)
Quartos %  Vacas %  Quartos % Vacas %
Mastite subclinica Positivo 555 12,4 355 31,1 505 11,6 334 30,0
Negativo 3930 87,6 785 68,9 3859 88,4 779 70,0
Total 4608 - 1252 4476 1119
Censurado 123 - 12 112 6
Mastite clinica Positivo 51 1,3 28 24 53 1,4 36 3,2
Negativo 3930 98,7 1119 97,6 3859 98,6 1082 96,8
Total 4608 - 1152 3960 1119
Censurado 627 - 5 564 1
Quartos mamarios Positivo 52 1,1 50 43 55 1,2 53 4,7
afuncionais
Negativo 4556 98,9 1102 95,7 4421 98,8 1066 95,3
Total 4660 - 1152 4528 1119
Censurado 0 - 0 0 0

! As UP’s visitadas foram classificadas por sistema de manejo em: pastagem (agroecoldgica, n = 18; convencional
baixo insumo, n = 21; convencional alto insumo, n = 16) e confinada (fireestall, n = 4, compost barn, n = 3).

20s quartos com mastite clinica foram censurados para as analises de mastite subclinica e vice-versa. Os individuos
no inicio da lactacdo (até 11 dias apds o parto), quartos secos € quartos mamarios afuncionais foram censurados.

Em todos os desfechos houve ampla variabilidade na prevaléncia entre os rebanhos

(Tabela 4).
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Tabela 4. Prevaléncia, nos rebanhos, de mastite clinica e subclinica e quartos mamarios
afuncionais em 62 UP’s leiteiras com diferentes sistemas de manejo visitadas no verdo e
nverno.

Categoria ! Visita de verao (2016 ou 2017) Visita de inverno (2016)
Média SD Mediana Min Max  Média SD Mediana Min Max

Mastite subclinica

Total 29,2 16,9 26,5 0 100 28,0 199 244 0 100
Compost barn (n=3) 39,9 9,7 41,7 29,5 48,6 438 322 40,7 133 774
Freestall (n=4) 38,7 15,9 374 20,8 59,2 40,6 13,2 39,8 254 575
Agroecologico (n=18) 29,4 234 25,0 0 100 27,3 19,0 25,0 0 72,7
Pasto alto insumo (n=16) 29,5 142 28,6 56 556 28,0 21,9 20,2 9,1 100
Pasto baixo insumo (n=21) 25,1 12,4 23,1 6,67 60,0 234 17,5 20 0 66,7
Mastite clinica

Total 1,5 3,1 0 0 11,1 1,9 38 0 0 15,6
Compost barn 4.4 40 5,5 0 7,7 7,6 7,1 49 2,2 15,6
Freestall 5,0 2,1 49 25 7.6 7,3 59 8,0 0 13,2
Agroecologico 1,4 33 0 0 10 1,7 33 0 0 9,1
Pasto alto insumo 1,1 32 0 0 11,1 0,9 2,6 0 0 9,1
Pasto baixo insumo 1,0 24 0 0 7,7 0,9 27 0 0 9,1
Quartos mamarios

afuncionais

Total 3.9 7,1 0 0 333 37 68 0 0 37,5
Compost barn 4,6 2,1 44 25 68 52 32 3,7 3,1 8,9
Freestall 5,8 1,7 59 39 7.6 8,4 1,8 82 6,4 10,6
Agroecologico 2,1 55 0 0 20 1,4 33 0 0 10
Pasto alto insumo 3,6 84 20 0 33,3 2,8 55 0 0 16,7
Pasto baixo insumo 5,4 83 0 0 25 5,6 10,1 0 0 37,5

'0s quartos com mastite clinica foram censurados para as analises de mastite subclinica e vice-versa. Os individuos
no inicio da lactagdo (até 11 dias apds o parto), quartos secos ¢ quartos mamarios afuncionais foram censurados.

4.4.2 Associacoes em nivel de individuo

Paridade foi associada a mastite em nivel de individuo. Vacas em terceira ou maior

numero de partos apresentaram maior probabilidade de ocorréncia de mastite (Tabela 5).
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Tabela 5. Fatores associados com a ocorréncia de mastite subclinica em vacas leiteiras
manejadas em rebanhos com acesso a pasto (n = 55) e confinados (n = 7) visitados em duas
ocasides no Sul do Brasil.

Visita verao Visita inverno
Variaveis  Categoria OR IC P-valor OR IC 95% P-valor
95%
Paridade Primeira 0,2 0,2-04 — 0,2 0,09-0,25 —
(referente)
Segunda 1,1 0,6-1,7 0,842 1,4 0,7-2,7 0,314
Terceira ou maior 2,0 1,3-3,0 <0,01 2,9 1,7-5,0  <0,01
Dados perdidos® 3,0 1,7-5,3 <0,01 3,7 1,8-7,6  <0,01
Efeito Observagoes Variancia Desvio ICC® Observagdes Variancia Desvio ICC®
aleatdrio padrao padrao
62 rebanhos 1119 vacas 0,3 0,4 4,9% 1113 vacas 0,5 0,7 13,7%

'OR e IC 95% — Odds ratio e intervalo de confianga de 95%.

2 Valores de P para cada variavel foram computados através do teste de qui-quadrado de tipo Wald I1.
3 Visita de verdo.

*Visita de inverno.

50s dados perdidos estdo concentrados nos sistemas de manejo Freestall e Compost barn.

¢ Coeficiente de correlagdo intraclasse (ICC%) foi computado usando a abordagem de variavel latente.

4.4.3 Associacoes em nivel de rebanho

UP’s com maior propor¢do de animais com mastite clinica, assim como, UP’s com
piso sujo na area pos-ordenha comparadas com as com piso limpo mostraram associacdo com
mastite subclinica (Tabela 6).

A propor¢do de vacas afetadas por mastite subclinica foi superior em rebanhos
confinados em comparagdo com rebanhos manejados em sistema a base de pasto. A proporgao
de vacas afetadas por mastite subclinica foi semelhante entre os sistemas manejados a base de
pasto (Tabela 7). A terapia de vaca seca era realizada em todas as vacas em todos os rebanhos
confinados enquanto nos rebanhos a base de pasto essa pratica era realizada esporadicamente
em vacas que apresentavam mastite clinica ou subclinica ao longo da lactagao.

As interagdes entre todas as varidveis significativas foram testadas no modelo
multivariavel final e ndo encontramos significancia.

Associagdes entre mastite subclinica e varidveis em nivel de rebanho:

UP’s com piso da area pos-ordenha sujo apresentaram maior propor¢do prevista de
vacas afetadas por mastite subclinica (0,26 95% CrI 0,08 a 0,43) do que UP’s com piso limpo.

Razdo da taxa de incidéncia (coeficientes exponenciados): a propor¢do da taxa de
mastite subclinica foi 1,3 (95% ICr 1,1 a 1,5) vezes maior em UP’s com piso sujo na area pos-

ordenha em comparagao com UP’s com piso limpo.
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Tabela 6. Fatores associados com a prevaléncia de mastite subclinica em rebanhos com
acesso a pasto e confinados visitados em duas ocasidoes no Sul do Brasil.
ICr
o7 . . 1
Variaveis Categorias RR 959, Valor P
Intercepto 0,2 0,2-0,3 - -
Escore de limpeza da area pos- Limpa - - - 0,02
ordenha Suja 0,3 0,1-0,4 0,01
Vacas afetadas por mastite 0,0 0  00-0,1 001 020
clinica no rebanho
Efeito aleatorio (Observagdes) Variancia DP 2 ICC?
124 (62 rebanhos) 0,02 0,15

! Rate ratio e Intervalo de credibilidade 95%
2 Desvio padrio
3 Coeficiente de Correlagdo Intraclasse computado usando a abordagem de variavel latente.

Tabela 7. Fatores associados com a prevaléncia de mastite subclinica em rebanhos com
acesso a pasto e confinados visitados em duas ocasidoes no Sul do Brasil.
Variaveis Categorias RR! ICr Valor P
8 95%
Referente
- - - 0,05

Pasto alto insumo
Sistema de manejo Confinado 1,8 1,5-2,3 <0,01
Pasto agroecoldgico 1,1 0,8-1,4 0,65
Pasto baixo insumo 0,9 0,7-1,1 0,39
Efeito aleatorio (Observagdes) Variancia DP 2 ICC3
19 (6 Municipios) 0,03 0,16 0,017

! Rate ratio e Intervalo de credibilidade 95%
2 Desvio padrio
3 Coeficiente de Correlagdo Intraclasse computado usando a abordagem de variavel latente.

4.5 DISCUSSAO

Nesse estudo foi observada alta prevaléncia de mastite subclinica, em média de 30 a
32% nas duas visitas, o que ¢ semelhante ao encontrado em estudos realizados anteriormente
na regido (COSTA et al., 2013). Esses resultados, entretanto, estdo abaixo da média de 46%,
encontrada no mais amplo estudo realizado no pais (BUSANELLO et al., 2017). A prevaléncia
de mastite clinica também esteve abaixo do encontrado em outras regides (DA CUNHA et al.,
2016; MARTINS et al., 2010). Porém, por ser uma doenga que afeta enormemente o bem-estar
dos animais, deve ser avaliada com atengdo. A prevaléncia de quartos mamarios afuncionais

nos rebanhos foi 1% nas duas visitas correspondendo a 4 e 5% das vacas examinadas em cada
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visita. Poucos estudos reportam esse desfecho que ¢, geralmente, uma consequéncia cronica da
mastite. Tem sido reportadas prevaléncias de quartos mamarios afuncionais de 2% a 6% dos
quartos (SULEIMAN, KARIMURIBO; MDEGELA, 2018) em 18% das vacas em vacas a pasto
(TOLOSA et al., 2015).

Dos fatores investigados, em nivel de vaca, a paridade e em nivel de rebanho, a
ocorréncia de mastite clinica e a higiene da area pds-ordenha tiveram associacdo com a
prevaléncia de mastite subclinica nos rebanhos. Os rebanhos confinados apresentaram maior
prevaléncia de mastite que os rebanhos com acesso a pasto. Portanto, essas associagdes serao
discutidas mais detalhadamente.

Vacas com trés ou mais lactagdes tiveram maior probabilidade de mastite subclinica
do que vacas primiparas, o que foi reportado previamente (CARDOZO et al., 2015; TAPONEN
et al., 2017). Isso ocorre porque o aumento do niumero de lactagcdes implica em uma maior
exposicao a infeccdo (PANTOJA et al., 2020). Além disso, a profundidade do ibere muda com
a idade das vacas, o que pode aumentar seu contato com patdogenos presentes nas fezes (ROSSI
et al., 2019). Animais com maior nimero de partos tendem a apresentar lesdes mais
permanentes na glandula mamaria durante a lactacdo, resultando em infeccdes mais
prolongadas (JAMALI et al., 2018). Ao aumentar a paridade das vacas, aumentam as perdas de
leite provocadas pela mastite (GONCALVES et al., 2018b) o que agrava a situagdo. Isso indica
que o bem-estar das vacas empobrece na medida em que envelhecem e as cronicamente
infectadas podem atuar como reservatorios e espalhar para outras vacas durante o processo de
ordenha. Dessa forma, o abate de vacas cronicamente infectadas acaba sendo o meio mais
pratico (de fato € um dos pontos do “Programa de 5 Pontos” de controle de mastite), o que reduz
o potencial de vida, outro elemento importante do bem-estar animal. Como afirma JONES
(2009), no Guidelines to Culling Cows with Mastitis, “o controle da mastite ndo ¢ alcangado
por abate agressivo porque tal programa de controle ndo impede a propagacdo de novas
infeccOes causadas por S. aureus e, em menor grau, S. agalactiae e Mycoplasma™.

A associacdo entre mastite clinica e subclinica encontrada nesse estudo corrobora com
a estimativa que, em média, para cada caso clinico, existem 20 a 40 casos subclinicos
(WATTIAUX, 2014). Esses dados reforcam que as recomendacdes preventivas de identificagao
de vacas acometidas e uso de barreira entre elas (pré-dipping), ainda sao as melhores formas de
controle. Inclusive, a realizagdo de duplo dipping foi uma caracteristica encontrada em fazendas
que produzem leite de alta qualidade (HILLERTON; BOOTH, 2018; DURST, 2012), se

mostrando uma técnica positiva no controle da mastite.
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E interessante notar nesse estudo que, mesmo os confinamentos adotando amplamente
a terapia da vaca seca (TVS), seus niveis de mastite subclinica foram maiores do que os
produtores que ndo faziam o uso rotineiro. A TVS com antibidticos tem sido sugerida como
uma das opgdes para controlar infec¢des intramamarias e prevenir o desenvolvimento de
mastite, ja que a maioria de casos novos ocorre nesse periodo (TIWARI et al., 2013). Além da
vantagem da TVS nao precisar descartar o leite dos quartos tratados, o sucesso no tratamento
nesse periodo varia entre 50 e 100%, dependendo do agente (TIWARI et al., 2013). Porém, o
uso preventivo de antimicrobianos tornou-se questionavel e atualmente a TVS ndo € permitida
na rotina em varios paises (SCHERPENZEEL et al., 2016). Entdo, a recomenda¢do dessa
pratica deve ser analisada conforme caracteristicas dos rebanhos para uso seletivo. Fatores
como a CCS em nivel de vaca e/ou rebanho, paridade e mastite clinica devem ser considerados
na decisdo por TVS seletiva. Produtores organicos podem se beneficiar de uma combinagdo de
critérios como CCS, historico de mastite clinica, CMT na secagem e paridade, para implementar
TVS seletiva (KIESNER et al., 2016). Essa estratégia pode levar a uma reducdo no uso de
antimicrobianos de até 60%. Contudo, os critérios de CCS devem ser rigorosamente obedecidos
para que ndo ocorra aumento na incidéncia de mastite clinica ao parto (SCHERPENZEEL et
al., 2016). Devido a essas controvérsias, uma recente revisao sistemadtica e meta-analise foi
realizada por WINDER et al. (2019) comparando a TVS seletiva versus de cobertura (todos os
tetos/todas as vacas) e foi encontrado um risco maior de infec¢do intramamadria ao parto em
vacas tratadas seletivamente. Entretanto, houve grande heterogeneidade, que pode ser devido a
fatores nao medidos. Ja a andlise de subgrupo, nessa mesma revisdo, mostrou que, para os
ensaios usando selantes internos para tetos, ndo houve diferenga no risco de infecgdo
intramamaria no parto entre os grupos ¢ nenhuma heterogeneidade estava presente. Dessa
forma, o uso de selantes de tetos € uma recomendacdo interessante para os produtores que
desejam reduzir o uso de antibioticos.

O acumulo de sujeira na area de pds-ordenha também esteve associado com maior
prevaléncia de mastite subclinica nos rebanhos, evidenciando que as condi¢cdes ambientais
estdo relacionadas a contaminacao da glandula mamaria. Outros estudos mostraram que a
limpeza e higiene foi associada com mastite em rebanhos tanto a pasto (SULEIMAN;
KARIMURIBO; MDEGELA, 2018) quanto confinados (DEVRIES et al., 2012). A limpeza da
area de pos-ordenha estd diretamente relacionada ao risco que as vacas estdo expostas nos
primeiros 30 minutos ap6s a ordenha, periodo aproximado em que o esfincter do teto fica

relaxado. A saida dos animais pra areas limpas, imediatamente ap6s a ordenha, como para a
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pastagem ou oferta do suplemento alimentar, favorecendo que permanecam em estacdo, devem
ser consideradas sempre que possivel (FIRTH et al., 2019).

Portanto, ¢ possivel que, pelo menos nessa regido, os sistemas a base de pasto
propiciem, de modo geral, uma menor exposicdo a contaminacdo bacteriana do que nos
sistemas confinados, o que explicaria, por um lado, os resultados encontrados. Instalagdes sujas
aumentam a sujeira nas vacas, que contribuem para aumentar a incidéncia de mastite
(DOERFLER et al., 2018; RAMIREZ et al, 2014; ECKELKAMP et al., 2016).
Consequentemente, manter instalagdes limpas ¢ uma importante medida profildtica a ser
tomada contra a mastite, principalmente por agentes ambientais (KLAAS; ZADOKS, 2018).
Por outro lado, os sistemas confinados possuiam rebanhos maiores, o que também aumenta o
risco devido a maior exposicao entre animais, bem como a maior produtividade pode aumentar
a suscetibilidade.

Independentemente do nivel tecnoldgico, todos os estabelecimentos estudados
careciam de estratégias claras para o controle e monitoramento da saide da glandula mamaria,
principalmente para reduzir o nimero de novas infec¢des, eliminar infeccdes estabelecidas e
diminuir a duragdo das infecgdes através do uso das técnicas recomendadas. Nenhuma das UPs
realizava periodicamente diagnostico de mastite, ndo separavam a ordenha de animais
infectados e, por consequéncia, nao usavam os dados para implementar medidas profilaticas de
manejo. Embora os manuais de boas praticas de ordenha orientem que as vacas sejam
ordenhadas de acordo com a satde da glandula mamaria e j& tenha sido demonstrado que nao
deixar os animais infectados por ultimo tem maior risco de novos casos (CARDOZO et al.,
2015), na pratica essa recomendacao ¢ dificil de ser seguida. Em parte devido ao
comportamento natural de bovinos, que gostam de rotinas e ndo de mudancas no grupo social.
BROUCEK et al. (2013) observaram que vacas multiparas entram na sala de ordenha antes das
primiparas e a realocagcdo em lotes impacta o comportamento e até mesmo a producao de leite.
Por isso, os produtores muitas vezes nao conseguem estabelecer linha de ordenha.

Portanto, as recomendagdes devem ser elaboradas conforme as caracteristicas dos
sistemas e a capacidade de implementagdo dos produtores. Por exemplo, em rebanhos
pequenos, se houver dificuldade dos produtores seguirem as recomendacgdes de linha de
ordenha, entdo, a adogdo de pré e pos-dipping e desinfeccdo das teteiras entre ordenhas deve
ser obrigatoria. Nos rebanhos maiores, onde ha possibilidade de formacgdo de lotes, deve-se
considerar, pelo menos, o alojamento das novilhas separadamente das vacas mais velhas

(MCDOUGALL et al., 2009), principalmente as doentes.
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Problemas de saude do ubere sdo frequentes em todos os sistemas de produgdo.
Estudos conduzidos em sistemas organicos apontam diversos problemas de saude do ubere
(HANSMANN; VOLLING; KROMKER, 2019) com um desempenho semelhante aos
sistemas convencionais. No entanto, uma recente revisao sistematica indica que, apesar dos
sistemas organicos permitirem mais alto nivel de bem-estar por propiciar liberdade de
comportamentos da espécie, os principais problemas de satide sao semelhantes aos das fazendas
ndo organicas e, especialmente, mastite e claudicagiio precisam ser melhoradas (AKERFELDT
etal., 2020). No caso em estudo, os protocolos de satde dos produtores agroecologicos parecem
reduzidos a substituicdo das drogas de uso restrito por terapias permitidas neste sistema em
detrimento de agdes preventivas. Fato semelhante ¢ relatado por POIZAT et al. (2017) que
apontam o uso de tratamentos seletivos como a principal diferenga entre produtores organicos
e convencionais. HONORATO et al. (2014) identificaram que os produtores organicos usam as
seguintes estratégias para reduzir a incidéncia de doengas: uso de gendtipos adaptados, aumento
da adog¢do de medidas preventivas de saude, uso de terapias alternativas e a reducdo de
alimentos concentrados, no entanto, esses produtores tinham um nivel de produtividade por
vaca inferior.

No presente estudo os sistemas baixo insumo dispde de menor area em relagdo ao alto
insumo, mas ambos utilizam as pastagens de maneira similar, com propor¢ao semelhante de
pastagens perenes € anuais, € com maior propor¢do de pastagens anuais. J& os produtores
agroecologicos tém essa relagdo invertida, com maior propor¢ao de pastagens perenes do que
anuais. Para BALCAO et al. (2017) o sistema a base de pasto baixo insumo pode ser
considerado remanescente de produtores que originalmente produziam apenas para o sustento
familiar que de diferentes maneiras ampliaram sua escala de produgdo todavia, mantendo
técnicas e métodos tradicionais. As principais diferencas entre os sistemas a base de pasto baixo
insumo, alto insumo e agroecoldgico se fundamentam em trés aspectos: a) disponibilidade e
forma de uso das terras; b) tamanho do rebanho e produgdo diaria de leite; ¢) alimentagao dos
animais (KUHNEN et al., 2015). Nosso estudo corrobora com os demais realizados na regido
(BALCAO et al., 2017; COSTA et al.,, 2013; KUHNEN et al., 2015) que evidenciam a
necessidade de estratégias e politicas direcionadas aos diferentes tipos de produtores a
coexistirem na cadeia produtiva do leite, uma vez que todos cumprem papéis fundamentais,
seja no atendimento a demanda por produtividade leiteira ou na contribuicao para a manutengao
dos ecossistemas.

Variagdes expressivas de manejo e de infraestrutura foram encontradas dentro dos

mesmos sistemas. Por exemplo, nos sistemas de freestall ¢ indicada a utilizagdo de limpeza
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mecanica automatizada (DOERFLER et al., 2018). Contudo, nem todas as UP’s dispunham
deste equipamento, resultando em um numero menor de limpezas por dia, propiciando um
ambiente de maior risco a mastite (DEVRIES et al., 2012; DOERFLER et al., 2018; SOUZA;
MARIA; PINHO, 2015). ECKELKAMP et al. (2016) avaliaram a limpeza e saude do ubere de
vacas em sistema de freestall com cama de areia e em sistema de compostagem com cama e
concluiram que, quando gerenciado adequadamente, os dois sistemas sao semelhantes.

No caso dos confinamentos do tipo compost barn, as diferengas entre as UP’s ndo
foram menos expressivas. No caso da infraestrutura, a drea por vaca, o sistema de ventilagdo e
a area de alimentacao (dentro ou fora da area de cama) pode ter influenciado os resultados. Em
ambos os casos, a demanda energética ¢ elevada. O sistema de freestall, para um bom manejo,
necessita scraper operando dia e noite, assim como, no sistema de compost barn, a ventilagao
¢ utilizada o ano inteiro para auxiliar na secagem e aeragdo da cama como no conforto térmico
dos animais (ADAMS et al., 2017; FERNANDEZ et al., 2020; HEINS et al., 2019; LESO et
al., 2020; OLIVEIRA et al., 2019).

Em relagdo a sala de ordenha, os estabelecimentos de sistemas de producao de leite
em confinamento, foram os que dispunham de melhor infraestrutura. Todos eles com sistema
de ordenha canalizada e sala de ordenha em formato de espinha de peixe e alguns com piso
emborrachado na sala de ordenha. Em relagdo aos cuidados e manejo da ordenha apresentaram
variagdo, o que deve ter influenciado nos resultados. Também os cuidados com a satide do ubere
e tipo de medicacao utilizada apresentou diferencas. Dois dos estabelecimentos estudados (um
freestal e um compost barn) utilizavam exclusivamente produtos homeopaticos para prevengao
e tratamento da mastite.

A disparidade no tamanho dos rebanhos e niimero de rebanhos entre os diferentes
sistemas ¢ uma limitagao deste estudo, no entanto, essa limitacao reflete a realidade da regido.
Devido ao presente estudo ser focado na prevaléncia e fatores associados a mastite nao podemos
afirmar que os resultados representam associacdes causais entre as variaveis testadas e a
mastite. Porém, mais uma vez ficou evidenciado que a limpeza e a higiene das instalagdes de
ordenha sdo importantes para se reduzir a ocorréncia e a disseminacao da mastite, especialmente

areas pos-ordenha (KAPPES et al., 2020).
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4.6 CONCLUSAO

Nas condi¢des do presente estudo, os rebanhos confinados apresentaram maior
prevaléncia de mastite que os rebanhos com acesso a pasto. Independentemente do nivel
tecnologico, todos os estabelecimentos estudados careciam de estratégias claras para o controle
e monitoramento de mastite. Os fatores maiores paridade, prevaléncia de mastite clinica e
sujidade na area pods-ordenha, mostraram associacdo com maior prevaléncia de mastite

subclinica, independente do sistema.
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5 CAPITULO II - IDENTIFICACAO E SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA
DE BACTERIAS DE LEITE ISOLADAS DE DIFERENTES SISTEMAS
PRODUTIVOS

5.1 RESUMO

Os animais de producdo tém sido reconhecidos como reservatérios de bactérias
resistentes a antibioticos. A prevaléncia da resisténcia esta relacionada ao tamanho de rebanho
e intensividade do sistema produtivo. O Brasil ¢ um dos hotspots emergentes de resisténcia
bacteriana, estando associada também a produgdo animal. Desse modo, nosso objetivo foi
avaliar o perfil de resisténcia de patdogenos causadores de mastite subclinica e a relagao do status
de resisténcia no nivel de fazenda com sistemas produtivos em diferentes intensidades de
producao. Amostras de leite de vacas diagnosticadas com mastite subclinica foram coletadas
de fazendas em manejo agroecologico, baixo insumo, alto insumo e confinamentos Freestall e
Compost barn. O isolamento e a identificacdo microbioldgica dos agentes etiologicos foram
realizados, seguido dos testes de susceptibilidade aos antibidticos usando o ensaio de disco-
difusdo. Os principais agentes isolados foram Streptococcus spp. (n=54, 30,5%) e
Staphilococcus-coagulase positivos (SCP) (n=54; 30,5%). O nivel de resisténcia a antibioticos
foi 99,43%, sendo maior a Sulfametazina (80,2%), Gentamicina (29,37%), Penicilinas
(29,37%), Oxacilinas (28,82%) e Ampicilinas (26%). A multirresisténcia (MDR) foi
encontrada para todos os agentes e todos os sistemas (39,54%). Sistema de producao (p=0.26)
e fazenda (p=0.24) ndo apresentaram efeito significativo sobre a porcentagem de resisténcia das
amostras. Portanto, a intensificacdo da producdo pode nao resultar em aumento nas taxas de
resisténcia antimicrobiana na cadeia produtiva do leite, devendo-se avaliar demais fatores
ambientais. Destacamos os altos niveis de multirresisténcia encontrados, mesmo em bactérias
até entdo consideradas como patdégenos menores, o que sinaliza um alerta sobre bactérias

ambientais como potenciais transmissoras de genes de resisténcia no ambiente.

5.2 INTRODUCAO

A ampla utilizagdo das mesmas classes de antibidticos, tanto para a saide humana
como animal, vem despertando preocupacao das principais organizagdes internacionais como

a Organizacao Mundial de Saude (OMS), a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) e a
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Organizag¢ao das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagao (FAO). O uso crescente e
descontrolado dos antimicrobianos na producao animal, na forma de aditivos alimentares e uso
profilatico, para aumento de produtividade e manutencdo da saide, ¢ um tema que de fato
preocupa pela resisténcia bacteriana envolvida e pelo impacto negativo na satide humana e
animal. A OMS alerta que a resisténcia bacteriana atinge niveis crescentes em varias partes do
mundo, podendo ser a proxima pandemia que a humanidade ird enfrentar. Para algumas
circunstancias ja estdo relatadas poucas opcdes disponiveis de tratamentos eficazes para
infeccdes comuns (WHO, 2014).

Em uma revisdo sistematica de prevaléncia da resisténcia antimicrobiana (RAM) em
animais e seus produtos em paises em desenvolvimento, VAN BOECKEL et al. (2019)
reportaram o Brasil como um dos hotspots emergentes de resisténcia para as bactérias
investigadas (E. coli, Campylobacter spp., Salmonella ndo tifoide, Salmonella spp. e S. aureus),
comumente associadas a producao animal. Neste estudo, as maiores taxas de resisténcia foram
observadas nas classes mais usadas na produgdo animal: tetraciclinas, sulfonamidas e
penicilinas (VAN BOECKEL et al., 2019). Para a preservagao da efetividade dos antibioticos,
essenciais na medicina humana, seguindo as orientagdes da OMS, foi preconizada no Brasil
pela Secretaria de Defesa Agropecuaria (DAS), a restricdo completa de todas as classes de
antimicrobianos importantes na medicina humana, em uso na alimentagdo animal (Portaria n
171 de 2018, IN n 1 de 2020). Nos EUA, apenas duas classes de antimicrobianos estao
representadas entre os produtos comercialmente disponiveis que sdo aprovados pela Food and
Drug Administration (FDA): B-lactamicos (amoxicilina, ceftiofur, cefapirina, cloxicilina,
hetacilina e penicilina) € uma lincosamida (pirlimicina) e ndo ha antimicrobianos autorizados
para o tratamento sistémico da mastite; no entanto, o uso extra-bula de alguns antibioticos €
permitido sob supervisao veterinaria (RUEGG, 2017).

Em termos de producao animal, a producdo intensiva ¢ mais comumente associada
com o crescente surgimento de bactérias resistentes (MANYI-LOH et al., 2018;
KALUPAHANA et al., 2019). Por exemplo, a prevaléncia de Staphylococcus aureus resistente
a meticilina associada aos rebanhos (LA-MRSA) em criagdes de suinos convencionais na
Holanda, ¢ cerca de 71% (VAN DE VIJVER et al., 2014), enquanto em rebanhos menores ¢ ao
ar livre, a prevaléncia no nivel de fazenda ¢ em torno de 10% (KALUPAHANA et al., 2019).
Em sistemas de produgdo organica, o uso de antibioticos ¢ bastante restrito pelos orgaos
regulamentadores no mundo todo e, portanto, espera-se que o nivel de resisténcia nestes

rebanhos também seja menor do que nos convencionais (TIKOFSKY et al., 2003).
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Até o surgimento de superbactérias resistentes a antibioticos, ndo se dava importancia
epidemiologica a exploragdo industrial de animais, ja que essas bactérias eram associadas
apenas as infecgoes hospitalares, a exemplo de S. aureus meticilina resistentes (MRSA). O
reconhecimento de animais de produ¢do como extenso reservatorio dessas cepas (LA-MRSA)
¢ relativamente recente, mas ja registrado no mundo todo (VOSS et al., 2005; CUNY et al.,
2015; SCHULZ et al., 2018), cuja prevaléncia também ¢ relacionada ao tamanho de rebanho
(GRAVELAND et al., 2011) e intensividade do sistema produtivo (CUNY et al., 2012;
FEINGOLD et al., 2012).

Investigacdes em fazendas leiteiras encontraram 47% de resisténcia a oxacilina e taxas
menores para penicilina (23.3%) e tetraciclina (15.8%), em isolados de Staphylococcus
coagulase-negativo (SCN) no leite, dos quais 15% foram multirresistentes (FREY et al., 2013).
Portanto, essas espécies sao potenciais reservatorios para genes de resisténcia, que podem ligar
espécies  estafilococicas colonizadoras de hospedeiros as bactérias ambientais
(SCHOENFELDER et al.,, 2017). E provavelmente impossivel evitar a transferéncia de
resisténcia entre patogenos (bem como 0s comensais proximos evolutivos), uma vez que
compartilham habitats e, quase sempre, relacionados filogeneticamente (BENGTSSON-
PALME et al., 2017). Entdo, ¢ importante se conhecer a distribuicdo de RAM entre patdogenos
considerados inofensivos ou oportunistas, como sao conhecidos os estafilococos coagulase-
negativos (SCN). Essas espécies, apesar de reconhecidas como colonizadoras naturais e
exercerem efeito protetor, por vezes, estdo envolvidas em mastites clinicas e subclinicas de
rebanhos leiteiros (IDF, 2017). A ocorréncia dos mesmos genes de resisténcia nos SCN e S.
aureus sugere uma troca genética continua entre LA-MRSA e outros estafilococos cujas forgas
motrizes no nicho ecologico do ambiente agricola ainda s3o pouco conhecidas
(SCHOENFELDER et al., 2017). Dessa forma, entende-se porque infecgdes persistentes sao
cada vez mais frequentes nos rebanhos, causando grandes perdas econdmicas e prejuizo ao
bem-estar animal, muitas vezes decorrentes do consumo inadequado de antibidticos. No Brasil,
PIZAURO et al. (2019), investigaram amostras de leite de bufala e sugeriram que os isolados
de SNC podem ndo ser uma causa significativa de mastite clinica ou mesmo subclinica nessa
espécie, mas podem ser um reservatorio de viruléncia e genes de resisténcia aos antibidticos.

Diante disso, o monitoramento da resisténcia antimicrobiana no nivel de fazenda, em
diferentes sistemas de criacdo, ¢ o primeiro passo para identificar a resisténcia emergente em
rebanhos leiteiros e ¢ fundamental para o embasamento de estratégias de mitigacdo do
problema, como a transicdo para uma producdo animal sustentavel e uso racional de

antimicrobianos. Com esse objetivo, nesse estudo avaliamos o perfil de resisténcia de patdgenos
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causadores de mastite subclinica ¢ a relagdo do status de resisténcia no nivel de fazenda, com
sistemas produtivos em diferentes intensidades de producao, i.e., agroecologico, baixo insumo,

alto insumo e confinamentos Freestall e Compost barn.

53 MATERIAL E METODOS

5.3.1 Seleciao das Unidades de Producido (UP) e amostragem de leite

O estudo foi realizado em rebanhos leiteiros distribuidos em 16 municipios do Oeste
do estado de Santa Catarina, Brasil. Os procedimentos deste estudo foram realizados de acordo
com as diretrizes do Comité de Etica em Pesquisa com Animais (Protocolo n® CEUA n°
7488201117) da Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil. Os produtores convidados a
participar da pesquisa foram contatados por pessoas que realizam assisténcia técnica e social
(ATES) na érea de estudo. Os critérios de inclusdo utilizados para o recrutamento das Unidades
de Producao foram os seguintes: a) enquadramento nos sistemas de producao estudados; b)
disponibilidade e consentimento para participar do estudo; c) facilidade de acesso. Foram
visitadas 74 UP durante 2016 e 2017, porém, a amostragem de leite desse estudo ¢ referente a
47 dessas, porque foram utilizadas somente as amostras que tiveram crescimento bacteriano e
identificacao do agente.

As unidades de producdo visitadas adotavam diferentes sistemas de manejo a base de
pasto e confinamento. As seguintes tipologias de sistemas de manejo para produgdo de leite,
adaptadas de BALCAO et al. (2017) e KUHNEN et al. (2015), mais os sistemas confinados,

foram considerados:

A. Manejo a base de pasto com principios agroecologicos (organicos e/ou em transi¢ao
para certificacdo organica), denominado ‘“agroecoldgico”: Estas UP’s possuem
pastagens manejadas sob o sistema de Pastoreio Racional Voisin (MACHADO, 2010).
O manejo sanitario ¢ restrito a utilizagdo de produtos e insumos permitidos pela
legislacdao de organicos (MAPA, 2011). 21UP representam esse sistema, com tamanho
médio dos rebanhos ¢ de 11 vacas em lactagdo, com predominancia de ragas mistas.

B. Manejo a base de pasto com baixa utilizagao de insumos industriais, denominado “pasto
baixo insumo”: Este sistema de manejo ¢ considerado o mais antigo e tradicional na
regido. Em alguns casos sao produtores sazonais, conforme a disponibilidade forrageira.

Geralmente utilizam pastagens naturais permanentes, com pequenas areas de pastagens
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artificiais e a quase auséncia do uso de fertilizantes. Suplementam os animais
esporadicamente em situagdes de escassez de pastagens. Possuem instalagdes simples
em muitos casos adaptadas e aproveitadas de outras atividades. 23 UP representam esse
sistema, com tamanho médio dos rebanhos de 13 vacas em lactagdao, com predominancia
de racas mistas.

C. Manejo a base de pasto com alta utilizagdo de insumos industriais, denominado “pasto
alto insumo”’: Os produtores deste sistema utilizam tecnologias dependentes de insumos
industriais, como pastagens temporarias de elevada produtividade (pastagens anuais de
inverno e de verdo) e seguem recomendacdes técnicas convencionais do uso de
fertilizantes de sintese quimica e agrotdoxicos. Os animais sdo suplementados
praticamente o ano inteiro com silagem e concentrado. 21 UP representam esse sistema,
com tamanho médio dos rebanhos de 17 vacas em lactacdo, com predominancia da raga
holandés.

D. Sistema de manejo em confinamento — tipo estabulagdo livre (freestall): Geralmente
adotado por produtores oriundos do sistema “pasto alto insumo” que buscam ampliar
sua escala de producao. Quatro UPs representam esse sistema, com tamanho médio dos
rebanhos de 56 vacas em lactagdao, com predominancia de racas holandés.

E. Sistema de manejo em confinamento — tipo compostagem em galpdo (compost barn): E
o sistema mais recente € em maior expansao na regido de estudo. Como em outras
regides do mundo ¢ considerado uma alternativa ao freestall. Cinco UP representam
esse sistema, com tamanho médio dos rebanhos de 53 vacas em lactacdo, com

predominancia da raga holandés.

Durante as visitas as UP, foi realizado acompanhamento de ordenha e foram
examinadas todas as vacas em lactagdo. A mastite clinica foi avaliada por inspe¢do das vacas
dirigida a determinar o estado geral do animal e sinais especificos de inflamagdo no ubere
(edema, dor) e avaliagdo dos trés primeiros jatos de leite. A mastite subclinica foi avaliada
usando o reagente California Mastitis Test (CMT) (SCHALM; NOORLANDER, 1957) e sua
interpretagdo foi realizada considerando-se positivas as amostras que tiveram formagao de gel
e negativas para as que nao tiveram reacdo (RADOSTITS et al., 1994). Todos os quartos com
CMT positivos tiveram amostras de leite coletadas, individual e assepticamente, e casos de

mastite clinica ndo foram coletados.
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5.3.2 [Exames bacteriologicos

As amostras de leite foram inoculadas em placas de dgar-sangue, que foram divididas
em 6 quadrantes. Uma al¢a de 10uL foi usada para espalhamento e as amostras foram incubadas
por 24 a 72h a 37°C e examinado quanto ao crescimento bacteriano. Culturas puras foram
examinadas em busca de caracteristicas morfologicas, de coloracdo e, se necessario repique em
outra placa. Os estafilococos, em particular, foram diferenciados em S. coagulase positiva
(SCP) e negativa (SCN) de acordo com a morfologia das colonias no agar-sangue (sangue de
ovelha desfibrinado a 5%, Laborclin), coloragdo de Gram, producao de catalase e coagulase em
lamina utilizando plasma de coelho (Quinn et al, 2005). As amostras foram criopreservadas em
tubos de 1,5mL, utilizando meio crioprotetor (5% de sacarose, 0,6% de glutamato e 2,5% de

caseina peptona).
5.3.3 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos

Foi possivel realizar o isolamento e identificagdo dos agentes em 177 amostras, as
quais foram submetidas aos antibiogramas. Para o teste de sensibilidade aos antimicrobianos os
isolados foram revividos por subcultura em agar-sangue a 35°C por 24h. Os isolados foram
testados conforme descricdio do NCCLS (2003), quanto a sua suscetibilidade a 16
antimicrobianos diferentes, incluindo 2 associagdes. As classes dos antimicrobianos avaliados
foram B lactamicos: Penicilinas (ampicilina e oxacilina) e Cefalosporinas (cefalexina, ceftiofur,
cefalotina), Aminoglicosideos (neomicina e gentamicina), Sulfonamideos (sulfametazina,
trimetoprina), Macrolideos (eritromicina), Quinolonas (ciprofloxacina), Fluorquinolona
(enrofloxacina) Glicopeptideos, Tetraciclinas e Lincosamidas (clindamicina). Resumidamente,
os discos de antimicrobianos foram pressionados suavemente para garantir o contato com a
superficie de agar Mueller-Hinton inoculada com as suspensdes bacterianas ajustadas ao padrao
de turbidez de 0,5 da escala McFarland e incubadas a 35°C por 18 a 24h. Apos esse tempo, as
placas foram examinadas e as zonas de inibi¢do foram medidas e interpretadas de acordo com
a tabela do fabricante (Laborclin) como suscetiveis, intermediadrios ou resistentes. Apos, as
categorias suscetivel e intermediario foram agrupadas, de forma que se obteve somente duas
categorias: suscetivel e resistente. Foram consideradas multirresistentes (MDR) as amostras
que fossem fenotipicamente resistentes a 3 ou mais grupos de agentes antimicrobianos

(SCHWARZ et al., 2010).
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5.3.4 Analise estatistica

A informagdo da porcentagem de antibidticos resistentes para cada amostra foi
utilizada como variavel resposta na analise estatistica para verificar possiveis diferengas no
perfil de resisténcia considerando os sistemas e agentes estudados. A analise de variancia foi
realizada considerando como variaveis dependentes o sistema, o agente, a propriedade aninhada
em sistema e as interagdes. As médias das varidveis que apresentaram-se significativas na
analise de variancia foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de probabilidade de 5%.
Todas as analises foram realizadas utilizando programa computacional R (R Core Team, 2020).
Para a analise estatistica nao foi considerada as amostras em que o agente foi identificado como

Prototheca spp.

54 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1 Principais agentes identificados na mastite subclinica

Nesse estudo investigamos a resisténcia a antimicrobianos (RAM) de quatro grupos
de bactérias isoladas de mastite subclinica de vacas leiteiras, i.e., Staphylococcus coagulase
positiva (SCP), Staphylococcus coagulase negativa (SCN), Corineformes e Streptococcus spp.
Cabe destacar que o perfil bacteriano encontrado nesse estudo se pode atribuir, em parte, ao
viés metodologico, devido as mastites clinicas estarem em tratamento no momento das coletas.
Desse modo, foram obtidas somente amostras de mastites subclinicas, resultando no isolamento
das espécies mais frequentes nesses tipos de mastite. Foi possivel fazer a identificagdo
microbiologica e antibiograma de 177 amostras, nas quais os agentes Streptococcus spp. (n=>54,
30,5%) e Staphilococcus-coagulase positivos (SCP) foram os mais comumente isolados (n=54;
30,5%), seguidos por Staphilococcus-coagulase negativos (SCN; n=35; 19,8%) e Corineformes
(n=32; 18,1%). A Prototheca spp. foi isolada de 2 amostras (1,1%) de um estabelecimento do
sistema Compost barn (Tabela 8).

A 1mportancia das espécies SCP e Streptococcus nas mastites clinicas e subclinicas,
contagiosas € ambientais, ja € bem conhecida e estudada (MONISTERO et al., 2018; TIAN et
al., 2019). Portanto, destacaremos aqui a alta prevaléncia de SCN encontrada nesse estudo, o
que corrobora com outros que tem demonstrado a emergéncia dessa categoria como patdogeno
(DE VISSCHER et al., 2017). Atualmente eles representam os patdgenos intramamarios mais

prevalentes nas mastites subclinicas (JENKINS et al., 2019). Apesar da menor patogenicidade,
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essas espécies podem causar infecgdes persistentes (VANDERHAEGHEN et al., 2014;
JENKINS et al., 2019) ao contrario do que se acreditava hd muito tempo. Da mesma forma, ha
controvérsias com relagdo ao papel das bactérias Corineformes na etiologia da mastite
(LANGONI et al., 2017). Nao pretendemos discutir aqui a capacidade desses patdgenos
menores em proteger ou ndo da invasdo de patdgenos maiores, mas destacar sua importancia
como agentes de infecgdes subclinicas e seu papel na propagacdo de resisténcia aos
antimicrobianos. Nesse trabalho também confirmamos a alta contagiosidade dessas espécies,
como ja descrito por LANGONI et al. (2017), o que indica manejo sanitario inadequado,
independente do sistema de producdo. A presenga de Prototheca spp. também causa
preocupacdo porque, apesar da baixa prevaléncia, essa espécie € extremamente resistente a

antibioticoterapia, resultando geralmente no descarte do animal (JAGIELSKI et al., 2017).



64

Tabela 8. Principais agentes isolados de leite de vacas diagnosticadas com mastite
subclinica e % de resisténcia a antibioticos (N=177) de fazendas com diferentes tipos de
manejos.
Antimicrobianos Agentes etiologicos da mastite®
Streptococcus SCp® SCNe Corineforme Prototheca Resisténcia total
Spp.
(n*=54, (n=54, (n=35, (=32, (=2, 1,1%)
30,5%) 30,5%) 19,7%) 18,1%)
Resistencia
N % n % n % n % n % n %
Ampicillina 10 18,5 14 259 7 20 14 438% 2 100 47 26,5%
Cefhalexina 8 14,8 6 11,1 3 86 9 281% 2 100 28 15,8%
Cefalotina 0 0 2 3,7 2 57 6 18,8% 2 100 12 6,8%
Ciprofloxacina 4 7,4 5 9,3 2 57 4 12,5% 2 100 17 9,6%
Clindamicina 15 27,8 5 9,3 7 20 13 40,6% 2 100 42 23,7%
Enrofloxacina 2 3,7 8 148 3 8,6 6 18,8% 2 100 21 11,9%
Eritromicina 7 13 7 13 6 17,1 8 250% 2 100 30 16,9%
Gentamicina 21 38,9 13 241 7 20 9  28,1% 2 100 52 29,4%
Neomicina 11 20,4 6 1,1 4 114 10 31,3% O 0 31 17,5%
Oxacillina 16 29,6 10 18,5 7 20 15 469% 2 100 50 28,2%
Penicillina 13 24,1 15 278 7 20 15 469% 2 100 52 29,3%
Pen+Neo 6 11,1 1 1,9 3 86 4 12,5% 0 0 14 7,9%
Sulfametazina 39 72,2 45 833 30 857 26 81,3% 2 100 142 80,2%
Tetraciclina 17 31,5 4 7,4 9 257 2 6,3% 2 100 34 19,2%
Trimetroprina 5 93 5 9.3 2 57 7 21,9% 0 0 19 10,7%
Sulfa-+trimet 0 0 0 0 1 29 6 18,8% 2 100 9 5,1%

aNtmero de isolados e porcentagem por agentes; °SCP: Staphylococcus Coagulase Positivo; °SCN: Staphylococcus
Coagulase Negativo.

5.4.2 Nivel de resisténcia aos antimicrobianos

O nivel de resisténcia a antibidticos foi muito alto (99,43%). Apenas uma amostra, das
177 testadas, apresentou sensibilidade a todos os antibidticos testados, as demais apresentaram
resisténcia ao menos um dos antibioticos. A maior porcentagem de resisténcia antimicrobiana
foi encontrada em Sulfametazina (n=142, 80,2 %), seguidos de Gentamicina (n=52; 29,37%),
Penicilinas (n=52; 29,37%), Oxacilinas (n=50; 28,82%) ¢ Ampicilinas (n=47; 26%). Para
Sulfametazina, os dois agentes de maior prevaléncia foram Streptococcus spp. € Staphylococcus
coagulase positiva (Tabela 1). Os antimicrobianos que apresentaram sensibilidade acima de
90% foram SUT (Sulfa+Trimetoprina) (n=168; 94,91%), CFL (Cefalotina) (n=165; 93,2%) e
PNM (Penicilina+Neomicina) (n=163; 92,1%).

Em relagdao a sensibilidade por agentes observamos que todas as amostras de
Streptococcus spp. foram sensiveis a SUT e CFL e todas as amostras de S. Coagulase Positiva

foram sensiveis ao SUT (Tabela 1). Diferentemente dos agentes S. Coagulase Negativa e

Corineformes que tiveram amostras resistentes em todos os antibidticos testados (Tabela 1). O
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antibiotico Tetraciclina foi o mais sensivel para o grupo dos Corineformes. As duas amostras
de Prototheca spp. apresentaram sensibilidade a neomicina, trimetropima e
penicilina+neomicina, sendo resistentes a todos os demais antimicrobianos (Tabela 1). O grupo
dos Corineforme foi resistente em média a 32,4% dos antibidticos testados, seguido dos SCN
(20,1%). Ja Streptococcus (17,8%) e SCP (16,9%) ndo diferiram quanto a resisténcia (p>0,05).

A pronunciada resisténcia a sulfametazina nesse estudo, tdo maior em comparagao aos
demais principios ativos, leva a suspeitar de sua maior frequéncia de uso. De fato, o relatorio
de monitoramento de residuos no leite do PAMVET (ANVISA, 2009) revelou a presenca de
neomicina, sulfadimetoxina, sulfatiazol e sulfametazina em amostras coletadas no estado de
Santa Catarina, indicando que esses medicamentos sdo de uso frequente e, muitas vezes,
inadequado. Alguns autores descrevem associacao entre frequéncia de uso e RAM. FREITAS
et al. (2005), por exemplo, verificaram alto nivel de resisténcia a gentamicina principalmente
no municipio onde este antibidtico era mais frequentemente utilizado para tratar os animais com
mastite. SANTIAGO-NETO et al. (2014) observaram que vacas com trés a quatro anos tiveram
13,7 vezes mais chances de ter estafilococos coagulase-positivo multirresistentes em
comparagdo com mais jovens. Para esses autores, o tempo de exposicao a agentes infecciosos
e consequentes terapias sugere uma maior chance de colonizacdo do Ubere por patdgenos
resistentes devido a pressao de selecdo repetida durante a vida. Em escala mundial, VAN
BOECKEL et al. (2019) mapearam as tendéncias nas taxas de resisténcia antimicrobiana entre
animais para alimentagcdo em paises de baixa e média renda e encontraram um aumento global,
entre 2000 e 2018, na propor¢cao de compostos antimicrobianos que mostraram resisténcia
superior a 50 por cento (P50). Esses autores observaram maiores taxas de resisténcia nas classes
de antimicrobianos mais comumente usadas na produgdo animal: tetraciclinas, sulfonamidas e
penicilinas, evidenciando mais uma vez a associacdo entre frequéncia de uso e aumento de
RAM.

Os demais antimicrobianos testados no nosso estudo tiveram taxas consideradas baixas
(até 10%) e moderadas (até 30% de resisténcia) (Tabela §), porém, cabe salientar que alguns
desses, como ciprofloxacina, eritromicina e gentamicina, sao classificados como criticamente
importantes para a medicina humana (WHO, 2016). Portanto, estes devem ser utilizados com
maior restri¢do em animais. Também € preciso contextualizar a forma como os antimicrobianos
sdo administrados nos estabelecimentos rurais. A priori, o tratamento ¢ iniciado empiricamente
pelos produtores, sem diagndstico microbiologico, priorizando antimicrobianos de amplo
espectro (LANGONI et al., 2017). Nessa realidade, os niveis de resisténcia aqui encontrados

dificultam enormemente os tratamentos, uma vez que 99% das amostras foram resistentes a um
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ou mais antibidticos. Na pratica, isso resulta em grande chance de uso de antimicrobianos
ineficazes e/ou aumento na dosagem dos mesmos, ou seja, uma bola de neve em dire¢ao ao
desenvolvimento de RAM. Somando-se a isso, atualmente sabe-se que ha uma correlagdo
positiva entre o uso de antibioticos de amplo espectro e maiores proporgdes de bactérias
resistentes (HUGHES, 2014; PAHARIK et al., 2017), o que torna essa estratégia cada vez mais
questionavel. Portanto, por mais que geralmente exista algum antibidtico que funcione, na
pratica, essas taxas de resisténcia constituem um problema tanto econdmico, ambiental e de

saude humana e animal.

5.4.3 Resisténcia antimicrobiana nos diferentes sistemas de producio

Sistema de producao (p=0,26) e fazenda (p=0,24) ndo apresentaram efeito
significativo sobre a porcentagem de resisténcia das amostras (Figura 1). Houve efeito
significativo entre agentes (p=0,005) sobre o niimero de amostras resistentes, enquanto as
interacdes ndo foram significativas (p>0,05). O fato de ndo encontramos diferencas na RAM
entre os sistemas de producao sugere, a exemplo de outros estudos (LOO et al., 2019), que o
uso de antimicrobianos pode ndo ser o Unico fator que causa o surgimento de RAM em animais,
pelo menos nao diretamente observavel, especialmente na espécie bovina. Em uma revisao
sistematica TANG et al. (2017) encontraram uma associacdo entre as intervengdes que
restringem o uso de antibidticos e a redugdo na prevaléncia de bactérias resistentes a
antibidticos. Entretanto, essas estimativas pareceram mais fortes quando a intervengao foi
direcionada a suinos e aves do que para bovinos. Segundo os autores, as praticas de criagao de
suinos e aves sao geralmente mais intensivas (com maior nimero de animais e potencialmente
maior uso de antibidticos), e a administracdo de antibidticos nessas espécies tende a ser no
rebanho, ndo no animal individual como ocorre em bovinos. Portanto, as intervengdes na
suinocultura e na avicultura provavelmente resultardo em maiores reducdes gerais no uso de

antibioticos do que em bovinos (TANG et al., 2017).
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Figura 1. Porcentagem de amostras resistentes para cada agente isolado nos diferentes sistemas
avaliados.
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Outra possibilidade ¢ que como o uso de antimicrobianos ndo foi quantificado no
presente estudo (os produtores ndo costumavam anotar € consideramos 0s poucos registros nao
confiaveis), esse resultado tenha decorrido da falta de homogeneidade no uso dentro dos
sistemas produtivos. Porém, um estudo que investigou exatamente essa quantificagao encontrou
algumas fortes associagdes entre o tipo de rebanho e o status de suscetibilidade, mas outras ndo
(POL; RUEGG, 2007). Da mesma forma, um efeito dose-resposta entre a exposi¢cao aos
antimicrobianos e a suscetibilidade foi observado para algumas combinagdes patogeno-
antimicrobiano, mas a exposi¢cdo a outros medicamentos antimicrobianos comumente usados
para prevencao e tratamento da mastite nao foi associada a resisténcia (POL; RUEGG, 2007).
Por outro lado, a maioria dos isolados obtidos de ambos os tipos de fazenda (Organico e
Convencional) foram inibidos na concentragdo mais baixa de todos os B-lactdmicos (POL;
RUEGG, 2007), o que nos leva novamente a pensar que os resultados sao influenciados por
esferas de decisao maiores, em nivel de programas nacionais de uso de antimicrobianos. Por
exemplo, enquanto nos Estados Unidos, desde 2006, sdo utilizadas apenas 2 classes de
antimicrobianos que incluem 6 ou 7 produtos intramamarios que contém [-lactamicos e 1
produto que contém pirlimicina (OLIVEIRA; RUEGG, 2014), no Brasil existem 166 produtos
veterinarios comerciais para o tratamento da mastite (RABELLO et al., 2020).

Temos também que considerar que reduzir o consumo de um antibidtico pode atrasar
o desenvolvimento da resisténcia aos antibidticos, mas nao reverté-la. Em uma revisao sobre o
impacto de intervencdes no uso de antimicrobianos em comunidades humanas, SUNDQVIST

(2014) nao encontrou evidéncias sustentadas de reversao de RAM apos diminui¢do do uso e
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ressalta que o potencial de reverter a resisténcia por meio da reducdo do uso de antibidticos
dependera do custo de adaptagdo do mecanismo de resisténcia, do potencial epidémico da
bactéria/cepa e da via de transmissdo da espécie. Esse autor conclui que podemos ter
superestimado a utilidade de uma estratégia para reverter a resisténcia antimicrobiana com base
no custo adaptativo da resisténcia, ao mesmo tempo em que subestimamos os efeitos
conservadores da resisténcia associada e a importancia fundamental da disseminagado clonal de
clones suscetiveis e resistentes. E coerente, evolutivamente, que fatores de resisténcia que
chegam as espécies patogénicas provavelmente evoluiram no sentido de transmitir muito pouco
custo de adequacao a seus hospedeiros e, portanto, serdo dificeis de eliminar das populagdes de

patogenos (BENGTSSON-PALME et al., 2017).
5.4.4 Multirresisténcia antimicrobiana

A quantidade encontrada de isolados multirresistentes (MDR) foi o resultado mais
grave e surpreendente dessa pesquisa. A multirresisténcia (MDR) foi encontrada para todos os
agentes ¢ todos os sistemas de produgdo (Figura 2). Setenta (39,54%) dos 177 isolados
examinados apresentaram multirresisténcia, ou seja, foram resistentes a trés ou mais classes de
antibioticos testados. Das amostras testadas, 9 apresentaram resisténcia a todas as classes de
antibidticos (5%). Os agentes bacterianos que apresentaram maior percentual de

multirresisténcias foram Streptococcus spp., seguidos de SCP e Corineformes.
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Figura 2. Porcentagem de multirresisténcia® microbiana dos agentes isolados em cada sistema de

produgdo.
* Foi considerada multirresistente a apresentacdo de resisténcia a 3 ou mais classes de antibidticos
(SCHWARZ, et al.,2010).

Essas taxas estdo acima do encontrado na literatura internacional. BOIREAU et al.,
(2018), por exemplo, relataram multirresisténcia em 2,4% para SCP e 9,9% para S. Uberis,
entre 2006 ¢ 2016, na Franga. Tais resultados podem estar relacionados as politicas de uso de
antimicrobianos que diferem substancialmente entre paises. Enquanto o Brasil esta classificado
pela FAO/OMS/OIE no nivel 2 em monitoramento de antimicrobianos, com um plano de acao
ainda em desenvolvimento, outros paises, como China e Estados Unidos, encontram-se no nivel
5, com um plano de acdo em andamento (RABELLO et al., 2020). De fato, o Brasil ¢ o terceiro
maior consumidor mundial de antimicrobianos para a produg¢do animal e, especialmente a
regido estudada, estd entre as regides consideradas como pontos criticos emergentes de RAM
no mundo (VAN BOECKEL et al., 2019).

Em uma revisdo exaustiva sobre resisténcia antimicrobiana em animais de producdo
no Brasil, RABELLO et al. (2020) também encontraram altos indices de MDR, em aves e
suinos indices bem maiores do que em bovinos mas, mesmo dentro das espécies, grande
variacdo entre regioes, no periodo de tempo investigado (2009-2019). Esses autores relatam a
escassez de pesquisas sobre os perfis de susceptibilidade antimicrobiana dos SCN, mas os
poucos artigos encontrados mostram taxas de resisténcia semelhantes aos SCP, como o
encontrado no presente trabalho. Da mesma forma, os principios ativos aqui descritos como
mais eficazes (quinolonas e trimetoprima/sulfametoxazol) também estdo de acordo com o

reportado na revisao de RABELLO et al. (2020).
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A alta multirresisténcia encontrada no presente estudo, principalmente em bactérias
consideradas comensais, como as SCN, levanta também a importancia como reservatorios de
resisténcia que essa espécies representam. Genes de resisténcia antimicrobiana podem ser
transferidos entre espécies, via transferéncia horizontal de genes (THG), e a superexpressao
desses genes pode conferir resisténcia a multiplas drogas e até desinfetantes (HASSANZADEH
et al., 2020). TOTH et al. (2020) identificaram genes de resisténcia antimicrobiana de varias
classes bacterianas em amostras de leite cru vendidos em mercados publicos de Budapeste.
Portanto, a THG ¢ um fendmeno que pode desempenhar um papel importante no
desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana de patégenos em humanos e animais.

Por fim, a presenca de residuos de antibidticos no meio ambiente desencadeia mutagao
bacteriana favorecendo a resisténcia por pressao seletiva. Genes resistentes a antibidticos sao
disseminados no ambiente, como solo e aguas, com potencial de troca entre bactérias
ambientais e patogénicas. RIESENFELD et al. (2004) identificaram clones em amostras de solo
que expressavam resisténcia a aminoglicosideos e a tetraciclina, indicando que as bactérias do
solo sao um reservatorio de genes de resisténcia a antibidticos com maior diversidade genética
do que se sabia até entdo. XIAO et al. (2016) encontraram uma grande diversidade de genes de
resisténcia a antibioticos (ARGs) em solos de arroz na China, sendo os genes de resisténcia a
multiplas drogas o tipo mais dominante em todas as amostras. RICE et al. (2020) revisaram
estudos em aguas residuais ambientais e também encontraram predominancia de ARGs para
tetraciclinas e multidrogas.

As evidéncias aqui apresentadas demonstram que sistemas mais sustentaveis, como a
producdo organica, sdo estratégias que devem ser adotadas para a redugao e alternativas ao uso
de antibidticos, mas, individualmente, sdo insuficientes para combater o problema da
resisténcia aos antibioticos e apontam para a necessidade de se tratar esse tema dentro de uma
perspectiva holistica, que enfatize as conexdes entre humanos, animais € o ambiente. Nesse
sentido, SO et al. (2015) relatam as falhas nas solugdes domésticas de alguns paises ao problema
e defendem que um acordo internacional, dentro da abordagem “One Health”, ajudaria a
garantir uma coordenacao global necessaria, que integre coleta de dados de vigilancia,
monitoramento, fiscalizacao, pesquisa, assisténcia técnica e financiamento, para o combate a
RAM.

LAXMINARAYAN et al. (2013) propdem varios elementos para uma estratégia
global, dentre eles, que todos os paises devem monitorar o uso de antimicrobianos em animais
de maneira comparavel, que a liberagdo ambiental de antibidticos de todos os setores precisa

ser monitorada e controlada e fortalecer a colaboragao internacional e transversal, ndo apenas
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em pesquisa, mas especialmente entre instituigdes governamentais. Salientam também que a
transi¢do deve ser apoiada por servigos de extensao que fornegam conselhos sobre alternativas
e como lidar com potenciais problemas negativos de satde animal. De acordo com revisdo
sistematica, AARESTRUP (2015) conclui que ¢ possivel reduzir substancialmente o uso de
agentes antimicrobianos na produgdo animal sem comprometer o bem-estar animal, a satde ou
a produ¢do. Em alguns casos, isso deve ser feito em combina¢do com outras medidas, como
biosseguranga e uso de vacinas e lembra que a melhoria da higiene e do controle microbiologico
tem sido por milénios uma parte essencial do controle de doengas infecciosas associadas a
produgdo de alimentos.

Para solugdes mais imediatas, dentro da fazenda, sugerimos adequar as recomendacgdes
que ja existem para hospitais e comunidades (SUNDQVIST, 2014), como: reducio do uso de
antibidticos como preventivos, somente em necessidade de tratamento, antibiogramas da
propriedade que permitam a adoc¢ao de antibidticos de espectro estreito com baixo impacto na
flora normal e os que tenham baixa propensao de propagacgado clonal de resisténcia e instituir
vacinacao, sempre que possivel, e tratamentos alternativos, a fim de reduzir a necessidade de

tratamentos com antibioticos.

5.5 CONCLUSAO

Foram encontrados altos niveis de multirresisténcia em todas as espécies causadoras
de mastite subclinica, mesmo em bactérias até entdo consideradas como patdogenos menores, 0
que sinaliza um alerta sobre bactérias ambientais como potenciais transmissoras de genes de
resisténcia no ambiente. A intensificacao de producao pode nao resultar em efeito significativo
nas taxas de resisténcia antimicrobiana, na cadeia produtiva do leite, e demais fatores

ambientais envolvidos devem ser avaliados.
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6 CAPITULO III - EFEITO DA MASTITE E CLAUDICACAO NO LIMIAR
NOCICEPTIVO DE VACAS LEITEIRAS

6.1 RESUMO

Mastite e claudicagdo sdo as duas das maiores causas de dor, desconforto ¢ reducao do
bem-estar de rebanhos leiteiros, além de representarem as maiores perdas econdmicas
decorrentes de enfermidades. Se sdo causas de desconforto e dor, entdo podem alterar o limiar
nociceptivo durante a afeccao. Nosso objetivo foi verificar se o limiar nociceptivo de vacas
leiteiras ¢ alterado na ocorréncia das afec¢des mastite e claudicacao. O estudo foi realizado em
10 granjas leiteiras em sistemas de estabulacdo permanente, onde foram avaliadas 501 vacas
em lactacdo. Preliminarmente o leite de cada animal foi testado para mastite na pré-ordenha;
apo6s a ordenha, foi realizada avaliagdo da marcha dos animais saindo da sala de ordenha onde
se atribuiu escores de claudicag¢dao. No estabulo de alimentagdo todas as vacas lactantes foram
testadas em seu limiar nociceptivo térmico (LNT), na regido dorsal da falange média do
membro anterior esquerdo. Os rebanhos apresentaram alta prevaléncia média de mastite severa
(25%), claudicagao clinica (54%) e claudicagdo severa (escores 4 € 5, 21%) e somente 30% das
vacas nao apresentaram nenhuma dessas condi¢des. As vacas apresentaram limiares térmicos
aumentados conforme o grau de severidade, em relagdo as vacas saudéaveis. A alta prevaléncia
de processos dolorosos encontrada nesse estudo indica um comprometimento do bem-estar
animal. Vacas livres de afec¢des responderam a temperatura média de 74,1°C, com claudicagao
moderada a 74,3°C, sendo diferentes (p>0,05) das vacas com claudicacao severa a 75,9°C, com

mastite moderada (CMT 2 e 3) a 75,5°C e com mastite severa (mastite clinica) a 75,7°C.

6.2 INTRODUCAO

A mastite afeta rebanhos leiteiros do mundo inteiro, sendo considerada ndo s6 um
problema econdmico, mas também um sério problema ao bem-estar animal (BROOM;
FRASER, 2010). Em que pese o desenvolvimento de diversas estratégias de controle e
prevengao, a mastite continua sendo a enfermidade que mais causa prejuizos a atividade leiteira.
Estima-se que devido a alta prevaléncia de mastite (média superior a 40%) nos rebanhos
leiteiros brasileiros (BUSANELLO et al., 2017), ocorram ndo apenas perdas econdmicas

diretas, mas também perdas indiretas, com potencial risco a satde publica. Vacas em condi¢des
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de confinamento apresentam status de imunidade baixo (HARTWIGER et al., 2019), o que
pode deixa-las mais vulnerdveis as doengas de producao, como mastite e claudicagao.

A claudicagdo ¢ a terceira maior causa de perda econdmica, depois da mastite e disturbios
reprodutivos (OZSVARI, 2017). Produtores e técnicos subestimam sua prevaléncia e, por
conseguinte, os prejuizos econdmicos € ao bem-estar dos animais. Estudos realizados nos EUA
(COOK, 2003) e Reino Unido (BARKER et al., 2010) indicam que a prevaléncia de claudicacdo
em rebanhos leiteiros € superior a 30%, enquanto os produtores relatam somente em torno de
10% (FULWIDER et al., 2008), portanto, ha falhas no diagnostico. Em trabalho realizado no
Sul do Brasil, BRAN et al. (2018) encontraram prevaléncia média de 31% em rebanhos em
sistemas de producdo a base de pasto e até¢ 68% em sistemas confinados (BRAN et al., 2019),
o que ilustra bem a maior prevaléncia e severidade da claudicagdao no confinamento.

A mastite ¢ relativamente facil de ser diagnosticada. No entanto, ndo ¢ o diagnostico da
enfermidade que ocasiona melhoria no bem-estar, mas o tratamento da doenca e alivio da dor
decorrente (BROOM; FRASER, 2010). A preocupagdo com o controle da dor pode ser
vantajosa para a propria produtividade, pois um animal com dor diminui, por exemplo, a
ingestdo de alimentos, o que resultara em menor producdo de leite. Além disso, o alivio
adequado da dor inflamatoria estabelece uma condi¢do de bem-estar geral do animal, com
efeitos positivos sobre a velocidade e qualidade da recuperagdo (FITZPATRICK et al., 2013).

Muitos produtores e técnicos ndo incluem alivio da dor no tratamento de mastite e
claudicacao (LESLIE; PETERSSON-WOLFE, 2012) e geralmente desconsideram as
manifestagdes moderadas das doengas, como € o caso da mastite subclinica e claudicacoes de
escore 2 e 3. A falta de habilidade em reconhecer sinais iniciais de dor faz com que produtores
negligenciem o devido tratamento aos animais (O'CALLAGHAN et al., 2003; O'LEARY et
al., 2020). Além disso, estudos ja demonstraram que diversas condi¢des patoldgicas resultam
em estados hiperalgésicos, desde a inequivoca dor produzida pela descorna com ferro quente
(ADCOCK, TUCKER, 2020) que pode produzir um aumento generalizado de longo prazo na
sensibilidade a dor em bezerros (ADCOCK, TUCKER, 2018), at¢ a claudicagdo cronica
(HERZBERG et al., 2020) e mastite clinica e subclinica (GIOVANNINI et al., 2017), condi¢des
que podem resultar em diferentes graus de sensibilidade. Porém, GIOVANNINI et al., (2017)
ressaltam que na presenca de sintomas graves de doenca sistémica, como sonoléncia, letargia e
depressdo, ¢ mais provavel que se observe um aumento do que uma diminui¢ao no limiar
nociceptivo. Além disso, diferentes tipos de estresse (ansiedade, dor, medo) podem produzir
tanto hipoalgesia quanto hiperalgesia (GAYNOR; MUIR, 2014), portanto, esse tema deve ser

mais bem estudado em bovinos.



74

Dependendo da intensidade, mastite e claudicacdo podem ser extremamente dolorosas.
De fato, dor associada com condi¢des inflamatdrias, como a mastite e a claudicacdo, sao
provavelmente as maiores fontes de dor em ruminantes (FITZPATRICK; SCOTT; NOLAN,
2006; GLEERUP et al., 2015; SHEARER et al., 2013). Apesar da dor geralmente fazer parte
do quadro clinico, existe uma lacuna de conhecimento em relagdo a intensidade e os efeitos que
a dor e o estresse causados por enfermidades podem provocar nos animais (FLOWER;
WEARY, 2006). E esperado que essas enfermidades cursem com hiperalgesia primaria, devido
aos danos teciduais e inflamacao local. Porém, uma hiperalgesia secundaria pode se instalar
para além do local lesionado, decorrente de uma sensibilizacdo central (WOOLF, 2011). A
sensibilizacao central ¢ definida operacionalmente como uma amplificacdo da sinalizagdo
neural dentro do SNC que elicia hipersensibilidade a dor, ou seja, ocorre um aumento
prolongado, mas reversivel, na excitabilidade e eficicia sinaptica de neuronios das vias
nociceptivas centrais (WOOLF, 2011). Portanto, a sensibilizagdo central pode resultar em
cronificagdo da dor (ASHMAWI; FREIRE, 2016), ou seja, a dor cronica ndo ¢ simplesmente
uma dor aguda que dura por mais tempo, mas sim um processo patoldégico com mecanismos
diferentes. Em vacas leiteiras ja foi demonstrado que a inflamacao cronica dolorosa do casco
leva a um aumento acentuado na concentracao de citocinas no corno dorsal da medula espinhal,
o que pode representar um estado de neuroinflamag¢ao do SNC (HERZBERG et al., 2020).

Se a excitabilidade de neurdnios nas vias de dor do SNC for aumentada, pode haver a
ativacao desses neurdnios com estimulos indcuos de baixa intensidade. O resultado disso ¢ uma
maior capacidade de resposta (hiperalgesia e alodinia) a uma variedade de estimulos periféricos.
Baseados nessas respostas foram desenvolvidos vdarios testes de limiar nociceptivos € 0s
principais incluem estimulagdo mecénica, radiagdo por calor ou contato térmico (TADICH et
al., 2013; MACHADO F; HURNIK; EWING, 1998; LOVE; MURRELL; WHAY, 2011).

Autores que estudaram as alteragdes comportamentais de vacas relacionadas a mastite
(MEDRANO-GALARZA et al., 2012; PETERS; SILVEIRA; FISCHER, 2015) apresentam
resultados e conclusdes contraditorias em determinar se vacas com mastite ficam mais ou
menos sensiveis ou resistentes em relagdo a nocicepgao quando submetidas a um estimulo
doloroso. Investigagao feita por PETERS, SILVEIRA e FISCHER (2015) indica que vacas com
mastite tém sua sensibilidade a dor aumentada, reduzindo seu limiar nociceptivo, fato também
observado por FITZPATRICK et al. (1998). J& MEDRANO-GALARZA et al. (2012), ao
estudarem vacas com mastite clinica moderada, encontraram alteracoes comportamentais
comparando-as a vacas saudaveis, contudo, ndo estabeleceram relacdo com dor especifica. Os

diferentes resultados podem estar relacionados aos métodos de aferi¢ao da dor em animais, que
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remetem a nocicepgdo, € apresentam variagdes em relacdo a fonte, forma de estimulo e
equipamentos utilizados (DI GIMINIANI; PETERSEN; HERSKIN, 2014; LANGEMARK et
al., 1989; MACHADO F; HURNIK; EWING, 1998; RAUNDAL et al., 2015; VEISSIER et al.,
2000).

Alteragdes do limiar nociceptivo, como indicador de dor, podem explicar a ocorréncia de
comportamentos ¢ de situagdes de estresse e sofrimento animal. Desta forma, estabelecer a
relagdo de afeccdes comuns como a mastite ¢ a claudicacdo com a dor e o estresse, pode
colaborar na mudanga de atitude de produtores de leite e profissionais das ciéncias agrarias
frente a suas atuacdes em relacdo a prevencdo e ao tratamento de enfermidades. O objetivo do
presente estudo foi verificar se o limiar nociceptivo de vacas leiteiras ¢ alterado na ocorréncia

de afecgdes comuns como a mastite e a claudicagao.

6.3 MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo observacional do tipo caso-controle em um grupo populacional
restrito € uma exposicao transversal especial, na regiao oeste do estado de Santa Catarina, Brasil
(SHAMLIYAN et al.,, 2011; SHAMLIYAN; KANE; DICKINSON, 2010). O estudo foi
realizado entre os meses janeiro e marco de 2018, em 10 fazendas leiteiras com animais em
sistema de confinamento (Freestall € Compost Barn). Os procedimentos foram realizados de
acordo com as diretrizes do Comité de Etica em Pesquisa com Animais (Protocolo n® CEUA n°
201712339) da Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil.

A amostra foi selecionada por conveniéncia (DOHOO; WAYNE; STRYHN, 2003) e o
reporte do estudo estd de acordo com a Declaracdo Veterinaria STROBE para relatar estudos
epidemiologicos observacionais (SARGEANT et al., 2016). Os produtores convidados a
participar da pesquisa foram contatados por agentes de assisténcia técnica da area onde foi
realizado o estudo. Os objetivos, métodos e procedimentos especificos foram explicados a todos
os agricultores participantes € seu consentimento para o uso de seus animais na pesquisa foi
obtido prévio a coleta dos dados. Os critérios de inclusao utilizados para o recrutamento de
fazendas incluiram o seguinte: a) rebanho composto majoritariamente pela raga Holandés; b)
possuir area de alimentagdo com possibilidade de contengdo; c) disponibilidade e
consentimento para participar do estudo; d) possuir rebanho entre 30 e 130 vacas em lactagdo;
e) facilidade de acesso. Foram selecionados 10 estabelecimentos que se enquadraram nos

critérios, distribuidas em 3 municipios da regido oeste do estado de Santa Catarina, Brasil, onde
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foram avaliadas 614 vacas em lactagdo. Os rebanhos possuiam em média 61,4 vacas em
lactagdo (38-122) com uma producao diaria média de 27,8 (25,0-32,0) L/vaca, com as vacas

alojadas em regime de confinamento (Compost barn e Freestall) (Tabela 9).
6.3.1 Procedimentos experimentais

As visitas nas UP’s foram realizadas por uma equipe de 3 pesquisadores constituida de
um especialista responsavel pela avaliacdo da saude do ubere, realizacdo do teste de limiar
nociceptivo e outro pela avaliagdo do escore de claudicagdo e pessoal de apoio. Todos os
avaliadores passaram por uma etapa de treinamento e padronizagdo de procedimentos. Vacas
com outras condic¢des clinicas que nao fosse mastite ou claudicagdo e de outras racas que nao a

Holandés foram descartadas do estudo.
6.3.2 Verificacdo da saude do tibere e diagnéstico de mastite

Os procedimentos de diagndstico de mastite foram todos realizados por um unico
pesquisador veterinario. As vacas lactantes foram identificadas individualmente pela
numeragdo do brinco no momento da ordenha e foram examinadas. O Ubere foi inspecionado
visualmente na sala de ordenha e foram realizados diagnostico de mastite clinica e subclinica e
contagem de quartos mamadrios ndo funcionais por individuo (BRITO et al, 1997;
RADOSTITS et al., 1994). Informagdes sobre a produgdo de leite por animal e rebanho,
paridade e dias no leite de vaca foram coletadas dos registros dos produtores, quando
disponiveis.

Os procedimentos de avaliacdo da saude do tbere consistiram na inspec¢ao do ubere,
coleta e avaliacao dos trés primeiros jatos de leite para observar a aparéncia (odor, cor, presenca
ou auséncia de grumos, sangue ou material estranho). A mastite clinica foi avaliada pela
realizacdo do teste da caneca de fundo falso. A mastite subclinica foi avaliada usando o reagente
California Mastitis Test (CMT) e sua interpretagdo foi realizada da seguinte maneira: as
amostras que reagiram foram consideradas positivas e classificadas em trés niveis (1, 2 e 3)
conforme a formacdo de gel; as amostras que ndo reagiram (CMT Negativo) foram
consideradas negativas (RADOSTITS et al., 1994). Os resultados foram registrados em
planilhas.
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6.3.3 Avaliacao do escore de claudicacio

Os animais foram observados em marcha, durante a saida da sala de ordenha, atribuindo-
lhes um escore de claudicagdo de 1 a 5. Escore 1 foi estabelecido para as vacas com marcha
perfeita; escore 2 foi atribuido as vacas que apresentavam sinais pouco evidentes de
claudicacgdo; escore 3 aos casos de claudicacdo moderada; escore 4 as vacas com claudicagao
severa e; escore 5 as vacas com claudicacao severa e extrema dificuldade de locomogao,
conforme metodologia descrita por (FLOWER; WEARY, 2006). A avaliagdao do escore de

claudicacao foi realizada por um profissional treinado.
6.3.4 Verificacdo do limiar térmico nociceptivo

O limiar nociceptivo de todas as vacas em lactacdo foi avaliado por meio de estimulo
térmico aplicado na regido dorsal da falange média (Figura 3), com as vacas contidas no canzil
na area de alimentacdo logo ap6s a alimentagdo. Cada vaca era avaliada em estacdo e com
liberdade para remover o membro avaliado quando desejasse. O aparelho era sempre
posicionado na regido dorsal da falange média do membro anterior esquerdo do animal; apos
acionado, o aparelho era aquecido gradualmente até que o animal levantasse o membro.
Imediatamente o aparelho era desligado e a temperatura maxima era registrada por um
termOometro com sonda de répida resposta. Foram tomadas trés medidas consecutivas, com
intervalos suficientes para permitir o resfriamento do equipamento e a reacomodagdo de cada
animal testado. Testes com temperaturas inferiores a 50 graus centigrados foram
desconsiderados, assim como os testes nos quais animais apresentavam sinais de inquietagao;
nesses casos, os procedimentos eram repetidos. Para garantir que o aparelho ndo causasse
queimadura no tegumento das vacas, estabelecemos a temperatura de seguranca de 90°C,
temperatura proxima ao indicado por MACHADO F, HURNIK e EWING (1998). Esse trabalho
utilizou vacas da mesma raca, porém sauddveis e sem aplicagdo de nenhum tratamento para
fazer a validacao da técnica (25°C acima da linha de base de 65°C, resposta encontrada). Nos
casos em que esta temperatura foi atingida sem a retirada da pata pelo animal, o aparelho foi
desligado e essa temperatura era registrada. A técnica, equipamento ¢ metodologia utilizada

neste estudo foram desenvolvidas e validadas por MACHADO F, HURNIK e EWING (1998).
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Figura 3. Demonstracdo da aplicagdo do aparato para verificagdo do limiar
nociceptivo através de estimulo térmico.

6.3.5 Organizacao e analise dos dados

Os dados foram tabulados em planilha eletronica e todas as andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o software R (R Core Team, 2017). Foram avaliadas a ocorréncia de
mastite e claudicacao.

Os dados foram agrupados por rebanho e por estado de saude. Os resultados foram
categorizados e os seguintes grupos foram formados: a) ndo afetados pela mastite (CMT
negativo e tragos), nem claudicagdo (pontuacao 1), livres de outra condi¢do clinica; b) com
mastite moderada (CMT 1 e 2); ¢) com mastite severa (CMT 3 e mastite clinica); d) com
claudicacao moderada (escore 3); €) com claudicacao severa (escores 4 ¢ 5). Os dados de vacas
com mastite moderada (CMT 1 e 2) e claudicacdo moderada (pontuagdo 2 e 3) foram analisados
separadamente. As informagdes sobre as varidveis consideradas nos modelos estatisticos,
categorias e numero de pontuacdes por nivel sdo apresentadas na Tabela 9. As associacdes
incondicionais entre pares de preditores e entre preditores e resultados foram avaliadas para
identificar possiveis fatores de confundimento ou varidveis de interagdo e selecionar os
preditores para construir as regressoes multiniveis. Os preditores associados ao resultado na
analise univariada (valor P <0,2) foram testados em modelos multivariados (DOHOO et al.,
2003).

Foi realizada a descri¢do geral das varidaveis com estatisticas descritivas (média,

mediana, desvio padrao e nimero de observacdes), realizado os testes das varidveis preditores,
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avaliado o confundimento ou interferéncia, variaveis dependentes, restituicao variavel por meio
de testes univariados e multivariados, utilizando o Chi-quadrado tipo Wald II. As variaveis
associadas a mastite e/ou claudicagdo foram incluidas na modelagem estatistica.

Os dados foram inspecionados para corrigir erros de digitacdo, conferir dados
perdidos, organizar a tabela e categorizar variaveis segundo a sua distribui¢do e significado
bioldgico. A prevaléncia de mastite severa (clinica e subclinica CMT 3), mastite moderada
(subclinica, CMT 1 e 2) e de quartos mamarios afuncionais foi estimada para cada rebanho. A
propor¢ao de animais afetados por mastite severa ¢ moderada e por quartos mamarios
afuncionais, de animais com claudicagao moderada (escores 2 e 3) e severa (escores 4 ¢ 5) foi
usada como desfecho nos modelos estatisticos em nivel individual (animais afetados) e de
rebanho (prevaléncia). Foi utilizada estatistica descritiva, tabelas de frequéncias e graficos de
distribuicao para analisar cada variavel. Foram elaborados testes de correlacao (Pearson ou
Spearman, segundo o tipo de varidvel analisada) entre cada uma das variaveis na base de dados.
As seguintes observagdes foram censuradas nos trés desfechos ao momento de elaborar os
modelos: a) Vacas diagnosticadas com mastite em todos os quartos mamarios foram censuradas
para analises de mastite subclinica; b) Quartos mamarios diagnosticados com mastite clinica
foram censurados nas andlises de mastite subclinica e vice-versa; ¢) Quartos mamarios
afuncionais foram censurados nas andlises de mastite clinica e subclinica; d) Quartos mamarios
tratados com antibidticos ao momento da visita foram censurados; €) Dados sobre vacas
primiparas até 9 dias ap6Os o parto e vacas multiparas até 11 dias ap6s o parto foram excluidos
da andlise (DOHOO et al., 2003). Para toda varidvel categorica foi calculada a proporcao de
animais afetados ou a prevaléncia por rebanho, filtrando por cada desfecho. Foram descartadas
do estudo vacas de outras racas que nao a Holandés ou que apresentavam algum dos itens

restritivos descritos anteriormente.

6.4 RESULTADOS

6.4.1 Descricdo da amostra

O total de vacas em lactagdo nos dez rebanhos avaliados foi de 614 vacas. Da
populagdo estudada, 501 (32-111) vacas atenderam todos os critérios estabelecidos. Os
rebanhos possuiam em média 61 (38-122) vacas em ordenha. A producao média de leite didria
por vaca, informada pelos produtores variou entre 25 a 32 litros, com uma producao de leite da

ordem de 52.338 (29.640-117.120) L/més por UP (Tabela 9).
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Das 501 vacas avaliadas, 153 (30%) foram consideradas sem mastite, claudicacao ou
outras afecgdes clinicas. A prevaléncia da mastite nos dez rebanhos estudados foi de 39,3%
para mastite subclinica e de 7% para mastite clinica, enquanto que para a categoria mastite
severa (mastite subclinica CMT 3 e mastite clinica) foi de 22,8% (Tabela 9). A prevaléncia da
claudicacao clinica (escores <2) foi de 54% e da claudicagdo severa (escores 4 ¢ 5) de 21,4%

(Tabela 9).

Tabela 9. Descricdo das Unidades de producdo (n=10)

Item Descricao

Inicio e fim da coleta de dados (més ¢ ano) 01/2018 — 03/2018
Vacas em lactagéo (n) n=614 (38-122)
Vacas avaliadas (n) n=501 (32-111)
Tipo de alojamento (n=10) Freestall (6), Compost barn (4)
Compost barn (N° vacas avaliadas, média, 148; 37 (32-44)
minimo ¢ maximo)

Freestall (N° vacas avaliadas, média, minimo e 353; 58,8 (33-111)
maximo)

Producdo média de leite por rebanho (L/més) 52.338 (29.640-117.120)
Producdo estimada de leite (L/vaca/dia) 27,8 (25-32)
Numero de ordenhas por dia 2n=7;3n=3
Vacas ndo afetadas 138 (27,5%)
Vacas afetadas por mastite e/ou claudicagdo 363 (72,5%)
Vacas com mastite subclinica 197 (39,3%)
Vacas com mastite moderada (CMT 1 e 2) 100 (20%)
Vacas com mastite severa (CMT 3 e MC) 114 (22,8)
Vacas com mastite clinica 35 (7%)
Vacas detectadas com claudicagio 275 (54,9%)
Vacas com claudicagdo moderada (escore 3) 168 (33,5%)
Vacas com claudicagio severa (escore 4 ¢ 5) 107 (21,4%)
Limiar térmico nociceptivo 75,11+ 6,51(57,13-95,33)

A proporcao de vacas afetadas por rebanho (n=10) variou entre 20 a 51%, 5 a 36% e
0 a 12% para mastite subclinica, severa e clinica, respectivamente; e entre 21 a 85% e 0 a 46%

para claudicagao clinica (escore >2) e severa (escores 4 € 5), respectivamente (Tabela 10).
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Tabela 10.  Proporcao de vacas afetadas por mastite subclinica (CMT 1, 2 e 3), mastite

severa (CMT 3 e MC), mastite clinica, claudicagdo clinica (escores 3, 4 ¢ 5) e claudicagao

severa (escores 4 e 5) em 10 rebanhos alojados em Compost Barn (n=4) ou Freestall (n=6).
Mastite Mastite Mastite Claudicacio  Claudicacao Obs.

UP  Alojamento subclinica severa clinica clinica severa
% DP % DP % DP Y% DP Y% DP n

1 Compostbarn 29,0 46,0 53 22,6 0,0 0,0 474 50,6 21,1 41,3 38
2 Freestall 19,6 40,1 13,0 34,1 87 28,5 82,6 383 39,1 49,3 46
3 Freestall 394 496 152 364 30 174 849 364 455 50,6 33
4 Compostbarn 344 483 18,8 39,7 63 246 781 42,0 37,5 49,2 32
5 Compost barn 41,2 50,0 23,5 43,1 11,8 32,7 20,6 41,0 0,0 0,0 34
6 Freestall 333 479 152 364 30 174 66,7 479 242 435 33
7 Compost barn 40,9 49,7 182 39,0 0,0 0,0 546 504 182 39,0 44
8 Freestall 48,0 50,3 356 482 9,6 29,7 274 449 8,2 27,7 73
9 Freestall 333 47,6 263 444 10,5 31,0 509 504 123 33,1 57
10 Freestall 50,5 50,2 29,7 459 90 288 57,7 49,6 225 420 111

Vacas sem mastite e sem claudicagdo (n=144) reagiram a menor temperatura (74,1°C)
no teste do limiar térmico nociceptivo. A temperatura de reacao apresentou uma tendéncia de
aumento nas vacas afetadas por uma ou ambas afec¢des e em relacao a sua severidade (Tabela

11).

Tabela 11.  Limiar térmico nociceptivo de vacas leiteiras, conforme

sua condi¢ao em relagdo a mastite e claudicagao.
Claudicacio  Mastite Média  Desvio Padrao  Observacoes
Nao afetada Nao afetada 74,1 7,0 144
Nao afetada Moderada 76,5 6,2 37
Nao afetada Severa 76,2 5,5 45
Moderada Nao afetada 74,2 5,7 91
Moderada Moderada 74,2 5,9 42
Moderada Severa 76,0 5,4 35
Severa Nao afetada 75,1 7,6 52
Severa Moderada 76,8 6,7 21
Severa Severa 76,4 7,2 34

A prevaléncia média de mastite clinica e de CMT 3 foi mais alta no sistema freestall
do que no compost barn (Tabela 12) e observa-se uma distribui¢ao diferente nos dois sistemas
(Figura 4). Apesar de ndo encontrarmos diferenga na prevaléncia média de claudicagdo severa

(escores 4 ¢ 5), também houve uma distribuigdo diferente nos dois sistemas (Figura 5).



Figura 4. Prevaléncia da mastite (CMT 3 e mastite
clinica) em 501 vacas avaliadas, agrupadas por rebanhos
alojados em Freestall (n=6) e Compost barn (n=4).
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Figura 5. Prevaléncia da claudicagdo severa
(escores 4 e 5) em 501 vacas avaliadas agrupadas por
rebanhos alojados em Freestall (n=6) e Compost barn
(n=4).
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Foi estimada uma prevaléncia de 45,9% de vacas sem claudicagdo clinica (Tabela 12).
A prevaléncia da claudicacao clinica (EC 3, 4 e 5) foi estimada em 54,1% (n=501) enquanto da

claudicacao severa (EC 4 ¢ 5) em 20,8% (Tabela 12).

Tabela 12. Distribuigao das vacas avaliadas
conforme o escore de claudicacao (EC).

EC n Propor¢io
1 38 7,6
2 188 37,5
3 168 33,5
4 95 18,9
5 12 2.4

O limiar térmico nociceptivo de vacas lactantes ndo afetadas por mastite, claudicacao
ou outras afecgdes clinicas foi utilizado como referéncia em modelo linear misto com os
rebanhos como efeito aleatorio para considerar a estrutura agrupada dos dados. Vacas com
mastite severa (CMT 3 e mastite clinica, n= 116) responderam aos estimulos térmicos a
temperaturas mais elevadas (1,58 ICr 0,27 a 3,01°C,) do que as vacas sem mastite (n= 290,
74,45 ICr 72,44 a 75,65°C). Verificou-se que 38% da variagdo nao explicada pode ser atribuida
as vacas e 6% aos rebanhos (Figura 6). Vacas com mastite severa apresentaram limiar superior
de dor (P=0,03). Nas vacas com claudicacio moderada, apesar do limiar numericamente

superior ao das vacas com mastite, ndo foi observada diferenca significativa (Tabela 12).

Tabela 13.  Prevaléncia média da mastite e claudicagdo severas conforme o tipo de
alojamento.
Alojamento Claudicacao severa Mastite severa
Média DP n EP Média DP n EP
Compost barn 18,8 39,2 149 3,2 21,9 41,6 114 3,9

Freestall 21,6 41,2 365 2,2 31,3 46,4 291 2,7
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Figura 6. Varia¢do do efeito aleatorio por grupo

(n=10) e por vaca observada (n=501).
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Observou-se uma variacdo na resposta dos animais avaliados entre os testes de
nocicepcao realizados, com uma tendéncia de reducao da temperatura de resposta do primeiro
para os demais testes com médias de 78,4; 74,4 ¢ 72,2°C, nos testes 1, 2 e 3 respectivamente.
Optamos por incluir esta varidvel no modelo final (Tabela 14). As respostas dos testes de
nocicepcao apresentaram uma tendéncia de aumento do limiar relacionada ao aumento da
severidade das afecgdes. Vacas livres de afec¢des responderam a temperatura média de 74,1°C,
com claudicacdo moderada a 74,3°C e com claudicagao severa a 75,9°C, com mastite moderada
a75,5°C e com mastite severa a 75,7°C. Vacas com claudicagao severa (1,6 ICr 0,2-3,1), mastite
moderada (1,5 ICr 0,1-2,9) e severa (1,6 ICr 0,2-3,0) reagiram a temperaturas superiores

(P<0,05) das vacas nao afetadas (Tabela 14).
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Tabela 14.  Modelo final: Limiar térmico nociceptivo de vacas leiteiras da
raca Holandés (n=501), livres de mastite e claudicacao (ndo afetadas), com
claudicagdo severa e mastite moderada e severa, em 10 rebanhos.

Variaveis Categorias Coeficiente ICr! 95%
Nao afetadas (Intercepto) 71,5 76,1-79,0
Claudicacio Severa (4-5)* 1,6 0,2-3,1
. Moderada* 1,5 0,1-2,9
Mastite
Severa* 1,6 0,2-3,0
Segunda medida -4,0 -4,7--3.4
Terceira medida -6,2 -6,8--5,5
Variancia DP? 1cC?
1503 grupos 4,0 2,0 48%
501 vacas (10 rebanhos) 28,5 53 6%
Residuos 26,8 5,2

!'Intervalo de credibilidade 95%

2 Desvio padrio

3 Coeficiente de Correlagdo Intraclasse computado usando a abordagem de variavel latente.
4 Valor de P<0,05

6.5 DISCUSSAO

O resultado surpreendente desta pesquisa foi que vacas acometidas pelas afecc¢des
investigadas apresentaram o limiar térmico nociceptivo aumentado. Esse aumento de limiar foi
observado inclusive em vacas com mastite subclinica, fato ainda ndo relatado na literatura. Pelo
conhecimento dos mecanismos fisiopatologicos dessas doengas (que cursam com lesao tecidual
e liberagdo de substancias inflamatorias e alogé€nicas) esperdvamos encontrar hiperalgesia nas
vacas acometidas severamente. Também porque utilizamos o mesmo aparelho com o qual
PETERS, SILVEIRA e FISCHER (2015) encontraram uma diminuicao linear do limiar térmico
conforme aumentou a contagem de células somaticas (CCS), inclusive apresentando uma queda
acentuada no limiar quando a CCS excedeu 640 mil/mL. Entdo, aprofundaremos a discussdo
sobre fatores que podem ter levado a esses resultados contraditorios com a literatura.

Uma das dificuldades de se avaliar dor em bovinos reside na caracteristica,
frequentemente descrita como estoica, deles ndo demonstrarem dor 6bvia, demonstrando sinais
somente em condicao extremamente dolorosa (GLEERUP et al., 2015). Esse comportamento ¢

proprio de espécies que sao consideradas presas, mais do que predadoras. Todavia, se na



86

natureza essa caracteristica tem utilidade bioldgica® na sobrevivéncia dessas espécies, no
ambiente industrial de produc¢dao animal a dissimulacdo de dor somente os prejudica e, por
muitos anos, a condicdo de sofrimento ndo lhes foi reconhecida. Somente na tltima década
pesquisas com diferentes espécies-presa tem descoberto comportamentos sutis, como
expressoes faciais, como bons preditores de dor (DALLA COSTA et al., 2014; LANGFORD
et al., 2010; SOTOCINAL et al., 2011). Em 2015 uma escala de dor por expressdes faciais foi
sugerida por (GLEERUP et al., 2015) para bovinos. Tais pesquisas sustentam o fornecimento
de tratamento aos animais tanto nas expressdes obvias de dor, mas também nas sutis, € mais
pesquisas devem ser feitas para descobrir outros comportamentos sutis e preditores. Lembrando
que quanto mais cedo se reconhecer a dor e se intervir no processo que a causa, maior € a chance
de sucesso no tratamento (GLEERUP, 2017). Além disso, uma dor ndo tratada pode se tornar
cronica e aumentar em magnitude e, inclusive, o animal pode passar a perceber estimulos tateis
como dolorosos, caracteristicos de hiperalgesia e alodinia.

A hiperalgesia e alodinia s3o mediadas centralmente e nao perifericamente, por isso, a
dor cronica produzida por claudicacdo deve ser entendida como uma doenga do Sistema
nervoso central (SNC) que vai além da inflamacdo do casco (HERZBERG et al., 2019). Tal
premissa deve valer para a mastite, pela sua tendéncia a produzir doenga cronica dolorosa.
Porém, a interpretagdo das mudancas fisiologicas e comportamentais dos bovinos em termos
da experiéncia individual de dor estd longe de ser direta. Por exemplo, o estresse € 0 manejo do
rebanho podem ser os principais fatores de confusao na avaliacdo da dor (HERZBERG et al.,
2019). Portanto, apesar dos testes de sensibilidade térmica e mecanica serem métodos validados
ha bastante tempo em diferentes espécies (GOZALO-MARCILLA et al., 2020; LE BARS;
GOZARIU; CADDEN, 2001), os testes podem ser prejudicados a campo. Estressores
ambientais ou mesmo a diminui¢do na reatividade associada ao comportamento estoico, ja
mencionado anteriormente, podem resultar em confundimentos. De fato, HERZBERG et al.
(2019) sugerem que a capacidade de resposta ao teste nociceptivo mecanico a diferentes
intensidades de dor pode ser limitada.

Dessa forma, (KEMP et al., 2008), encontraram um resultado interessante ao avaliar o
limiar nociceptivo mecanico de vacas com mastite. Eles perceberam que, em comparagao com
os animais de controle, o limiar foi mais alto (hipoalgesia) na perna do lado nao afetado em vez

de mais baixo (hiperalgesia) na perna do lado afetado. Nenhum outro estudo relatou tal

5 Comportamentos que tem alto valor adaptativo para o individuo e func¢do de sobrevivéncia para a espécie
geralmente sdo transmitidos geneticamente e se mantém, apesar da selegdo artificial ocorrida ap6s a domesticacdo
dessas mesmas.
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fendmeno e esses autores descartaram a possibilidade de que estressores agudos estariam
causando essa hipoalgesia, porque os animais controle estavam sob as mesmas condi¢des
experimentais. Portanto, uma explicacao sugerida por eles foi que talvez a maior capacidade
das vacas mastiticas de suportar a estimulagdo mecanica por mais tempo do que os animais de
controle, fosse devido a uma relutancia em mover ou deslocar seu peso para a perna no lado
afetado. HERSKIN, MUNKSGAARD e LADEWIG (2004), encontraram sinais de hipoalgesia
no teste nociceptivo térmico em vacas submetidas a todos os estressores agudos (isolamento
social por 15 minutos, fixacdo da cabega no canzil e vizinhos novos de baia), mas ndo nos
grupos controle. No nosso trabalho também tinhamos grupo controle, que eram as vacas
saudaveis, portanto, nossos resultados nao sao explicados por vieses relacionados a estressores
ambientais, ¢ sim pelo fato da condi¢do da doenca em si estar agindo como estresse agudo e
levar a hipoalgesia nas vacas doentes.

Outra pesquisa mostrou que, durante o estagio agudo da mastite causada por infec¢ao
experimental com E. coli, a estimulagdo térmica nociceptiva na pata traseira e nas glandulas
mamarias resultou em respostas comportamentais diminuidas, o que foi interpretado como
hipoalgesia (RASMUSSEN et al., 2011). Entretanto, nesse mesmo estudo, medidas em dias
posteriores foram reduzindo o tempo de reacdo, que podem ser devidos ao aprendizado
associativo, sensibilizagdo ou hiperalgesia devido a inflamacdo da glandula mamaria.
GAYNOR e MUIR (2014), ressaltam que dores severas, clinicamente agudas, sdo consideradas
capazes de produzir temporariamente perda de sensacdes, enquanto condigdes dolorosas
crOnicas, geralmente aumentam a sensibilidade a dor. RASMUSSEN et al. (2011) argumentam
que resultados divergentes sao devidos também as modalidades de estimulo escolhidas, tipo de
bactéria envolvida e estagio, evolucao ou gravidade da doenga sao desconhecidos. No método
adotado por eles, por exemplo, o estimulo térmico foi direcionado diretamente ao tibere com
mastite € ndo as patas, como ¢ feito em outros estudos.

No6s acrescentamos ainda outros fatores como a alta variabilidade de respostas
individuais das vacas. Outros estudos que compararam a sensibilidade em diferentes partes do
corpo puderam verificar respostas diferentes no mesmo individuo (KEMP et al., 2008;
RIALLAND et al., 2014). A alta prevaléncia de claudicacdo clinica observada nos rebanhos
pode ter reduzido o numero de observagdes de controle, prejudicando a modelagem estatistica
(COSTA et al., 2018). No presente estudo ndo realizamos medidas em diferentes partes do
corpo, mas houve variagao significativa entre as 3 medidas aferidas no mesmo local de cada
animal, com uma tendéncia de reducao de limiar entre elas. O nosso estudo também nao permite

concluir se as respostas diminuidas foram devido a hipoalgesia ou uma reatividade diminuida
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generalizada, ja que outros testes ndo dolorosos ndo foram aplicados. Entretanto, essa variacao
pode estar relacionada por nossa opcao em reduzir o tempo de intervalo entre os testes
preconizado por MACHADO F, HURNIK e EWING (1998) para que ndo tivéssemos influéncia
de outras varidveis. Mas argumentamos que a propria condi¢ao de dor pode ter atuado como
um potente estresse agudo, havendo liberacao de analgésicos endégenos no momento do teste
e, entdo, nosso resultado seria decorrente de analgesia induzida por estresse (SIA), condigdo ja
bem documentada em animais (BAKER; VASQUEZ; MINAHAN, 2019; BUTLER; FINN,
2009; THOMSON et al., 2020) e humanos (GIRDLER et al., 2005). Em mamiferos de modo
geral, a presenga de estresse agudo precedendo um evento doloroso pode ter um efeito
analgésico, enquanto a presenca de estresse cronico pode resultar em hiperalgesia (THOMSON
et al., 2020). O fato de realizarmos os testes na area de alimentagcdo apos a ordenha, fazendo
com que as vacas que estavam com processos dolorosos se deslocassem para essa area, pode
ter ativado os sistemas inibitérios intrinsecos da dor por estressores nocivos, o que ¢
considerada resposta adaptativa durante a resposta de luta ou fuga. Dessa forma, € possivel que
mesmo vacas em processo de dor crdnica, gerada por mastite e claudicacdo, poderiam

desenvolver SIA.

6.6 CONCLUSOES

O bem-estar animal ¢ comprometido, principalmente pela alta prevaléncia de mastite
e claudicacao severas que acometem as vacas em lactagdo. A mastite e/ou a claudicacao, quando
severas, aumentam o limiar de dor em vacas leiteiras. Entretanto, as causas de tal aumento nao
foram evidentes. Maiores estudos sdo necessarios para elucidar os fatores e mecanismos
envolvidos nas respostas de dor e estresse, agudos e cronicos, que parecem interagir nos testes

de limiar nociceptivo em bovinos em condi¢des de rotina nas fazendas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Em conjunto, os resultados dessa tese demonstraram fatores de risco comuns aos
diferentes sistemas produtivos, uma preocupante multirresisténcia bacteriana em todos os
sistemas produtivos e maior risco ao bem-estar animal nos sistemas em confinamentos, quando
usado o indicador ocorréncia de mastite e claudicacdo. Algumas consideragdes finais,
limitagdes do trabalho e sugestdes de trabalhos futuros sdo sumarizadas a seguir:

- Nesse trabalho a importancia da mastite na produgao leiteira ficou evidente, devido
a sua alta ocorréncia, comprometimento do bem-estar animal e falta de estratégias para seu
controle ¢ monitoramento. Devido a maior prevaléncia dessa doenca em sistemas mais
intensivos do que a pasto, sugerimos que o investimento em tecnologias para melhoramento de
producao e qualidade de leite em sistemas a base de pasto sejam mais eficientes a médio e longo
prazo para Unidades de Produgao Familiar.

- Pesquisas utilizando métodos moleculares devem ser incluidas em estudos futuros,
direcionadas ao conhecimento de bactérias comensais e patogénicas do ubere, a fim de se
compreender melhor a dinamica das interagdes, os nichos ambientais, base genética e
mecanismos de transmissao de resisténcia antimicrobiana de bactérias causadoras de mastite.

- Mais estudos devem ser direcionados entre os produtores intensivos sobre estratégias
e alternativas a terapia de vaca seca, ja que seu uso poderd ser mais restritivo em sistemas
organicos e de baixo uso de antimicrobianos.

- A recente aderéncia do Brasil as iniciativas globais sobre monitoramento de
resisténcia antimicrobiana pressupdem, entre outras estratégias, desenvolver vigilancia e
sistema de monitoramento do uso de antimicrobianos no ambito da agropecuaria. Portanto,
sugere-se que politicas publicas voltadas para acdes locais de identificagdo de resisténcia e
monitoramento de uso de antibidticos sejam implementadas em rebanhos leiteiros.

- Melhorias no estudo da dor envolvida em doengas de animais de fazenda podem ser
feitas conciliando-se medidas comportamentais com marcadores de lesdo tecidual, como
proteinas de fase aguda e citocinas pré-inflamatérias. Porém, as pesquisas devem ser
acompanhadas de ampla capacitagdo dos produtores na identificacao de sinais sutis de dor e
fornecimento de analgesia aos animais.

- Sugere-se que seja implementado nos diferentes sistemas produtivos um programa
de avaliacao de bem-estar animal mais amplo, que considere as condi¢des de saide, ambiente

e comportamento, com padrdoes minimos e ideais de qualidade a serem seguidos.
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9 ANEXOS



Factors associated with

subclinical mastitis in
dairy cows in Santa
Catarina State, Brazil:
models

Farm type and subclinical mastitis -
Poisson model

2020/12/02

library(car)
#library(ggbiplot)
library(lme4)
library(lattice)
library(tidyverse)
library(doBy)
library(performance)
library(nlme)
library(Amelia)
library(blmeco)
library(blme)
library(reshape2)
library(merTools)
library (DHARMa)
library(arm)
library(sjPlot)
library(merTools)

Hm <- read csv("../data/herd/Herd level dec 02 2020.csv
ll)

## Warning: Missing column names filled in: 'X1' [1]



##

## — Column specification

## cols(

## .default = col double(),

## “Management system® = col character(),

## Visit = col character(),
## Municipality = col character(),
## Farmer = col character(),

## “Management system2~ = col character(),

## Researcher = col character(),

## "Milking time® = col character(),

## "Milking parlour™ = col character(),

## "Milking parlour walls™ = col character(),

## “In-parlour feeder™ = col character(),

## “Holding area floor™ = col character(),

## “"Feed cows while milking~ = col character(),

## “Pre-dipping solution™ = col character(),

## “Post-dipping solution”™ = col character(),

## "Milk flow system”™ = col character(),

## "Milking interval hours™ = col character(),

## “Type of milking parlour floor~ = col character(),
## "Milking parlour floor cleanliness”™ = col characte
r(),

## "Milking parlour floor surface™ = col character(),
## "Post-milking area floor cleanliness”™ = col_charac
ter()

## # ... with 9 more columns

## )

## i Use “spec()  for the full column specifications.

Data subset

The data were summarized by farm type and town

farm ty <- Hm %>%
group_by (
Town,
Farms
) %>%

summarise (

"Affected.sc” = sum( Affected cows scm’),
"Total cows™ = sum( Lactating herd size”),
"Affected clin® = sum( Affected cows cm’),
"Affected bg" = sum( Affected cows bg’)

) >%

mutate(Farms = factor(Farms))

## ~summarise()  has grouped output by 'Town'. You can
override using the ~.groups~ argument.



farm ty

Town
<chr>

Coronel Martins
Coronel Martins
Coronel Martins
Formosa do Sul
Formosa do Sul
Formosa do Sul
Jupia
Jupia
Jupia
Other

1-10 of 19 rows

Farms
<fct>

Grazing agroecological
Grazing high input
Grazing low input
Grazing agroecological
Grazing high input
Grazing low input
Grazing agroecological
Grazing high input
Grazing low input

Confined

Previous

Farms were categorized by type:

e Confined (compost barn and freestall)

e Grazing

o Agroecological

o Low-input
o High-input

Affected.sc
<dbl>

18

30

23

12

13

30

9

181

1 2 Next

Using “high-input” grazing farms as the reference category

contrasts(farm ty$Farms) <- contr.Treatment(levels(farm

_tyS$Farms), base = 2)

Model

summary (

fmln <- glmer(Affected.sc ~ 1 + (1|Town),

data = farm ty,
family = "poisson",

offset = log( Total cows ))



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Laplace

## Approximation) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: Affected.sc ~ 1 + (1 | Town)

## Data: farm ty

## Offset: log( Total cows’)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 168.8 170.7 -82.4 164.8 17
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -2.6959 -1.1646 -0.1665 0.5496 5.3577

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Town (Intercept) 0.01771 0.1331
## Number of obs: 19, groups: Town, 6

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)

## (Intercept) -1.21687 0.07184 -16.94 <2e-16 **x*
## ——-

## Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

summary (
fml <- glmer(Affected.sc ~ Farms + (1|Town),
data = farm ty,

family = "poisson",
offset

log( Total cows ™))



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli

hood (Laplace
## Approximation) [glmerMod]
## Family: poisson ( log )

## Formula: Affected.sc ~ Farms + (1 | Town)

## Data: farm ty

## Offset: log( Total cows’)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid

## 129.5 134.2 -59.7 119.5 14

##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -1.0912 -0.6585 0.2202 0.4726 2.1363

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Town (Intercept) 0.02584 0.1607

## Number of obs: 19, groups: Town, 6

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error

z value Pr(>|z]|)

## (Intercept) -1.39316 0.10789

-12.913 < 2e-16 **x*

## Farms[T.Grazing agroecological] 0.09752 0.13185

0.740 0.460

## Farms[T.Grazing low input] -0.11567 0.12336

-0.938 0.348

## Farms[T.Confined] 0.60096 0.11637

5.164 2.41e-07 ***

## -

## Signif. codes: 0 '***' 0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'

0.1 ' "1

##

## Correlation of Fixed Effects:

## (Intr) F[T.Ga F[T.li

## Frms[T.Gag] -0.523

## Frms[T.Gli] -0.483 0.392

## Frms[T.Cnf] -0.590 0.553 0.456

Anova(fml)
Chisq Df Pr(>Chisq)
<dbl> <dbl> <dbl>

Farms 43.88167 3 1.599105e-09

1 row

Simulating the model (2000 times)



sim.fml <- sim(fml, n.sim = 2000)

The function “sim” from arm package (Gelman and Su, 2018) was used
to draw 2000 random values from the joint posterior distribution of the
model (Korner-Nievergelt, et al, 2015).

The Credible Interval (95%) for fixed effects was extracted from the
simulated values.

Source:

Korner-Nievergelt, Franzi, et al. Bayesian Data Analysis in Ecology Using
Linear Models with R, Bugs, and Stan. Elsevier/AP, Academic Press is
an imprint of Elsevier, 2015.

Arm citation:

Andrew Gelman and Yu-Sung Su (2018). arm: Data Analysis Using
Regression and Multilevel/Hierarchical Models. R package version 1.10-
1. https://CRAN.R-project.org/package=arm (https://CRAN.R-
project.org/package=arm)

Simulated parameters from model:

From the simulated values, the 2.5% and 97.5% quantiles can be used
for the 95% credible interval.

Coefficients in log scale:

CrI <- round(apply(sim.fml@fixef, 2, quantile, prob = c
(0.025, 0.5, 0.975)), 2)

CrI

## (Intercept) Farms[T.Grazing agroecological] Fa
rms[T.Grazing low input]

## 2.5% -1.61 -0.16
-0.35

## 50% -1.39 0.10
-0.12

## 97.5% -1.18 0.34
0.12

## Farms[T.Confined]

## 2.5% 0.37

## 50% 0.60

## 97.5% 0.83

Associations between subclinical mastitis and farm type:

The predicted proportion of cows affected by subclinical mastitis
(logarithm scale) was superior in confined dairy farms (0.6 95% Crl 0.38
to 0.82) compared with grazing high-input farms.

The proportion of cows affected by subclinical mastitis was similar
between all the grazing farm types.



Incidence rate ratio (exponentiated coefficients):

exp(CrI)

## (Intercept) Farms[T.Grazing agroecological] Fa
rms[T.Grazing low input]

## 2.5% 0.1998876 0.8521438
0.7046881

## 50% 0.2490753 1.1051709
0.8869204

## 97.5% 0.3072787 1.4049476
1.1274969

## Farms[T.Confined]

## 2.5% 1.447735

## 50% 1.822119

## 97.5% 2.293319

The rate ratio of subclinical mastitis was 1.8 (95% Crl 1.5 to 2.3) times

greater in confined farms compared with low-input grazing farms.
Goodness of fit

Checking overdispersion:

dispersion glmer(fml)

## [1] 0.9444186
Simulating residuals:

srfml <- simulateResiduals(fml)
Plotting simulated residuals:

plotResiduals(srfml)
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Checking overdispersion:

testDispersion(srfml)



DHARMa nonparametric dispersion test via sd of
residuals fitted vs. simulated
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Simulated values, red line = fitted model. p-value (two.sided) = 0.296
##

## DHARMa nonparametric dispersion test via sd of resi
duals fitted vs.

## simulated

##

## data: simulationOutput

## ratioObsSim = 1.4782, p-value = 0.296

## alternative hypothesis: two.sided

check convergence(fml)

## [1] TRUE
## attr(,"gradient")
## [1] 2.421327e-06

Intraclass correlation coefficient

icc(fml)

## Warning: mu of 0.3 is too close to zero, estimate of
random effect variances may
## be unreliable.

## # Intraclass Correlation Coefficient
##

## Adjusted ICC: 0.017

## Conditional ICC: 0.017



The data

Multivariable
associations

Cow-level factors
associated with
subclinical mastitis in
dairy cows in Santa
Catarina State, Brazil

Multivariable models
2020/12/04

library(car)
library(lme4)
library(lattice)
library(dplyr)
library(forcats)
library(ggplot2)
library(readr)
library(doBy)
library(performance)
library(nlme)
library(Amelia)
library(blmeco)

The data

Farms were visited twice between 2016-2017. and cow-level,
environmental and management variables hypothesized to be
associated with mastitis were collected.

Subclinical mastitis was assessed by California Mastitis Test (CMT)
reagent. The samples that reacted (thickening the milk) were considered
positive (“1”) and non-reacted samples were considered negative (“0”).

Clinical mastitis was assessed by clinical inspection of the cows.
Censored observations:

a. Cows diagnosed with mastitis in all quarters were censored for
subclinical mastitis analyses.

b. Quarters diagnosed with clinical mastitis were censored for
subclinical mastitis analyses and vice versa.

c. Cows with blind (non-functional) mammary quarters were
censored for analyses regarding both clinical and subclinical
mastitis



d. Cows with mixed diagnosis were including in both analyses but
censoring the quarters affected for other mastitis cause. The
cows with mixed diagnosis:

e. Quarters that were treated with antibiotics at the moment of the
visit were censored

In addition, information on cows in the following lactating period was
excluded from analyses:

Primiparous cows until 9 days after calving Multiparous cows until 11
days after calving

(Doho et al 1993)

F5 <- read csv("../../data/cow/F5 Dec_06 20 cows_quarte

rs.csv")

## Warning: Missing column names filled in: 'X1' [1]
##

## — Column specification

## cols(

## .default = col double(),
##  Visit = col character(),

## “ID Cow = col character(),

## “Management system™ = col character(),

##  Municipality = col character(),

## "Milking time® = col character(),

## Breed = col character(),

## “Lactation phase™ = col character(),

## “Clinical quarter front left™ = col character(),
## “Clinical quarter front right™ = col character(),
## “Clinical quarter rear left™ = col character(),
## “Clinical quarter rear right™ = col character(),
## “Subc quarter front left® = col character(),

## “Subc quarter front right™ = col character(),

## “Subc quarter rear left® = col character(),

## “Subc quarter rear right™ = col character(),

## “Mammary quarter~ = col character(),

##  Breed cat = col character(),
##  Parity cat2
##  Researchers = col character()

## )

## i Use “spec()  for the full column specifications.

col character(),

F5 is a dataframe with information on 62 farms visited on winter and
summer. It includes information on cows and quarters that were
inspected during two visits to the farms in 2016 and 2017.



There is one row per mammary quarter per cow and visit. The columns
show whether a mammary quarter was affected or not by one of the
following dysfunctions:

e Sucblinical mastitis
¢ Clinical mastitis
e Blind quarters

Individual cow identification was not possible, so we have no
information on how many cows had true repeated measurements. For
this reason we analyzed the data from each visit with one model each,
instead of modeling all data with one model.

Including a function: adjusted ICC

Computing adjusted intraclass correlation using latent variable
approach.

The logistic distribution has “variance” pi~2/3
ICC = intercept_variance / (intercept_variance + pi2/3)

X” = intercept_variance

ICC_adj <- function(x){
x/(x + pi”®2/3) * 100

Splitting the data: summer (F5S) and
winter (F5W) visit

F58 <- F5 %>%
filter(Visit == "Summer")

F5W <- F5 %>%
filter(Vvisit

= "Winter")
Selecting one line per cow (summer)

F5Sc <- F5S %>%

distinct(Farm, "“ID Cow , .keep all = TRUE)
Selecting one line per cow (winter)
F5Wc <- F5W %>%
distinct(Farm, “ID Cow , .keep all = TRUE )

A dataframe with cow-level variables and data for two visits

F5C <- F5 %>%
distinct(Visit, Farm, “ID Cow , .keep all = TRUE)



Multivariable associations

Subclinical mastitis

Multilevel binary logistic regressions were fitted

The outcome variable was categorized as follows to be used in logistic
regressions: individuals affected (“1”) or unaffected by subclinical
mastitis (“0”).

Variables with significance on univariable analyses (p < 0.2) were
selected to be included in multivariable models.

Summer visit

The following variables were included in the model for summer visit:

e Parity
e Lactation phase
e Researchers

summary (
fmml <- glmer (Affected cows sub ~ “Lactation phase’
+ Parity cat2 + Researchers +
(1|Farm), nAGQ = 12, family = binomia
1, data = F5Sc)
)



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Adaptive

## Gauss-Hermite Quadrature, nAGQ = 12) [glmerMod]

## Family: binomial ( logit )

## Formula: Affected cows_sub ~ "Lactation phase™ + Par
ity cat2 + Researchers +

## (1 | Farm)

## Data: F5Sc

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 1374.0 1444.5 -673.0 1346.0 1126
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -1.2078 -0.6845 -0.5138 1.1219 2.6147

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.06001 0.245
## Number of obs: 1140, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error z va
lue Pr(>|z])

## (Intercept) -1.54244 0.26583 -5.
802 6.54e-09 *x*

## "Lactation phase”Late 0.42907 0.18855 2.
276 0.02287 =*

## ~Lactation phase™Mid 0.23597 0.18894 1.
249 0.21168

## “Lactation phase Missing 0.04873 0.36998 0.
132 0.89521

## Parity cat2Missing 1.07627 0.33749 3.
189 0.00143 =*=*

## Parity cat2Second 0.04988 0.25645 0.
195 0.84577

## Parity cat2Third or greater 0.64952 0.20805 3.
122 0.00180 =*=*

## ResearchersR2 0.06158 0.35417 0.
174 0.86196

## ResearchersR3 -0.27174 0.27012 -1.
006 0.31443

## ResearchersR4 -0.35569 0.26947 -1.
320 0.18684

## ResearchersR5 0.22045 0.23963 0.
920 0.35760

## ResearchersR6 -1.01064 0.49534 -2.
040 0.04132 =

## ResearchersR7 0.10896 0.26497 0.
411 0.68093

#H# -

## Signif. codes: 0 '***' (0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 " "1



##

## Correlation matrix not shown by default, as p = 13 >
12.
## Use print(x, correlation=TRUE) or
## vcov (X) if you need it
Anova (fmml)
Chisq Df Pr(>Chisq)
<dbl> <dbl> <dbl>
“Lactation phase’ 5.808576 3 0.1213040289
Parity_cat2 19.966176 3 0.0001725043
Researchers 10.161612 6 0.1180090929
3 rows

Removing “lactation phase” variable from model

summary (fmml a <- update(fmml, .-~.

)

- "Lactation phase™)

## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli

hood (Adaptive

##  Gauss-Hermite Quadrature, nAGQ = 12) [glmerMod]

## Family: binomial ( logit )

## Formula: Affected cows sub ~ Parity cat2 + Researche
rs + (1 | Farm)

## Data: F5Sc

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid

## 1373.9 1429.3 -675.9 1351.9 1129

##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -1.0859 -0.6905 -0.5170 1.0953 2.3879

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.06777 0.2603

## Number of obs: 1140, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error z va

lue Pr(>|z|)

## (Intercept)

935 2.94e-09 #**+*

## Parity cat2Missing
673 0.00024 #**+*

## Parity cat2Second

-1.34700 0.22697 -5.
1.01116 0.27529 3.
0.05580 0.25633 0.



218 0.82767

## Parity cat2Third or greater 0.68097 0.20777 3.
278 0.00105 *+*

## ResearchersR2 0.09314 0.34009 0.
274 0.78418

## ResearchersR3 -0.25158 0.26603 -0.
946 0.34429

## ResearchersR4 -0.33779 0.26672 -1.
266 0.20535

## ResearchersR5 0.23807 0.22906 1.
039 0.29865

## ResearchersR6 -0.97629 0.49446 -1.
974 0.04833 *

## ResearchersR7 0.14417 0.26096 0.
552 0.58062

## ———

## Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr) Prt 2M Prt 2S P _2Tog RsrcR2 RsrcR

3 RsrcR4 RsrcR5 RsrcR6
## Prty ct2Mss -0.646
## Prty ct2Scn -0.554
## Prty ct2Tog -0.684
## ReserchrsR2 -0.306
## ReserchrsR3 -0.404
## ReserchrsR4 -0.414
6

## ReserchrsR5 -0.378 0.022 0.009 -0.041 0.253 0.35
1 0.350

## ReserchrsR6 -0.194 0.085 -0.016 -0.061 0.138 0.20
2 0.197 0.189

## ReserchrsR7 -0.392 0.171 -0.069 -0.057 0.261 0.37
2 0.371 0.348 0.203

.456

.554 0.626

.047 0.012 0.002

.198 0.011 -0.051 0.253

.217 -0.024 -0.014 0.245 0.36

O O O O o

Anova(fmml_ a)

Chisq Df Pr(>Chisq)
<dbl> <dbl> <dbl>
Parity_cat2 23.36458 3 3.389883e-05
Researchers 10.06647 6 1.218804e-01

2 rows

Removing “lactation phase” variable from model

summary(fmml b <- update(fmml_a, .~. -Researchers))



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Adaptive

## Gauss-Hermite Quadrature, nAGQ = 12) [glmerMod]

## Family: binomial ( logit )

## Formula: Affected cows sub ~ Parity cat2 + (1 | Farm

)
## Data: F5Sc

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 1371.8 1397.0 -680.9 1361.8 1135
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -1.0891 -0.6695 -0.5212 1.0695 2.3306

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.1298 0.3603
## Number of obs: 1140, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error z va
lue Pr(>|z])

## (Intercept) -1.42932 0.19237 -7.
430 1.09e-13 *=*=*

## Parity cat2Missing 1.11155 0.28672 3.
877 0.000106 *=*=*

## Parity cat2Second 0.05237 0.25716 0.

204 0.838628

## Parity cat2Third or greater 0.68030 0.20894 3.
256 0.001130 *+*

## -

## Signif. codes: 0 '***' 0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr) Prt 2M Prt_ 2S

## Prty ct2Mss -0.620
## Prty ct2Scn -0.678 0.452
## Prty ct2Tog -0.857 0.551 0.630

Anova(fmml b)

Chisq Df Pr(>Chisq)
<dbl> <dbl> <dbl>
Parity_cat2 24.77423 3 1.721312e-05

1 row

icc(fmml b)



## # Intraclass Correlation Coefficient

##
##
##

Adjusted ICC: 0.038
Conditional ICC: 0.036

ICC adj(0.1298)

##

[1] 3.79569

4% of the variation in subclinical mastitis proportion is associated with
the farm effect.

exp

##
ing
##
702
##
ter
##
760

Odds

exp

##
##
##
##
##
##

(fixef (fmml b))

(Intercept)
0.2394709
Parity cat2Second Parity ca

1.0537656

ratio

(confint(fmml b, method = "Wald"))

2.5 %
.sig01 NA
(Intercept) 0.1642506
Parity cat2Missing 1.7325356
Parity cat2Second 0.6365766
Parity cat2Third or greater 1.3109971

Goodness of fit

Random effect

ggmath(ranef (fmml b))

##

SFarm

Parity cat2Miss

3.0390

t2Third or grea

1.9744

97.5 %

NA
0.3491392
5.3308850
1.7443648
2.9737332



Standard normal quantiles
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dotplot(ranef (fmml b,

## SFarm
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ggPlot (ranef (fmml b)$Farm[,1])




0.4

0.2
|

ranef(fmm1_b)$Farm[, 1]

-0.2

norm quantiles

## [1] 57 9
Checking dispersion

dispersion glmer(fmml b)

## [1] 1.083964

Winter visit

Variables with significance in univariable analysis (p < 0.2) were selected
to be included in multivariable models:

The following variables were included in the model including data for
winter visit

Parity

Lactation phase
Researchers
Clinical mastitis

summary (

fmmlw <- glmer(Affected cows sub ~ "Lactation phase
+ Parity cat2 +

Researchers + Affected cows_clin

(1|Farm), nAGQ = 12, family = bi
nomial, data = F5Wc)

)



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Adaptive

## Gauss-Hermite Quadrature, nAGQ = 12) [glmerMod]

## Family: binomial ( logit )

## Formula: Affected cows_sub ~ "Lactation phase™ + Par
ity cat2 + Researchers +

## Affected cows clin + (1 | Farm)

## Data: F5Wc

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 1287.1 1357.3 -629.6 1259.1 1099
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -1.5708 -0.6297 -0.4488 0.8941 3.4476

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.4391 0.6627
## Number of obs: 1113, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error z v
alue Pr(>|z]|)

## (Intercept) -1.744426 0.446124 -3
.910 9.22e-05 **=*

## "Lactation phase”Late 0.456658 0.215828 2
.116 0.0344 +*

## ~Lactation phase™Mid -0.003823 0.226610 -0
.017 0.9865

## ~“Lactation phase Missing 0.173669 0.508650 0
.341 0.7328

## Parity cat2Missing 1.046257 0.454388 2
.303 0.0213 =*

## Parity cat2Second 0.331744 0.331432 1

.001 0.3169
## Parity cat2Third or greater 1.051676 0.268756 3
.913 9.11e-05 **x*

## ResearchersR2 -0.744723 0.519492 -1
.434 0.1517

## ResearchersR3 -0.415701 0.459816 -0
.904 0.3660

## ResearchersR4 -0.407193 0.463719 -0
.878 0.3799

## ResearchersR5 -0.039568 0.453675 -0
.087 0.9305

## ResearchersR7 -0.446182 0.486003 -0
.918 0.3586

## Affected cows clin 0.504365 0.399275 1
.263 0.2065

## -—-

## Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 " "1



##

## Correlation matrix not shown by default, as p = 13 >
12.

## Use print(x, correlation=TRUE) or

## vcov (X) if you need it

Anova (fmmlw)

Chisq Df Pr(>Chisq)
<dbl> <dbl> <dbl>
“Lactation phase’ 6.482205 3 0.0903669335
Parity_cat2 19.892822 3 0.0001786485
Researchers 3.333123 5 0.6487745036
Affected_cows_clin 1.595676 1 0.2065170773
4 rows
Removing Researchers variable
summary (fmmlw_a <- update(fmmlw, .~. - Researchers))

## Warning in checkConv(attr(opt, "derivs"), opt$par, c
trl = control$checkConv,

## Model failed to converge with max|grad| = 0.0038964
(tol = 0.002, component 1)

## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Adaptive

##  Gauss-Hermite Quadrature, nAGQ = 12) [glmerMod]

## Family: binomial ( logit )

## Formula:

## Affected cows sub ~ “Lactation phase™ + Parity cat2
+ Affected cows clin +

## (1 | Farm)

## Data: F5Wc

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 1280.5 1325.6 -631.3 1262.5 1104
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -1.5559 -0.6240 -0.4575 0.8670 3.4497

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.4655 0.6823
## Number of obs: 1113, groups: Farm, 62
##



## Fixed effects:

## Estimate Std. Error z va
lue Pr(>|z|)

## (Intercept) -2.08756 0.29474 -7.
083 1.41le-12 **x*

## ~Lactation phase Late 0.47646 0.21484 2.
218 0.0266 *

## “Lactation phase™Mid 0.02507 0.22511 0.
111 0.9113

## ~“Lactation phase Missing 0.43219 0.45096 0.
958 0.3379

## Parity cat2Missing 1.12392 0.44693 2.
515 0.0119 =

## Parity cat2Second 0.33878 0.33129 1.
023 0.3065

## Parity cat2Third or greater 1.05035 0.26775 3.
923 8.75e-05 **x*

## Affected cows clin 0.50603 0.39784 1.
272 0.2034

## ——-

## Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 " "1

##

## Correlation of Fixed Effects:

## (Intr) “Lph L “Lecttnphs™Md

Prt_2M Prt_2S P_2Tog

## “Lcttnphs L  -0.396

## "“Lettnphs™Md -0.391 0.547

## "“Lettnphs™Ms -0.215 0.273 0.266
## Prty ct2Mss -0.433 -0.013 -0.001
## Prty ct2Scn -0.608 0.003 0.022
0.372

## Prty ct2Tog -0.747 -0.024 -0.020
0.522 0.657

## Affctd cws  -0.043 0.016 0.011
-0.045 0.031 0.012

“Lettnphs ™ Ms

-0.572
0.026

-0.043

0.028

## optimizer (Nelder Mead) convergence code: 0 (OK)

## Model failed to converge with max|grad]|

(tol = 0.002, component 1)

Anova(fmmlw_a)

Chisq Df

<dbl> <dbl>
“Lactation phase’ 6.971793 3
Parity_cat2 20.065792 3
Affected_cows_clin 1.617852 1

3 rows

= 0.0038964

Pr(>Chisq)
<dbl>

0.0728022913
0.0001644957

0.2033915137



Removing clinical mastitis from model

summary (fmmlw b <- update(fmmlw a, .~. - Affected cows_
clin))

## Warning in checkConv(attr(opt, "derivs"), opt$par, c
trl = controlS$ScheckConv,

## Model failed to converge with max|grad| = 0.00452083
(tol = 0.002, component 1)

## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Adaptive

## Gauss-Hermite Quadrature, nAGQ = 12) [glmerMod]

## Family: binomial ( logit )

## Formula: Affected cows sub ~ “Lactation phase™ + Par
ity cat2 + (1 | Farm)

## Data: F5Wc

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 1280.1 1320.2 -632.1 1264.1 1105
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -1.5454 -0.6239 -0.4594 0.9446 3.4411

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.4712 0.6864
## Number of obs: 1113, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error z va
lue Pr(>|z|)

## (Intercept) -2.07246 0.29400 -7.
049 1.80e-12 *x*

## "Lactation phase Late 0.47271 0.21473 2.
201 0.0277 *

## "Lactation phase™Mid 0.02205 0.22503 0.
098 0.9219

## "Lactation phase Missing 0.41588 0.45302 0.
918 0.3586

## Parity cat2Missing 1.15110 0.44776 2.
571 0.0101 =

## Parity cat2Second 0.32651 0.33068 0.
987 0.3234

## Parity cat2Third or greater 1.04637 0.26715 3.
917 8.98e-05 ***

## ——-

## Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

##

## Correlation of Fixed Effects:



## (Intr) "Lph L “Lecttnphs Md ~Lettnphs™ Ms

Prt_ 2M Prt 28

## “Lettnphs L -0.396

## “Lettnphs™Md -0.391  0.547

## “Lettnphs™Ms -0.214 0.272 0.265
## Prty ct2Mss -0.432 -0.014 -0.002
## Prty ct2Scn -0.606 0.003 0.022
0.371

## Prty ct2Tog -0.746 -0.024 -0.021
0.520 0.656

-0.574
0.025

-0.044

## optimizer (Nelder Mead) convergence code: 0 (OK)

## Model failed to converge with max|grad]|

(tol = 0.002, component 1)

Anova(fmmlw b)

Chisq Df

<dbl> <dbl>
“Lactation phase’ 6.873165 3
Parity_cat2 20.258382 3

2 rows

Removing lactation phase from model

summary (fmmlw_c <- update(fmmlw b, .-.
se™))

~

= 0.00452083

Pr(>Chisq)
<dbl>

0.0760521964

0.0001500473

Lactation pha



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Adaptive

## Gauss-Hermite Quadrature, nAGQ = 12) [glmerMod]

## Family: binomial ( logit )

## Formula: Affected cows sub ~ Parity cat2 + (1 | Farm
)

## Data: F5Wc

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 1281.0 1306.0 -635.5 1271.0 1108
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -1.5660 -0.6218 -0.4479 0.9003 3.2025

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.4711 0.6864
## Number of obs: 1113, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error z va
lue Pr(>|z])

## (Intercept) -1.9008 0.2616 -7.
266 3.70e-13 **x*

## Parity cat2Missing 1.3183 0.3595 3.
667 0.000246 **=*

## Parity cat2Second 0.3329 0.3297 1.
010 0.312595

## Parity cat2Third or greater 1.0715 0.2664 4.
021 5.78e-05 *=*=*

## -

## Signif. codes: 0 '***' 0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr) Prt 2M Prt_ 2S

## Prty ct2Mss -0.675
## Prty ct2Scn -0.675 0.479
## Prty ct2Tog -0.855 0.617 0.661

Anova(fmmlw c)

Chisq Df Pr(>Chisq)
<dbl> <dbl> <dbl>
Parity_cat2 24.18921 3 2.280781e-05

1 row

icc(fmmlw c)



## # Intraclass Correlation Coefficient

##
## Adjusted ICC: 0.125
## Conditional ICC: 0.118

ICC_adj(0.4711)

## [1] 12.52603

12% of the variation in subclinical mastitis proportion is associated with
the farm effect.

exp(fixef (fmmlw c))

## (Intercept) Parity cat2Miss
ing
## 0.1494474 3.7369
245
## Parity cat2Second Parity cat2Third or grea
ter
## 1.3950307 2.9197
049
Odds ratio
exp(confint (fmmlw c, method = "Wald"))
## 2.5 % 97.5 %
## .sig01 NA NA
## (Intercept) 0.08949893 0.2495507
## Parity cat2Missing 1.84704678 7.5605040
## Parity cat2Second 0.73105907 2.6620431

## Parity cat2Third or greater 1.73198920 4.9218995

Goodness of fit

Random effect

ggmath(ranef (fmmlw c))

## SFarm



Farm

(Intercept)

*

Standard normal quantiles

dotplot(ranef (fmmlw ¢, condVar = TRUE))

## SFarm
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ggPlot (ranef (fmmlw c)S$Farm[,1])
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## [1] 17 23
Checking dispersion

dispersion glmer (fmmlw c)

## [1] 1.046857

norm quantiles




Data description
Null models
Breed
Researchers
Milking time
Milking parlour

type

Milking parlour
walls

Milking parlour
floor

Farms with
feeders in the milking
parlour

Holding area floor
type

Post-milking area
floor

Post-milking area
floor cleanliness

Did the farmers
feed the cows while
milking?

Pre-dipping

solution

Post-dipping
solution use

Milk flow system
Milking frequency

Milking interval -
hours from last
milking at evening to
milking in the
morning

Subclinical
mastitis predicted
from clinical mastitis

Subclinical

Herd-level factors
associated with
subclinical mastitis in
dairy cows in Santa
Catarina State, Brazil

Univariable and multivariable models
2020/11/2

library(car)
#library(ggbiplot)
library(1lme4)
library(lattice)
library(tidyverse)
library(doBy)
library(performance)
library(nlme)
library(Amelia)
library(blmeco)
library(blme)
library(reshape?2)
library(merTools)
library(DHARMa)
library(arm)
library(sjPlot)
library(merTools)
library(influence.ME)

Data description

Data were collected in a cross-sectional study aimed at investigating
factors associated with clinical and subclinical mastitis in dairy herds
managed under different systems:

e Compost-bedded packs
Freestall

Grazing low-input systems
Grazing high-input systems
Agroecological systems

Farms were visited twice during winter and summer between 2016-
2017. Cow-level, environmental and management variables were
collected.



mastitis predicted
from blind quarters

Multivariable
model

Final multivariable
model: subclinical
mastitis

Subclinical mastitis was assessed using California Mastitis Test (CMT)
reagent. The samples that reacted (thickening the milk) were considered
positive (“1”) and non-reacted samples were considered negative (“0”).

Clinical mastitis was assessed by clinical inspection of the cows.
Censored observations:

a. Cows diagnosed with mastitis in all quarters were censored for
subclinical mastitis analyses.

b. Quarters diagnosed with clinical mastitis were censored for
subclinical mastitis analyses and vice versa.

c. Cows with blind (non-functional) mammary quarters were
censored for analyses regarding both clinical and subclinical
mastitis

d. Cows with mixed diagnosis were including in both analyses, but
censoring the quarters affected for other mastitis cause.

e. Quarters that were treated with antibiotics at the moment of the
visit were censored for any analyses

In addition, information on cows in the following period of lactation was
excluded from analyses (Doho et al 1993):

e Primiparous cows until 9 days after calving
e Multiparous cows until 11 days after calving

Data were inspected for typing errors or inconsistencies and dataframe
cleaned manually or within R scripts:

e A table with the 62 farms and Herd-level variables was saved:
write.csv(H, file = “Herd_level_dec_17_2019.csv”)
See script: “Herd level clean dec 17 2019.Rmd”
e Additonal changes were introduced in the dataframe:
See script “Herd level description clean dec 18”
e Then, a new dataframe was saved:
write.csv(H, “Herd_level_feb_06_2020.csv”)
o After that, another dataframe saved:

write.csv(Hm, file = “../../data/herd/Herd_level_dec_02_2020.csv”)

Hm <- read csv("../../data/herd/Herd level _dec_02_2020.
csv")

## Warning: Missing column names filled in: 'X1' [1]



##

## — Column specification

## cols(

## .default = col double(),

## “Management system® = col character(),

## Visit = col character(),
## Municipality = col character(),
## Farmer = col character(),

## “Management system2~ = col character(),

## Researcher = col character(),

## "Milking time® = col character(),

## "Milking parlour™ = col character(),

## "Milking parlour walls™ = col character(),

## “In-parlour feeder™ = col character(),

## “Holding area floor™ = col character(),

## “"Feed cows while milking~ = col character(),

## “Pre-dipping solution™ = col character(),

## “Post-dipping solution”™ = col character(),

## "Milk flow system”™ = col character(),

## "Milking interval hours™ = col character(),

## “Type of milking parlour floor~ = col character(),
## "Milking parlour floor cleanliness”™ = col characte
r(),

## "Milking parlour floor surface™ = col character(),
## "Post-milking area floor cleanliness”™ = col_charac
ter ()

## # ... with 9 more columns

## )

## i Use “spec()  for the full column specifications.

Null models

Subclinical mastitis:

The number of affected cows per herd was modeled using a mixed-
effects Poisson model with the natural logarithm link function.

The farm was included as random effect to account for repeated
measurements in each herd in winter and summer.

We used the count of affected cows as outcome variable and the
lactating herd size (logarithmic scale) as an offset, to account for
differences in herd size between farms.

summary (
fmn <- glmer( Affected cows scm™ ~ 1 + (1| Farm),
data = Hm,
family = "poisson",

offset = log( Lactating herd size™))



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Laplace

## Approximation) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: ~Affected cows scm™ ~ 1 + (1 | Farm)
## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size™)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 551.3 556.9 -273.7 547.3 122
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max
## -1.81999 -0.58678 -0.08247 0.47243 2.77516
##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.09703 0.3115
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)

## (Intercept) -1.31384 0.06189 -21.23 <2e-16 **x*
## ——-

## Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

Breed

Univariable model: poportion of Holstein breed in the farms -
nonsignificant

summary (
mb <- glmer( Affected cows scm™ ~ Prop.Hm + (1l|Far
m),
data = Hm,
family = "poisson",
offset = log( Lactating herd size™))



##

Generalized linear mixed model fit by maximum likeli

hood (Laplace

##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

0.1

##
##
##
##

Approximation) [glmerMod]

Family: poisson ( log )
Formula: “Affected cows scm™ ~ Prop.Hm + (1 | Farm)

Data: Hm
Offset: log( Lactating herd size™)

AIC BIC logLik deviance df.resid

552.9 561.4 -273.5 546.9 121
Scaled residuals:

Min 10 Median 30 Max
-1.83551 -0.60695 -0.09517 0.49281 2.78001
Random effects:

Groups Name Variance Std.Dev.

Farm (Intercept) 0.09332 0.3055
Number of obs: 124, groups: Farm, 62
Fixed effects:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) -1.3772 0.1230 -11.19 <2e-16 ***
Prop.Hm 0.1048 0.1747 0.60 0.548
Signif. codes: 0 '#***' (0.001 '**' Q.01 '*' 0.05 '.'

L} 1 l
Correlation of Fixed Effects:

(Intr)
Prop.Hm -0.867

Univariable model: proportion of Jersey breed in the farms -
nonsignificant

summary (
mbj <- glmer( Affected cows scm™ ~ Prop.J + (1l|Farm
),
data = Hm,
family = "poisson",
offset = log( Lactating herd size’))



##

Generalized linear mixed model fit by maximum likeli

hood (Laplace

##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

0.1

##
##
##
##

Approximation) [glmerMod]
Family: poisson ( log )

Formula: ~Affected cows scm™ ~ Prop.J + (1 | Farm)
Data: Hm
Offset: log( Lactating herd size™)

AIC BIC logLik deviance df.resid
553.2 561.7 -273.6 547.2 121

Scaled residuals:
Min 10 Median 30 Max
-1.82337 -0.60122 -0.08705 0.48057 2.78696

Random effects:
Groups Name Variance Std.Dev.
Farm (Intercept) 0.09663 0.3108
Number of obs: 124, groups: Farm, 62

Fixed effects:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)
(Intercept) -1.30050 0.08172 -15.915 <2e-16 ***
Prop.J -0.06247 0.25232 -0.248 0.804
Signif. codes: 0 '#***' (0.001 '**' Q.01 '*' 0.05 '.'

1 1 l

Correlation of Fixed Effects:
(Intr)
Prop.J -0.655

Univariable model: proportion of crossbreed cows in the farms -
nonsignificant

summary (
mbcb <- glmer( Affected cows scm™ ~ prop.Cb + (1|Fa
rm),
data = Hm,
family = "poisson",

offset = log( Lactating herd size’))



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Laplace

## Approximation) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: “Affected cows scm™ ~ prop.Cb + (1 | Farm)
## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size™)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 552.9 561.3 -273.4 546.9 121
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max
## -1.83700 -0.60290 -0.09548 0.45290 2.75009
##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.09148 0.3025
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)

## (Intercept) -1.28039 0.07823 -16.366 <2e-16 **x*
## prop.Cb -0.18343 0.27576 -0.665 0.506

## ——-

## Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr)

## prop.Cb -0.627

Researchers

Subclinical mastitis and researcher: significant

summary (
mr <- glmer( Affected cows scm™ ~ Researchers + (1|
Farm),
data = Hm,
family = "poisson",

offset = log( Lactating herd size™))



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Laplace

## Approximation) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: ~Affected cows scm™ ~ Researchers + (1 | Fa
rm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size™)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 553.0 575.6 -268.5 537.0 116
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max
## -1.89981 -0.57050 -0.09867 0.50689 2.87300
##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.06768 0.2601
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)
## (Intercept) -1.132733 0.095582 -11.851 <2e-16

* %%

## ResearchersR2 -0.289729 0.214219 -1.352 0.1762
## ResearchersR3 -0.288092 0.172614 -1.669 0.0951

## ResearchersR4 -0.414460 0.176967 -2.342 0.0192
*

## ResearchersR5 -0.002193 0.134994 -0.016 0.9870
## ResearchersR6 -0.815892 0.432560 -1.886 0.0593
## ResearchersR7 -0.176159 0.176220 -1.000 0.3175
## -

## Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

##

## Correlation of Fixed Effects:

## (Intr) RsrcR2 RsrcR3 RsrcR4 RsrcR5 RsrcR
6

## ReserchrsR2 -0.430

## ReserchrsR3 -0.544 .235

## ReserchrsR4 -0.536 .231 0.293

## ReserchrsR5 -0.534
## ReserchrsR6 -0.186
## ReserchrsR7 -0.524
9

.233 0.295 0.288
.108 0.102 0.100 0.101
.228 0.289 0.283 0.288 0.09

O O O O O

Milking time

Univariable model: milking time nonsignificant



summary (

mmt <- glmer( Affected cows scm™ ~ "Milking time™ +
(1|Farm),
data = Hm,
family = "poisson",
offset = log( Lactating herd size”))

## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Laplace

##  Approximation) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: “Affected cows scm™ ~ "Milking time~ + (1 |
Farm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size’)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 553.3 561.7 -273.6 547.3 121
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max
## -1.82697 -0.59436 -0.08155 0.46525 2.78470
##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.09668 0.3109
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error z value Pr
>lz])

## (Intercept) -1.32080 0.07689 -17.177
<2e-16 ***

## "Milking time Morning 0.01452 0.09506 0.153
0.879

## ——-

## Signif. codes: 0 '***' 0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 " "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr)

## “Mlkngtm Mr -0.594

Milking parlour type

Univariable models: subclinical mastitis and milking parlour type: non-
significant



summary (

mMP <- glmer( Affected cows scm™ ~ “Milking parlour
S+ (1| Farm),
data = Hm,
family = "poisson",
offset = log( Lactating herd size”))

## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Laplace

##  Approximation) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: “Affected cows scm™ ~ "Milking parlour”™ + (
1 | Farm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size’)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 552.2 560.7 -273.1 546.2 121
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -1.8178 -0.6059 -0.1064 0.4436 2.7089

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.09098 0.3016
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error z value
Pr(>|z|)

## (Intercept) -1.24614 0.08705 -14.32
<2e-16 ***

## "Milking parlour Tunnel -0.12420 0.11830 -1.05
0.294

## ——-

## Signif. codes: 0 '***' 0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 " "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr)

## “Mlknprlr T -0.716

Milking parlour walls

Univariable models: subclinical mastitis and milking parlour walls: non-
significant



summary (

mPw <- glmer( Affected cows scm™ ~ "Milking parlour
walls™ + (1| Farm),
data = Hm,
family = "poisson",
offset = log( Lactating herd size”))

##

Generalized linear mixed model fit by maximum likeli

hood (Laplace

##
##
##
s
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

Approximation) [glmerMod]
Family: poisson ( log )
Formula: "Affected cows scm™ ~ "Milking parlour wall
+ (1 | Farm)
Data: Hm
Offset: log( Lactating herd size™)

AIC BIC logLik deviance df.resid
554.6 565.8 -273.3 546.6 120

Scaled residuals:
Min 10 Median 30 Max
-1.8305 -0.6192 -0.0834 0.4895 2.8783

Random effects:
Groups Name Variance Std.Dev.
Farm (Intercept) 0.09452 0.3074
Number of obs: 124, groups: Farm, 62

Fixed effects:
Estimate Std. Error z v

alue Pr(>|z]|)

##

(Intercept) -1.27288 0.08902 -14

.300 <2e-16 ***

##

"Milking parlour walls Mixed -0.11734 0.13914 -0

.843 0.399

##

"Milking parlour walls Wood -0.01799 0.15086 -0

.119 0.905

##
##

0.1

##
##
##
##
##

Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
1 1 1

Correlation of Fixed Effects:
(Intr) “Mpw ™M

"Mlkpwlls™M -0.617

“Mlkpwlls W -0.578 0.362

Milking parlour floor

Type



There is no variation for milking parlour floor type

count (Hm, "“Type of milking parlour floor™)

Type of milking parlour floor n
<chr> <int>
Concrete 120
Dirt floor 2
Rubber 2
3 rows

Floor cleanliness

count (Hm, "“Milking parlour floor cleanliness™)

Milking parlour floor cleanliness n

<chr> <int>

Clean 105

Dirty 19
2 rows

Score was not totally consistent in 17 farms (Dirt and Clean in the same
farm)

Hm %>%

count (Farm, "Milking parlour floor cleanliness™ ) %>

oo

filter(n == 1)

Fa... Milking parlour floor cleanliness n
<dbl> <chr> <int>
11 Clean 1
11 Dirty 1
22 Clean 1
22 Dirty 1
25 Clean 1
25 Dirty 1
29 Clean 1

29 Dirty 1



35 Clean 1

35 Dirty 1

1-10 of 34 rows Previous 1 2 3 4 Next

Subclinical mastitis and milking parlour floor cleanliness significant

summary (
mPc <- glmer( Affected cows scm™ ~ "Milking parlour
floor cleanliness™ + (1|Farm),
data = Hm,
family = "poisson",

offset

log( Lactating herd size™))



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Laplace

## Approximation) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: “Affected cows scm™ ~ "Milking parlour floo
r cleanliness™ + (1 |

## Farm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size™)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 549.0 557.5 -271.5 543.0 121
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max
## -1.79704 -0.55428 -0.03901 0.42724 2.84444
##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.08826 0.2971
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate St
d. Error z value Pr(>|z]|)

## (Intercept) -1.34626

0.06294 -21.390 <2e-16

## "“Milking parlour floor cleanliness Dirty 0.21761
0.10334 2.106 0.0352

##

## (Intercept) * %k

## "“Milking parlour floor cleanliness Dirty *

## ——-

## Signif. codes: 0 '***' 0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr)

## “Mpfclnln D -0.269

Milking parlour floor surface state

Subclinical mastitis and conservation of milking parlour floor
nonsignificant

summary (
mPf <- glmer( Affected cows scm™ ~ "Milking parlour
floor surface™ + (1|Farm),
data = Hm,
family = "poisson",
offset = log( Lactating herd size™))



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Laplace

## Approximation) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: “Affected cows scm™ ~ "Milking parlour floo
r surface™ + (1 |

## Farm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size™)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 552.5 561.0 -273.2 546.5 121
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max
## -1.83226 -0.56924 -0.09652 0.47237 2.75216
##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.09323 0.3053
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std.
Error z value Pr(>|z|)

## (Intercept) -1.4241

0.1383 -10.300 <2e-16 ***

## "Milking parlour floor surface Regular 0.1380
0.1531 0.902 0.367

## -—-

## Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 " "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr)

## “Mlpfsrfc R -0.897

Farms with feeders in the
milking parlour

Subclinical mastitis and presence of feeders in milking parlour
nonsignificant



summary (

mPfb <- glmer( Affected cows scm™ ~ “In-parlour fee
der> + (1|Farm),
data = Hm,
family = "poisson",

offset = log( Lactating herd size™))

## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Laplace

##  Approximation) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: "“Affected cows scm™ ~ “In-parlour feeder™ +
(1 | Farm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size™)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 551.9 560.3 -272.9 545.9 121
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -1.8266 -0.5972 -0.1053 0.4433 2.6962

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.08975 0.2996
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error z value P
r(>|z|)

## (Intercept) -1.23329 0.08772 -14.06
<2e-16 ***

## ~In-parlour feeder Yes -0.14404 0.11803 -1.22
0.222

#H# ——

## Signif. codes: 0 '***' 0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr)

## ~In-prfdr Y -0.724

Holding area floor type

Subclinical mastitis and holding area floor type: nonsignificant



summary (

mha <- glmer( Affected cows scm™ ~ “Holding area fl
oor> + (1|Farm),
data = Hm,
family = "poisson",
offset = log( Lactating herd size”))

## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Laplace

##  Approximation) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: "“Affected cows scm™ ~ "Holding area floor~
+ (1 | Farm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size™)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 554.8 566.1 -273.4 546.8 120
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -1.8000 -0.6007 -0.1018 0.4818 2.7355

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.09346 0.3057
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error z va
lue Pr(>|z|)

## (Intercept) -1.2730495 0.0874867 -14.

551 <2e-16 ***

## "Holding area floor Dirt -0.0871162 0.1234698 -0.
706 0.480

## "“Holding area floor Other -0.0004629 0.2390683 -0.
002 0.998

## -

## Signif. codes: 0 '**x' (0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr) “Haf D

## "Hldnaflr D -0.690
## "Hldnaflr O -0.349 0.246

Post-milking area floor

Subclinical mastitis and post-milking area floor assessment
nonsignificant



summary (

mpaf <- glmer( Affected cows scm™ ~ “Post-milking a
rea floor2™ + (l|Farm),
data = Hm,
family = "poisson",

offset = log( Lactating herd size™))

## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Laplace

##  Approximation) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: "“Affected cows scm™ ~ “Post-milking area f1l
oor2™ + (1 | Farm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size™)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 554.7 566.0 -273.4 546.7 120
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max
## -1.80855 -0.57962 -0.09022 0.48059 2.71032
##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.09431 0.3071
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error
z value Pr(>|z])

## (Intercept) -1.2542 0.1013
-12.376 <2e-16 ***

## ~Post-milking area floor2 Dirt -0.0802 0.1285
-0.624 0.533

## “Post-milking area floor2 Other -0.1391 0.2086
-0.667 0.505

## -

## Signif. codes: 0 '***' 0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 " "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr) “P-af2°D

## “Pst-afl2™D -0.770
## ~Pst-afl2 0 -0.477 0.373

Post-milking area floor
cleanliness

Subclinical mastitis and post-milking area floor cleanliness Significant



summary (

mpafc <- glmer( Affected cows scm™ ~ “Post-milking
area floor cleanliness™ + (1| Farm),
data = Hm,
family = "poisson",

offset = log( Lactating herd size™))

## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Laplace

## Approximation) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: “Affected cows scm™ ~ “Post-milking area f1l
oor cleanliness”™ +
## (1 | Farm)

## Data: Hm
## Offset: log( Lactating herd size’)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 546.0 554.4 -270.0 540.0 121
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max
## -1.77457 -0.59320 -0.07843 0.54802 2.58213
##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.06937 0.2634
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate
Std. Error z value Pr(>|z]|)

## (Intercept) -1.41967

0.07098 -20.001 < 2e-16

## “Post-milking area floor cleanliness Dirty 0.27521
0.09811 2.805 0.00503

##

## (Intercept) *

## “Post-milking area floor cleanliness Dirty **

## ==

## Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
#4 (Intr)

## “Pst-afcl D -0.581

Did the farmers feed the cows
while milking?



Subclinical mastitis and whether the farmers reported to feed the cows
while milking: nonsignificant

summary (
mfc <- glmer( Affected cows scm™ ~ “Feed cows while
milking~ + (1| Farm),
data = Hm,
family = "poisson",
offset = log( Lactating herd size”))



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Laplace

## Approximation) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: “Affected cows scm™ ~ “Feed cows while milk
ing™ + (1 | Farm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size™)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 552.6 563.9 -272.3 544.6 120
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max
## -1.81575 -0.59089 -0.09677 0.45537 2.73307
##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.08794 0.2966
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std
. Error z value Pr(>|z|)

## (Intercept) -1.2589

0.0826 -15.242 <2e-16
## “Feed cows while milking During milking -0.1489
0.1217 -1.223 0.221

## “Feed cows while milking No 0.2192
0.2568 0.854 0.393

##

## (Intercept) * %k

## ~“Feed cows while milking During milking

## ~“Feed cows while milking No

## -

## Signif. codes: 0 '***' 0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr) ~Fcwmm

## “Fcwmlkn Dm -0.660
## ~Fcwmlkng N -0.316 0.210

Pre-dipping solution

Subclinical mastitis and pre-dipping solution used in the farm: significant



summary (

mps <- glmer( Affected cows scm™ ~ ~Pre-dipping so
lution™ + (1|Farm),
data = Hm,
family = "poisson",

offset

log( Lactating herd size™))

## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Laplace

##  Approximation) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: "“Affected cows scm™ ~ “Pre-dipping solution
S+ (1 | Farm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size’)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 550.3 558.8 -272.2 544.3 121
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -1.8684 -0.5659 -0.1502 0.4722 2.9450

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.08667 0.2944
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error z v
alue Pr(>|z]|)

## (Intercept) -1.41716 0.08693 -16
.302 <2e-16 ***

## ~Pre-dipping solution Liquid 0.20451 0.11625 1
.759 0.0786

#H# -

## Signif. codes: 0 '***' 0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr)

## “Pr-dsltn"L -0.715

Post-dipping solution use

No variation in the variable...

table(Hm$ Post-dipping solution™)



##
## No Yes
## 2 122

Milk flow system

Univariable models: subclinical mastitis and milk flow system used in the
farm: nonsignificant

summary (
mfs <- glmer( Affected cows scm™ ~ "Milk flow syste
m + (1| Farm),
data = Hm,
family = "poisson",
offset = log( Lactating herd size”))



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli

hood (Laplace

##
##
##
(1
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
r z
##
0 -
##
6

##
4

##
##
0.1
##
##
##
##
##

Milking frequency

Approximation) [glmerMod]
Family: poisson ( log )
Formula: “Affected cows scm™ ~ "Milk flow system™ +
| Farm)
Data: Hm
Offset: log( Lactating herd size™)
AIC BIC logLik deviance df.resid
553.6 564.9 -272.8 545.6 120
Scaled residuals:
Min 10 Median 30 Max

-1.85016 -0.62954 -0.09306

Random effects:

0.48529 2.87314

Groups Name Variance Std.Dev.

Farm (Intercept) 0.08747

Number of obs: 124, groups:
Fixed effects:

value Pr(>|z])
(Intercept)

10.826 <2e-16 ***

"Milk flow system Low line
-0.117 0.907

0.2958

Farm, 62

Estimate Std. Erro

-1.19625 0.1105

-0.03162 0.2693

"Milk flow system Portable milker -0.16966 0.1306

-1.299 0.194

Signif. codes: 0 '#***' (0.001 '**' Q.01 '*' 0.05 '.'

1 1 l

Correlation of Fixed Effects:

(Intr) "Mfs'1
"Mfsystm L1 -0.408
"Mfsystm Pm -0.828 0.339

Similar in all farms

table(Hm$ Milking frequency™)

##
##
##

124



Milking interval -hours from last
milking at evening to milking in
the morning

Subclinical mastitis and milking interval difference: nonsignificant

summary (
mi <- glmer( Affected cows scm™ ~ "Milking interval
difference + (1|Farm),
data = Hm,
family = "poisson",
offset =

log( Lactating herd size™))



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Laplace

## Approximation) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: “Affected cows scm™ ~ "Milking interval dif
ference® + (1 | Farm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size™)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 554.1 565.4 -273.0 546.1 120
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -1.8359 -0.6161 -0.1052 0.4777 2.7494

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.08968 0.2995
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimat
e Std. Error z value

## (Intercept) -1.275460

5 0.1049875 -12.149
## "“Milking interval difference 0 to < 1 hour -0.161360
9 0.1649210 -0.978

## "“Milking interval difference 1 hour -0.000256
2 0.1338718 -0.002

## Pr(>|z])

## (Intercept) <2e-16

* %%

## "“Milking interval difference 0 to < 1 hour 0.328

## "Milking interval difference” 1 hour 0.998

## ——-

## Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr) ~idt<lh

## "Midf 0t<lh -0.631
## "Midffrn~1h -0.755 0.480

Subclinical mastitis predicted
from clinical mastitis

significant



summary (

msc <- glmer( Affected cows scm™ ~ “Affected cows
cm®> + (1| Farm),
data = Hm,
family = "poisson",
offset = log( Lactating herd size™))

## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Laplace

##  Approximation) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: "“Affected cows scm™ ~ "Affected cows cm™ +
(1 | Farm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size™)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 546.1 554.6 -270.0 540.1 121
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -1.8665 -0.6522 -0.1165 0.5318 3.0263

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.05211 0.2283
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error z value Pr(>|
z|)

## (Intercept) -1.35346 0.05710 -23.702 < 2e
_]_6 * %%

## ~“Affected cows cm™ 0.06876 0.02323 2.959 0.00
308 **

## -—-

## Signif. codes: 0 '***' 0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr)

## “Affctdcem™ -0.312

Subclinical mastitis predicted
from blind quarters

Significant



summary (

msb <- glmer( Affected cows scm™ ~ “Affected cows bg
S+ (1| Farm),
data = Hm,
family = "poisson",

offset = log( Lactating herd size™))

## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Laplace

##  Approximation) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: "“Affected cows scm™ ~ "Affected cows bg™ +
(1 | Farm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size’)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 551.0 559.4 -272.5 545.0 121
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -1.8168 -0.5729 -0.1036 0.4734 2.8834

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.08363 0.2892
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error z value Pr(>|
z|)

## (Intercept) -1.36238 0.06819 -19.98 <2e
_16 * %%

## ~“Affected cows bg~ 0.04638 0.02936 1.58 0.
114

## ——=

## Signif. codes: 0 '***' 0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 " "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr)

## "“Affctdcbg™ -0.489

Multivariable model

The following variables were associated (P< 0.2 in univariable models)
with the proportion of cows affected by subclinical mastitis and were
therefore considered in the multivariable model:

e Researchers



e Milking parlour floor cleanliness

e Post-milking area floor cleanliness

e Pre-dipping solution

e Count of cows affected by clinical mastitis per farm
e Count of cows affected by blind quarters per farms

The model parameters were directly simulated (2000 values) from the
joint posterior distribution of the model (Korner-Nievergelt, et al, 2015)
using the function sim (Gelman and Su, 2018) in the package arm. The
Credible Interval (95%) for fixed effects was extracted from the
simulated values.

summary (
fmma <- glmer( Affected cows scm™ ~ "Milking parlou

r floor cleanliness™ +

"Post-milking area floor cleanlin
ess” +

"Pre-dipping solution™ + "Affecte
d cows cm +

"Affected cows bg~ + Researchers

(1| Farm),
data = Hm,
family = "poisson",
offset = log( Lactating herd size”),
nAGQ = 12)

## boundary (singular) fit: see ?isSingular

## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Adaptive

##  Gauss-Hermite Quadrature, nAGQ = 12) [glmerMod]

## TFamily: poisson ( log )

## Formula:

## ~“Affected cows scm”™ ~ "Milking parlour floor cleanli
ness- + "Post-milking area floor cleanliness™ +

## “Pre-dipping solution™ + “Affected cows cm™ + "A
ffected cows bg™ +

## Researchers + (1 | Farm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size”)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid

## 164.7 201.4 -69.4 138.7 111

##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -1.9153 -0.6685 -0.0720 0.6234 3.3214

##

## Random effects:
## Groups Name Variance Std.Dev.



## Farm (Intercept) 1.186e-16 1.089e-08

## Number of obs: 124, groups: Farm, 62
##
## Fixed effects:

## Estimate
Std. Error z value Pr(>|z]|)

## (Intercept) -1.40835
0.10355 -13.601 <2e-16

## "Milking parlour floor cleanliness Dirty 0.13422
0.09927 1.352 0.1764

## “Post-milking area floor cleanliness Dirty 0.21221
0.08888 2.388 0.0170

## ~Pre-dipping solution Liquid 0.15433
0.08666 1.781 0.0749

## ~“Affected cows cm” 0.06129
0.02226 2.753 0.0059

## ~Affected cows bg~ -0.01221
0.03048 -0.400 0.6888

## ResearchersR2 -0.21728
0.19424 -1.119 0.2633

## ResearchersR3 -0.24742
0.14916 -1.659 0.0972

## ResearchersR4 -0.20986
0.14833 -1.415 0.1571

## ResearchersR5 0.05600
0.12437 0.450 0.6525

## ResearchersR6 -0.62632
0.42030 -1.490 0.1362

## ResearchersR7 -0.07291
0.16299 -0.447 0.6546

##

## (Intercept) * kK

## "Milking parlour floor cleanliness Dirty

## ~Post-milking area floor cleanliness Dirty *

## ~Pre-dipping solution Liquid

## ~Affected cows cm” * %

## ~Affected cows bg~

## ResearchersR2

## ResearchersR3

## ResearchersR4

## ResearchersR5

## ResearchersR6

## ResearchersR7

## -—=

## Signif. codes: 0 '**x' (0,001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

##

## Correlation of Fixed Effects:

## (Intr) “Mpfc~ “P-afc “P-s'L “Accm” ~Acbg

RsrcR2 RsrcR3 RsrcR4
## “Mpfclnln D -0.042
## "~ Pst-afcl D -0.229 -0.315
## ~Pr-dsltn"L -0.114 0.086 -0.155
## ~“Affctdcem™ -0.067 -0.172 -0.078 -0.234



## “Affctdcbg™ -0.480 0.062 -0.
0.

## ReserchrsR2 -0.456 -0.106

## ReserchrsR3 -0.497 -0.083
3 0.323

## ReserchrsR4 -0.495 -0.006
3 0.259 0.321

## ReserchrsR5 -0.466 -0.151
2 0.350 0.431 0.348

## ReserchrsR6 -0.226 0.033
7 0.114 0.128 0.114

## ReserchrsR7 -0.519 0.059
3 0.331 0.394 0.312

## RsrcR5 RsrcR6
## “Mpfclnln™D

## ~Pst-afcl'D

## "~ Pr-dsltn'L

## ~Affctdccm®

## ~Affctdcbg”

## ReserchrsR2

## ReserchrsR3

## ReserchrsR4

## ReserchrsR5

## ReserchrsR6 0.124

## ReserchrsR7 0.427 0.143

107
030

.007

.142

.005

.017

.121

.016 -0.563

.139 0.100 O.
.229 0.180 0.
.134 0.286 0.
.377 0.231 0.
.014 0.029 0.
.212 0.154 0.

## optimizer (Nelder Mead) convergence code: 0 (OK)

## boundary (singular) fit: see ?isSingular

Anova (fmma)

"Milking parlour floor cleanliness’

"Post-milking area floor cleanliness’

"Pre-dipping solution’
"Affected cows cm’
"Affected cows bqg’
Researchers

6 rows

Removing variable Affected cows bq:

summary (fmmb <- update(fmma,

## boundary (singular) fit: see ?isSingular

-"Affected cows bg’))

Chisq
<dbl>

1.8280794
5.7012143
3.1712092
7.5794632
0.1603742

8.4184481

28

25

03

21

12

34

Df
<db



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Adaptive

## Gauss-Hermite Quadrature, nAGQ = 12) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula:

## "Affected cows scm™ ~ "Milking parlour floor cleanli
ness~ + “Post-milking area floor cleanliness™ +

## “Pre-dipping solution™ + “Affected cows cm”~ + Re
searchers + (1 | Farm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size™)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid

## 162.9 196.7 -69.4 138.9 112

##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -1.8961 -0.6334 -0.0814 0.6496 3.3256

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0 0

## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate
Std. Error z value Pr(>|z]|)

## (Intercept) -1.42845
0.09078 -15.735 < 2e-16

## "Milking parlour floor cleanliness Dirty 0.13671

0.09909 1.380 0.16767
## ~Post-milking area floor cleanliness Dirty 0.20827
0.08833 2.358 0.01837

## ~Pre-dipping solution Liquid 0.15386
0.08673 1.774 0.07607

## ~Affected cows cm” 0.05629
0.01842 3.056 0.00224

## ResearchersR2 -0.19483
0.18613 -1.047 0.29522

## ResearchersR3 -0.23214
0.14430 -1.609 0.10767

## ResearchersR4 -0.20798
0.14817 -1.404 0.16041

## ResearchersR5 0.06667
0.12150 0.549 0.58320

## ResearchersR6 -0.60472
0.41690 -1.451 0.14692

## ResearchersR7 -0.05031
0.15312 -0.329 0.74250

##

## (Intercept) * %%k

## "Milking parlour floor cleanliness Dirty
## ~Post-milking area floor cleanliness Dirty *



##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

0.1

##
##
##

“Pre-dipping solution Liquid

"Affected cows cm”

ResearchersR2

ResearchersR3

ResearchersR4

ResearchersR5

ResearchersR6

ResearchersR7

Signif. codes: 0 '***x' 0.001 '**' 0.01
1

Correlation of Fixed Effects:
(Intr) "Mpfc~™ “P-afc “P-s’L

2 RsrcR3 RsrcR4 RsrcR5

##
##
##
##
##
##
0

##
1

##
9

##
1

##
9

##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

"Mpfclnln™D -0.013

“Pst-afcl™D -0.320 -0.311

"Pr-dsltn’L -0.138 0.082 -0.158
"Affctdcem™ -0.466 -0.166 -0.167 -0.295
ReserchrsR2 -0.380 -0.129 0.063 -0.140
ReserchrsR3 -0.443 -0.101 0.035 -0.232

ReserchrsR4 -0.546 -0.007 0.144 -0.132
0.323
ReserchrsR5 -0.425 -0.167 0.026 -0.382
0.399 0.348
ReserchrsR6 -0.189 0.025 -0.004 0.016
0.100 0.111 0.100
ReserchrsR7 -0.431 0.040 -0.090 -0.221
0.338 0.321 0.386
RsrcR6
“Mpfclnln™D
“Pst-afclD
"Pr-dsltn"L
"Affctdcem”
ReserchrsR2
ReserchrsR3
ReserchrsR4
ReserchrsR5
ReserchrsR6
ReserchrsR7 0.107

optimizer (Nelder Mead) convergence code:

boundary (singular) fit: see ?isSingular

Anova(fmmb)

"Milking parlour floor cleanliness’

"Post-milking area floor cleanliness’

"' 0.05

“Accm” RsrcR

0.329
0.404

0.369
0.434
0.122

0.447

0 (OK)

Chisq
<dbl>

1.903657

5.560259

.27

.26

.30

.08

.25

Df
<dbl>



"Pre-dipping solution’ 3.146946

“Affected cows cm’ 9.341962
Researchers 8.253212
5 rows

Removing variable “Researchers”:

summary (fmmc <- update(fmmb, ~. -Researchers))



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Adaptive

## Gauss-Hermite Quadrature, nAGQ = 12) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula:

## "Affected cows scm™ ~ "Milking parlour floor cleanli
ness~ + “Post-milking area floor cleanliness™ +

## “Pre-dipping solution™ + “Affected cows cm”™ + (1
| Farm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size™)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid

## 159.1 176.0 -73.6 147.1 118

##

## Scaled residuals:

#H# Min 10 Median 30 Max

## -1.8050 -0.6768 -0.1637 0.6208 3.2314

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.01432 0.1197

## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate
Std. Error z value Pr(>|z]|)

## (Intercept) -1.53731
0.07365 -20.872 < 2e-16

## "Milking parlour floor cleanliness Dirty 0.14918
0.09987 1.494 0.135235

## “Post-milking area floor cleanliness Dirty 0.20905
0.09729 2.149 0.031653

## ~Pre-dipping solution Liquid 0.17399
0.08906 1.954 0.050747

## ~Affected cows cm” 0.06595
0.01834 3.596 0.000323

##

## (Intercept) * Kk

## "Milking parlour floor cleanliness Dirty

## “Post-milking area floor cleanliness Dirty *

## ~Pre-dipping solution Liquid

## “Affected cows cm” * ok ok

## -

## Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 " "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr) “Mpfc~ “P-afc “P-s’L

## “Mpfclnln D -0.105

## "~ Pst-afcl D -0.318 -0.324

## ~“Pr-dsltn"L -0.540 0.049 -0.175

## ~Affctdccem™ -0.134 -0.092 -0.098 -0.078



Anova (fmmc)

Chisq Df
<dbl> <db
"Milking parlour floor cleanliness’ 2.231352 1
"Post-milking area floor cleanliness’ 4.617170 1
"Pre-dipping solution’ 3.816593 1
"Affected cows cm’ 12.931922 1
4 rows
Removing variable “Milking parlour floor cleanliness”
summary (fmmd <- update(fmmc, ~. -"Milking parlour floor

cleanliness™))



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Adaptive

## Gauss-Hermite Quadrature, nAGQ = 12) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: “Affected cows scm™ ~ “Post-milking area f1l
oor cleanliness™ +

## “Pre-dipping solution™ + “Affected cows cm”™ + (1
| Farm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size™)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid

## 159.3 173.4 -74.7 149.3 119

##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -1.8152 -0.6886 -0.1692 0.6469 3.2018

##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.0134 0.1157
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate
Std. Error z value Pr(>|z])

## (Intercept) -1.52695

0.07275 -20.989 < 2e-16
## ~“Post-milking area floor cleanliness Dirty 0.25130
0.09038 2.780 0.005428

## ~Pre-dipping solution Liquid 0.16848
0.08828 1.908 0.056342

## ~Affected cows cm” 0.06785
0.01849 3.670 0.000243

##

## (Intercept) * %k

## ~Post-milking area floor cleanliness Dirty **

## ~Pre-dipping solution Liquid

## ~“Affected cows cm” * Kk

## ———

## Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' ' 1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr) “P-afc "P-s’L

## “Pst-afcl D -0.388
## “Pr-dsltnL -0.534 -0.162
## “Affctdcem™ -0.129 -0.111 -0.086

Anova (fmmd)

Chisq Df



<dbl> <db

"Post-milking area floor cleanliness’ 7.731178 1
“"Pre-dipping solution’ 3.641906 1
"Affected cows cm’ 13.465970 1
3 rows

Removing variable pPre-dipping solution

summary (fmme <- update(fmmd, ~. - Pre-dipping solution”

))



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Adaptive

## Gauss-Hermite Quadrature, nAGQ = 12) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: “Affected cows scm™ ~ “Post-milking area f1l
oor cleanliness™ +

## “Affected cows cm” + (1 | Farm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size™)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 160.9 172.1 -76.4 152.9 120
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max
## -1.83882 -0.65212 -0.07752 0.63661 2.87900
##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.02259 0.1503
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate
Std. Error z value Pr(>|z])

## (Intercept) -1.45354

0.06398 -22.718 < 2e-16
## ~Post-milking area floor cleanliness Dirty 0.26513
0.09201 2.881 0.00396

## ~Affected cows cm” 0.06654
0.02087 3.189 0.00143

##

## (Intercept) * %k

## ~“Post-milking area floor cleanliness Dirty **

## ~“Affected cows cm” * %

## —-—-

## Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr) “P-afc

## “Pst-afcl D -0.585
## “Affctdcem™ -0.231 -0.077

Anova (fmme)
Chisq Df
<dbl> <db
"Post-milking area floor cleanliness’ 8.302595 1

“Affected cows cm’ 10.170771 1



2 rows

Final multivariable model:
subclinical mastitis

Interactions between all significant variables were tested in the final
multivariable model and we found no significance.

summary (
fmmd.a <- glmer( Affected cows scm™ ~ “Post-milking
area floor cleanliness™ +
"Affected cows cm” + (1|Farm),
family = "poisson",
data = Hm,
offset = log( Lactating herd size™)



## Generalized linear mixed model fit by maximum likeli
hood (Laplace

## Approximation) [glmerMod]

## Family: poisson ( log )

## Formula: “Affected cows scm™ ~ “Post-milking area f1l
oor cleanliness™ +

## “Affected cows cm” + (1 | Farm)

## Data: Hm

## Offset: log( Lactating herd size™)

##

## AIC BIC logLik deviance df.resid
## 540.6 551.9 -266.3 532.6 120
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max
## -1.83696 -0.65052 -0.07517 0.63528 2.87312
##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## Farm (Intercept) 0.02313 0.1521
## Number of obs: 124, groups: Farm, 62

##

## Fixed effects:

## Estimate
Std. Error z value Pr(>|z])

## (Intercept) -1.45341

0.06405 -22.692 < 2e-16
## ~Post-milking area floor cleanliness Dirty 0.26460
0.09204 2.875 0.00404

## ~Affected cows cm” 0.06635
0.02092 3.171 0.00152

##

## (Intercept) * %k

## ~“Post-milking area floor cleanliness Dirty **

## ~“Affected cows cm” * %

## —-—-

## Signif. codes: 0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.'
0.1 ' "1

##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr) “P-afc

## “Pst-afcl D -0.585
## “Affctdcem™ -0.231 -0.077

Anova(fmmd.a)
Chisq Df
<dbl> <db
"Post-milking area floor cleanliness’ 8.263935 1

“Affected cows cm’ 10.055231 1



2 rows

Simulating the model (2000 times) in order to extract Credible intervals
(95% Crl)

bsim <- sim(fmmd.a, n.sim = 2000)

Simulating the model parameters (2000 x):

The function sim from arm package (Gelman and Su, 2018) was used to
draw random values (2000) from the joint posterior distribution of the
model (Korner-Nievergelt, et al, 2015). The Credible Interval (95%) for
fixed effects was extracted from the simulated values.

Source: Korner-Nievergelt, Franzi, et al. Bayesian Data Analysis in
Ecology Using Linear Models with R, Bugs, and Stan. Elsevier/AP,
Academic Press is an imprint of Elsevier, 2015.

Arm citation:

Andrew Gelman and Yu-Sung Su (2018). arm: Data Analysis Using
Regression and Multilevel/Hierarchical Models. R package version 1.10-
1. https://CRAN.R-project.org/package=arm (https://CRAN.R-
project.org/package=arm)

Simulated parameters from model:

From the simulated values, the 2.5% and 97.5% quantiles can be used
for the 95% credible interval:

From: Bayesian Data Analysis in Ecology Using Linear Models with R,
BUGS, and Stan (104 p).

CrI.fmmd <- round(apply(bsim@fixef, 2, quantile, prob =
c(0.025,0.5,0.975)), 2)

CrI.fmmd

## (Intercept) “Post-milking area floor cleanline
ss Dirty "Affected cows cm”

## 2.5% -1.58

0.08 0.03

## 50% -1.45

0.26 0.07

## 97.5% -1.33

0.43 0.10

Associations between subclinical mastitis and herd-level variables:

The predicted proportion of cows affected by subclinical mastitis
(logarithm scale) was superior in farms with greater count of cows with
clinical mastitis (0.07 0.03 to 0.10).



Farms with dirty post-milking area floor had greater predicted proportion
of cows affected by subclinical mastitis (0.26 95% Crl 0.08 to 0.43) than
farms with clean floors.

Incidence rate ratio (exponentiated coefficients):

exp(CrI.fmmd)

## (Intercept) “Post-milking area floor cleanline
ss Dirty "Affected cows cm”

## 2.5% 0.2059751

1.083287 1.030455

## 50% 0.2345703

1.296930 1.072508

## 97.5% 0.2644773

1.537258 1.105171

Example:

The rate ratio of subclinical mastitis was 1.3 (95% Crl 1.1 to 1.5) times
greater in farms with dirty floors at the post-milking area compared with
farms having clean floors

Goodness of fit:

Checking overdispersion:

dispersion glmer(fmmd.a)

## [1] 1.062481
Simulating residuals:

srfm <- simulateResiduals(fmmd.a)
Plotting simulated residuals:

plotResiduals(srfm)



Residual vs. predicted
No significant problems detected

0.50 0.75 1.00

Standardized residual

0.25

0.00

0 10 20 30 40

Model predictions

plotQQunif (srfm)

QQ plot residuals

1.0

KS test: p= 0.9602
Deviation n.s.

0.8
|

0.6

Dispersion test:

Observed
0.4

Qutlier test: p= 1
Deviation n.s.

[ I I T I |
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Expected

Checking overdispersion:

testDispersion(srfm)



DHARMa nonparametric dispersion test via sd of
residuals fitted vs. simulated
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Simulated values, red line = fitted model. p-value (two.sided) = 0.816
##

## DHARMa nonparametric dispersion test via sd of resi
duals fitted vs.

## simulated

##

## data: simulationOutput

## ratioObsSim = 1.0216, p-value = 0.816

## alternative hypothesis: two.sided

check convergence(fmmd)

## [1] TRUE
## attr(,"gradient")
## [1] 8.202278e-06

Including fitted data in the dataframe and visualizing the predicted
values



Hm %>%
mutate(

pred dist.fm =

) >%
ggplot(

aes(x =

y =
col
) +

fitted(fmmd.a)

“Post-milking area floor cleanliness”,
pred dist.fm/ Lactating herd size”,
= "Post-milking area floor cleanliness”)

theme bw() +

geom jitter(aes(size =

“Affected cows cm’)) +

theme(legend.position = "top") +

labs(
be

y

"Post-milking area floor cleanliness",
"Predicted proportion of affected cows"
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Post-milking area floor cleanliness
Random effect:

Intra-class correlation coefficient

icc(fmmd.a)

## Warning: Unparseable 'response'’

use is deprecated. Use as.name(.) or ~.. !
## <text>:1:10: unexpected symbol
## 1: Affected cows

## 8

## Warning: mu of 0.3 is too close to zero, estimate of

random effect variances may
## be unreliable.

"Affected cows scm";



## # Intraclass Correlation Coefficient

##
## Adjusted ICC: 0.015
## Conditional ICC: 0.014

Random effect was normally distributed

qgPlot (ranef (fmmd.a)$Farm[,1])

-0.05 0.00 0.05 0.10 0.15

ranef(fmmd.a)$Farm[, 1]

-0.10

norm quantiles

## 1] 17 49

plot model(fmmd.a, type = "re")

Random effects

%

0.1 0.2 0.5 1




sim d <-FEsim(fmmd.a, n.sims = 2000)
plotFEsim(sim_d)

"Post-milking area floor cleanliness’Dirty 4 I @
£
Q2
*Affected cows cm’ 4 }—.—‘
0.0 0.1 02 0.3 0.4
median
sim rd <- REsim(fmmd.a, n.sims = 2000)
plotREsim(sim_rd)
Effect Ranges
Farm
0.44
0.2
o®
° o090
2 ®®®®®®¢®©® E
o 1| oodd00P 5
T o0 - ngd)mm@@ g
9 DOOOP g
) opPPP S
5 (D@(I)w@ =
HOOPP
00997
,02 -
0.4+

Group

Inf.fmmd<-influence(fmmd.a, obs = T)

vif (fmmd)




## “Post-milking area floor cleanliness"
“Pre-dipping solution”

## 1.043766
1.038712

## "Affected cows cm”
## 1.023990

plot(cooks.distance(Inf.fmmd))

0.6
|

cooks.distance(Inf.fmmd)
0.2 0.4

0.0

Index

which.max(cooks.distance(Inf.fmmd))

## [1] 14

Point with greatest cook distance

Hm[14,]
Management system Visit F... n_Holstein n_Jersey
<dbkschr> <chr> <dbl> <dbl> <dbl>
14 Freestall Winter 69 73 2

1 row | 1-8 of 66 columns

dfb.fmmd <- dfbetas.estex(Inf.fmmd)
as.data.frame(dfb.fmmd)

(Intercept) “Post-milking area floor clean
<dbl>

1 0.1361011296 -0
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Mixed-effects
linear models

A null model using
farm and cow as
random effects

Univariable
models

Multivariable
model

Thermal threshold In
dairy cows affected by
mastitis and lameness
from herds located In the
west part of santa
Catarina, Brazil 2018

Linear mixed-effects models
2020/12/17

library(readr)
library(dplyr)
library(car)
library(lme4)
library(ggplot2)
library(lattice)
library(tidyr)
library(epitools)
library(merTools)
library(performance)
library(arm)

Loading a table with three observations per cow

D1 <- read csv("../data/pain/therm thresh mar 12 2021l.c
SVII )

## Warning: Missing column names filled in: 'X1' [1]



##

## — Column specification

## cols(
## X1 = col double(),
## Town = col character(),

## "Housing system™ = col_character(),
## “Cow ID~ = col character(),

## "Average temperature® = col double(),
## "Milking order”™ = col double(),

## “Lameness score~ = col double(),

## “Severe mastitis®™ = col double(),

##  “Lameness score 3 57 = col _double(),
##  “Lameness score 4 5 = col _double(),

## “Unaffected cow™ = col double(),
##  Farm ID = col double(),

## “Lameness category~ = col character(),
## “Mastitis category™ = col character(),
## “Subclinical mastitis™ = col double(),
## “Clinical mastitis™ = col double(),

## “Subclinical mastitis2™ = col double(),

##  Measurement = col character(),
## “Thermal threshold™ = col double()
## )

Mixed-effects linear models

Farms
We visited 10 confined dairy farms in 2018.
Cows

Cows were identified and the following variables were recorded
individually:

e Locomotion score based in a 5 points scale to assess the
occurrence of lameness:
o score 1 and 2 = cows without lameness
o score 3 = cows with moderate lameness
o scores 4 and 5 = cows with severe lameness
e Subclinical mastitis inspection by CMT reagent
e Clinical mastitis by clinical inspection of the cows

Variables and categories

These variables were then categorized as follows and used as
explanatory variables in the models:

e Lameness status of cows was categorized as:
o Unaffected = scores 1 and 2
o Moderate = score 3
o Severe = scores 4 and 5



Given that we observed no differences in thermal threshold response
between non-lame cows and cows with moderate lameness, this
variable was recoded as follows:

e Second lameness status category:

o non-lame and moderately lame cow

o Cows with severe lameness (scores 4 an 5)
o Mastitis was categorized as:

o Unaffected

o Moderate

o Severe

Measurement

The thermal threshold was measured three times per cow. This variable
was included in the analyses to improve model fit.

There are 501 cows with complete data for the recorded variables.
Individuals were removed from this dataframe if:

e Had missing data for any variable used in the model
e Primiparous cows until 9 days after calving and multiparous cows
until 11 days after calving **

** Dohoo, I. R. (1993). An evaluation of the validity of individual cow
somatic cell counts from cows in early lactation. Preventive Veterinary
Medicine, 16(2), 103-110.

Thermal threshold:

The cows were stimulated by a device that applied a thermal stimulus
on the skin immediately above the hoof (forelimb).

The maximum temperature that cows tolerated was recorded at the
exact moment that the cows moved the limb.

The procedure was applied three times, thus there are three
measurements per individual.

This variable was used as outcome in the models,
Building contrasts for mastitis categories: using unaffected cows as
reference
D1$ " Mastitis category”™ <- as.factor(Dl$ Mastitis catego
ry")

contrasts(D1$ Mastitis category™) <- contr.Treatment(le
vels(D1$ Mastitis category’),

bas
e = 3)

contrasts(D1l$ Mastitis category™)



## [T.Moderate] [T.Severe]

## Moderate 1 0
## Severe 0 1
## Unaffected 0 0

A null model using farm and cow
as random effects

summary(fm <- lmer( Thermal threshold™ ~ 1 + (1
Farm ID/ Cow ID"),
data = D1))

## Linear mixed model fit by REML [ 'lmerMod']

## Formula: ~Thermal threshold™ ~ 1 + (1 | Farm ID/ Cow
ID")

## Data: D1

##

## REML criterion at convergence: 10266.3

##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max
## -2.66065 -0.61355 -0.04517 0.59684 2.86631
##

## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.
## ~Cow ID :Farm ID (Intercept) 26.201 5.119
## Farm ID (Intercept) 3.494 1.869
## Residual 36.634 6.053
## Number of obs: 1503, groups: ~Cow ID :Farm ID, 501;
Farm_ID, 10

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error t value

## (Intercept) 75.1290 0.6609 113.7

Univariable models
Mastitis

summary(fms <- lmer( Thermal threshold™ ~ "Mastitis cat
egory™ + (1 |Farm ID/ Cow ID”), data = D1))



##

Linear mixed model fit by REML [ 'lmerMod']

## Formula: ~“Thermal threshold™ ~ "Mastitis category™ +
(1 | Farm ID/ Cow ID")
## Data: D1
##
## REML criterion at convergence: 10255
##
## Scaled residuals:
## Min 10 Median 30 Max
## -2.72567 -0.60301 -0.04678 0.60412 2.80949
##
## Random effects:
## Groups Name Variance Std.Dev.
## ~Cow ID :Farm ID (Intercept) 25.657 5.065
## Farm ID (Intercept) 3.465 1.862
## Residual 36.634 6.053
## Number of obs: 1503, groups: ~Cow ID :Farm ID, 501;
Farm ID, 10
##
## Fixed effects:
## Estimate Std. Error
t value
## (Intercept) 74.4433 0.6966
106.860
## "Mastitis category” [T.Moderate] 1.5329 0.7201
2.129
## "Mastitis category  [T.Severe] 1.8472 0.6960
2.654
##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr) "Mc [T.M
## “Mctg [T.M] -0.265
## “Mctg [T.S] -0.262 0.279
Lameness
summary(fml <- lmer( Thermal threshold™ ~ “~Lameness cat

egory™ + (1 | Farm ID/ Cow ID ), data = D1))



## Linear mixed model fit by REML [ 'lmerMod']

## Formula: ~“Thermal threshold™ ~ “Lameness category  +
(1 | Farm ID/ Cow ID")

## Data: D1

##

## REML criterion at convergence: 10256.6

##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -2.64906 -0.60181 -0.03541 0.58829 2.80731
##
## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.

## ~Cow ID  :Farm ID (Intercept) 25.656 5.065

## Farm ID (Intercept) 4.268 2.066

## Residual 36.634 6.053

## Number of obs: 1503, groups: ~Cow ID :Farm ID, 501;
Farm ID, 10

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error t
value

## (Intercept) 74.9258 0.8152 9
1.914

## ~Lameness category Severe 1.6847 0.7693
2.190

## ~Lameness category Unaffected -0.4102 0.6516 -
0.629

##

## Correlation of Fixed Effects:

## (Intr) “Let”Ss

## “Lmnctgry S -0.360
## “Lmnctgry U -0.436 0.423

Moderately lame cows had similar thermal threshold than non-lame
cows, thus the variable was recoded as follows

summary(fmll <- lmer( Thermal threshold™ ~ “~Lameness sc
ore 4 5° + (1 | Farm ID/ Cow ID ), data = D1))



## Linear mixed model fit by REML [ 'lmerMod']

## Formula: ~Thermal threshold™ ~ “Lameness score 4 5°
+ (1 | Farm ID/ Cow ID)

## Data: D1

##

## REML criterion at convergence: 10258

##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -2.63806 -0.60283 -0.04217 0.58022 2.80505
##
## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.
## ~Cow ID  :Farm ID (Intercept) 25.631 5.063

## Farm ID (Intercept) 4.111 2.027

## Residual 36.634 6.053

## Number of obs: 1503, groups: ~Cow ID :Farm ID, 501;
Farm ID, 10

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error t value
## (Intercept) 74.7033 0.7226 103.378
## ~Lameness score_4 5 1.8844 0.6967 2.705
##

## Correlation of Fixed Effects:

## (Intr)

## “Lmscr_4 57 -0.218

Measurement

summary (fmm <- lmer( Thermal threshold™ ~ Measurement +
(1 | Farm ID/ Cow ID ), data = D1))



## Linear mixed model fit by REML [ 'lmerMod']
## Formula: ~Thermal threshold™ ~ Measurement + (1 | Fa
rm_ID/ Cow ID")

## Data: D1

##

## REML criterion at convergence: 9953.5
##

## Scaled residuals:

## Min 10 Median 30 Max

## -3.6196 -0.5054 -0.0196 0.5534 3.3110
##
## Random effects:

## Groups Name Variance Std.Dev.
## ~Cow ID :Farm ID (Intercept) 29.467 5.428
## Farm ID (Intercept) 3.494 1.869
## Residual 26.836 5.180

## Number of obs: 1503, groups: ~Cow ID :Farm ID, 501;
Farm ID, 10

##

## Fixed effects:

## Estimate Std. Error t value
## (Intercept) 78.5286 0.6874 114.25
## MeasurementSecond -4.0112 0.3273 -12.26
## MeasurementThird -6.1874 0.3273 -18.90
##

## Correlation of Fixed Effects:

## (Intr) MsrmnS

## MesrmntScnd -0.238
## MesrmntThrd -0.238 0.500

Multivariable model

summary (
fml <- lmer(
"Thermal threshold™ ~ "Lameness score 4 5° +

M
astitis category ™ + Measurement +
(1 | Farm ID/ Cow ID"), data = D1



## Linear mixed model fit by REML [ 'lmerMod']
## Formula: ~Thermal threshold™ ~ “Lameness score 4 5°

+ "Mastitis category~ +

## Measurement + (1 | Farm ID/ Cow ID)
## Data: D1
##
## REML criterion at convergence: 9935.8
##
## Scaled residuals:
## Min 10 Median 30 Max
## -3.5745 -0.5132 -0.0266 0.5502 3.2973
##
## Random effects:
## Groups Name Variance Std.Dev.
## ~Cow ID  :Farm ID (Intercept) 28.515 5.340
## Farm ID (Intercept) 3.966 1.991
## Residual 26.836 5.180
## Number of obs: 1503, groups: ~Cow ID :Farm ID, 501;
Farm ID, 10
##
## Fixed effects:
## Estimate Std. Error
t value
## (Intercept) 77.5406 0.7659
101.236
## ~Lameness score 4 5° 1.6340 0.7016
2.329
## "Mastitis category” [T.Moderate] 1.4645 0.7170
2.043
## "Mastitis category [T.Severe] 1.5905 0.7011
2.269
## MeasurementSecond -4.0112 0.3273
-12.255
## MeasurementThird -6.1874 0.3273
-18.904
##
## Correlation of Fixed Effects:
## (Intr) "Ls 4 "Mc [T.M "Mc [T.S MsrmnS
## “Lmscr_4 57 -0.170
## “Mctg [T.M] -0.232 -0.043
## "Mctg [T.S] -0.208 -0.156 0.282
## MesrmntScnd -0.214 0.000 0.000 0.000
## MesrmntThrd -0.214 0.000 0.000 0.000 0.500
Anova(fml)
Chisq Df Pr(>Chisq)
<dbl> <dbl> <dbl>
‘Lameness score_4_5 5.424523 1 1.985586e-02
"Mastitis category’ 7.285579 2 2.617922e-02



Measurement

3 rows

plot(fml)

367.840559 2 1.331795e-80
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Simulations from the posterior distributions of the model parameters:

bsim.fm <- sim(fml, n.sim

Coefficients

= 2000)

coef.fml <- round(apply(bsim.fm@fixef, 2, quantile, pro

b = ¢(0.025,0.5,0.975)), 3)

coef.fml

## (Intercept) "Lameness score 4 5° "Mastitis cat
egory [T.Moderate]

## 2.5% 76.053 0.271

0.093

## 50% 77.534 1.632

1.456

## 97.5% 79.011 2.990

2.857

## “Mastitis category [T.Severe] MeasurementSecon
d MeasurementThird

## 2.5% 0.225 -4.62
4 -6.805

## 50% 1.574 -4.01
9 -6.188

## 97.5% 2.917 -3.39

1 -5.570



The thermal threshold was superior in cows with severe lameness and
cows with moderate (score 1 and 2 for CMT) and severe mastitis (score
3 for CMT and clinical mastitis).

Thermal threshold was highly variable changing for each measurement
and, each cow had a standard deviation of 5 around the average. This
suggest responses highly variable within individuals.

Intraclass correlation coefficients:

Model

icc(fml)

## # Intraclass Correlation Coefficient
##

## Adjusted ICC: 0.548

## Conditional ICC: 0.485

Variance partition:
ICC for cow ID

48% of the unknown variation in thermal threshold was associated to
the individual cow

28.515/(28.515 + 3.966 + 26.836)*100

## [1] 48.07222
ICC for Farm ID 6%

3.966/(28.515 + 3.966 + 26.836)*100

## [1] 6.68611
Using the random effects improved the model fit

library(lmerTest)

##
## Attaching package: 'lmerTest'

## The following object is masked from 'package:lmed':
##
## lmer



## The following object is masked from 'package:stats':

##
## step

ranova(fml)

<none>
(1| Cow ID:Farm_ID)
(1| Farm_ID)

3 rows

Influence

influencePlot(fml)

<int>

logLik
<dbl>

-4967.878
-5150.923

-4987.252

10317.846

AIC
<dbl>
9953.756
366.0¢
9990.503  38.7¢

<
w N
[v]
3
k:
o o
2
E
3 «
g °
<
0.2560 0.2565 0.2570 0.2575 0.2580
Hat-Values
StudRes Hat CookD
<dbl> <dbl> <dbl>
580 1.6004373 0.2582151 0.1486038
581 -0.6831978 0.2582151 0.0270798
1051 -4.1439067 0.2559411 0.9844674
1281 3.8245672 0.2567179 0.8420074

4 rows



influenceIndexPlot (fml)

Diagnostic Plots
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sort(hatvalues(fml), decreasing = TRUE)[1l:11]

## 580 581 582 754 755
756 778 779

## 0.2582151 0.2582151 0.2582151 0.2581082 0.2581082 0.
2581082 0.2581082 0.2581082

## 780 565 574

## 0.2581082 0.2580787 0.2580787

plot(hatvalues(fml), type = "h")
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plot(
cooks.distance(fml),

type = n hll ,
main = "Cook's distance",
ylab = "D",
xlab = "Observation number",
las =1
)
Cook’s distance
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Random effect had normal distribution

ggPlot(ranef(fml)$" Cow ID :Farm ID"[,1])

ranef(fm1)$" Cow ID*:Farm_ID"[, 1]
0

-10

norm quantiles

## [1] 102 406



qgPlot (ranef (fml)$SFarm ID[,1])

ranef(fm1)$Farm_ID[, 1]

norm quantiles

## [1] 10 9
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