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RESUMO

ESTUDO RETROSPETIVO SOBRE A PREVALENCIA DOS AGENTES
ETIOLOGICOS DE MASTITES E SUA SENSIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS NA
ILHA DE SAO MIGUEL

A mastite bovina é a doenca com maior impacto na industria leiteira, quer pelo seu
carater econdémico, quer pela continua necessidade da sua prevencdo e controlo das
exploragdes. Para tal, ao longo dos anos, a comunidade cientifica tem vindo a estudar e
avaliar padrbes etioldgicos, nomeadamente através da determinagdo da prevaléncia dos
agentes de mastite isolados a partir de amostras de leite de cada regido e pais, com a
finalidade de os correlacionar com os fatores de risco ambientais e de maneio, que poderdo
estar a influenciar a sua manutencdo no efetivo animal. Outro tépico cada vez mais
emergente na atualidade tem sido a presenca e evolucdo das resisténcias aos
antimicrobianos utilizados tanto na producdo animal como noutras vertentes da medicina
veterinaria, e ainda na medicina humana. Logo, a dificuldade constante na profilaxia e
tratamento de mastites também se associa ao aumento das resisténcias aos Varios
antimicrobianos disponiveis e mais utilizados na clinica de campo.

Neste estudo retrospetivo, referente ao periodo entre 2013 e 2018 foram avaliados
4680 isolados bacterianos em leite de vaca. As amostras de leite foram colhidas a partir de
842 vacas de 553 exploracdes distribuidas por seis concelhos da llha de Sdo Miguel. Para o
calculo da sensibilidade aos antimicrobianos foram utilizados 1724 antibiogramas. Os
objetivos definidos para o nosso estudo consistiram em determinar a prevaléncia dos
agentes de mastite, comparar a prevaléncia de agentes contagiosos e de agentes
ambientais, e, de agentes maiores e menores. Para além destes, o calculo da sensibilidade
e avaliacdo das resisténcias totais e por agente, e também a prevaléncia de isolados a partir
de amostras com Teste Californiano de Mastites negativo, positivo e de mastite clinica.
Relativamente ao estudo das prevaléncias, S. aureus foi o mais prevalente e Klebsiella spp.
foi 0 menos prevalente. Constatou-se existir maior prevaléncia dos agentes maiores
comparando com os menores. Os agentes contagiosos apresentaram prevaléncia superior
aos ambientais. Considerando o estudo das resisténcias, as percentagens totais de isolados
resistentes para a penicilina e cloxacilina estdo superestimadas pois os Gram-negativos
foram incluidos nestas percentagens e estes apresentam uma resisténcia natural a estes
antimicrobianos. A canamicina, a sulfamida+trimetoprim e as fluoroquinolonas séo os
antimicrobianos com percentagens totais de resisténcias mais elevadas. Por fim, todos os

agentes bacterianos demonstraram ser resistentes a pelo menos dois antimicrobianos.

Palavras chave: vaca leiteira, agentes de mastite, prevaléncia, resisténcias aos

antimicrobianos, Agores.
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ABSTRACT

RETROSPECTIVE STUDY OF THE PREVALENCE OF MASTITIS
ETHIOGICAL AGENTS AND ITS SENSITIVITY TO ANTIBIOTICS IN SAO MIGUEL
ISLAND

Bovine mastitis is the disease with the biggest impact in dairy industry, because of its
economical aspect and because of the continuous evolution to prevent and control it from
dairy farms. With that in mind, over the years, the scientific community has been studying
and evaluating etiological patterns, particularly through the prevalence of mastitis pathogens
isolated from milk samples of each region and country, with the purpose of correlating them
with multiple factors like environmental and management factors, which may be influencing
its permanence in herds. Another topic more and more emerging nowadays is the
occurrence and evolution of antimicrobial resistance to the antibiotics used in animal
production, and in other areas of veterinary and human medicine. Consequently, the
continuous difficulty in prophylaxis and treatment of mastitis is associated with the increased
resistance to various antimicrobials available and frequently used in practice.

In this retrospective study, referring to the period between 2013 and 2018 we
analysed 4680 ethiological isolates from dairy cow’s milk. The milk samples were collected
from 842 cows from 553 herds distributed by six regions of Sdo Miguel Island. 1724
antibiograms were used to calculate the sensitivity to different antimicrobials. The goal of our
study consisted in determining the mastitis pathogens prevalence and isolation frequency, to
compare the prevalence between contagious and environmental pathogens, and, between
major and minor pathogens. Additionally, calculation of sensitivity and assessment of total
resistances and resistances by pathogen, and also the prevalence of isolates from samples
negative and positive to californian mastitis test, and from clinical mastitis.

Regarding the prevalence study, S. aureus was the most prevalent and Klebsiella
spp. was the least prevalent. We also found that major pathogens prevail over the minor.
Contagious pathogens had a higher prevalence over environmental pathogens. Considering
the resistance study, total percentages of isolates resistant to penicillin and cloxacilina are
higher than it should be because the Gram-negative isolates were included in the
percentages, and these isolates have a natural resistance to these antimicrobials.
Kanamycin, sulfonamide+trimethoprim and fluoroquinolones are the antimicrobials with the
highest total resistance percentages. All the pathogens revealed resistances to two or more

antimicrobials.

Key words: dairy cow, mastitis pathogens, prevalence, antimicrobial resistances, Azores.
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CAPITULO 1 - RELATORIO DE ESTAGIO

A componente pratica do estégio curricular decorreu na Associacao Agricola de Sao
Miguel (AASM) - Cooperativa Unido Agricola, entre os dias 1 de outubro de 2018 e 31 de
janeiro de 2019. O orientador, Dr. Jodo Vidal, definia diariamente qual o médico veterinario
de campo que seria acompanhado pelo autor, pois a sua fungéo consistia principalmente em
apoiar os colegas e atender os clientes na farmécia. No entanto, houve oportunidade de o
acompanhar algumas vezes na clinica de campo.

As atividades praticas no ambito da sanidade animal englobaram uma série de
competéncias, tais como, a identificagdo, contencdo, vacinacdo (incluindo preparagédo de
vacinas), colheita de sangue e desparasitacdo. Na area de reprodugdo, acompanhando o
Dr. Jorge Medeiros, foram desenvolvidas atividades relacionadas com o diagnéstico de
gestagdo, como a palpagdo por via transretal, procurando sinais anatomofisiolégicos de
gestacdo e tentando estabelecer a idade do feto. Outras atividades na mesma area
consistiram na discussdo de programas de sincronizacdo de cio, implementacdo de
tratamentos para doencas de foro reprodutivo como, por exemplo, quistos ovaricos e
metrites, e auxiliar em ecografias por via transretal (ecografo portéatil).

A componente clinica foi a area predominante durante o estagio curricular. O autor
acompanhou varios médicos veterinarios nos seus servicos, solicitados pelos produtores
sécios da AASM. Os casos de doenca mais comuns foram o0s seguintes: MC, metrite
puerperal, pneumonia em vitelos e vacas, diarreia neonatal, deslocamento do abomaso a
esquerda (DAE) e a direita (DAD) (menos comum), parésia por hipocalcemia (sindrome da
vaca caida), cetose clinica, distocia, tor¢cdo uterina, onfaloflebite, timpanismo e diarreia
infecciosa em vacas.

Cirurgicamente, o autor auxiliou o Dr. Ashton Matias na extirpacdo de uma
neoformacéo de tecido mole de um vitelo da raca Jersey (zona da axila). Para além desta,
procedeu-se ao auxilio e execucdo de fixagcbes abomasais abdominais (DAE), participacéo
numa amputacdo de cauda por traumatismo, cesarianas, extirpacdes de massas tumorais
da terceira palpebra (possivelmente carcinomas), lancetagem e drenagem de abcessos.

Os meios de diagndstico selecionados e instituidos na préatica clinica foram a
anamnese, auscultacdo, percussdo, utilizacdo de glucémetro e fitas de cetose, TCM,
palpacéo transretal, bem como todo o exame de estado geral. Adicionalmente, o autor
participou em conjunto com o Dr. Pedro Reis, na colheita de amostras de leite, avaliacdo da
higiene do Ubere e da condi¢éo fisica dos tetos, bem como em culturas microbioldgicas

(semear amostras, coloracao de Gram e observacao das preparacdes ao microscopio 6tico).



Na &rea de tratamento, o autor auxiliou na administracdo e monitorizacdo de ciclos
de fluidoterapia em vacas e em vitelos (oral e intravenosa), antibioterapia parenteral
(intramuscular, endovenosa, subcutanea, subconjuntival) e intrauterina, anti-inflamatérios
nao esteroides (AINES), preparacbes medicamentosas orais e suplementacdo mineral e
vitaminica (endovenosa). Para além das atividades mencionadas, foi feita a colheita do
tronco cerebral de varias vacas que morreram na exploracdo, para teste da encefalopatia

espongiforme bovina, e colaboracdo em necrdpsias e eutansias.



CAPITULO 2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. INTRODUGAO A MASTITE BOVINA

O termo mastite, designa uma doenca que afeta diretamente a glandula mamaria
(GM) (Ruegg 2012), e consiste numa resposta inflamatéria face a uma agressao inicial por
um agente, normalmente infeccioso, que pode levar a um processo de neutralizacdo do
mesmo, e, consequentemente, a cura, de forma a repor a homeostasia do 6rgdo (Jones
2006). Consequentemente, a quantidade e qualidade do leite sdo afetadas, sendo a mastite
a principal doenca que faz oscilar o pardmetro qualitativo do mesmo. Esta doenca é
considerada a mais prevalente em vacas leiteiras e permanece como uma das razfes mais
comuns de refugo de vacas do efetivo (Ruegg 2012).

Esta doenca resulta normalmente da infecdo intramamaria (IMM), e os agentes
etiolégicos mais comuns sdo: Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e coliformes
(Bradley et al. 2007; Vanderhaeghen et al. 2015). O parametro utlizado mais
frequentemente no diagndstico de mastite consiste na investigacao citolégica através da
contagem de células somaticas (CCS) (Duarte et al. 2015).

A identificacdo, prevaléncia e distribuicdo dos agentes etiolégicos, sdo as
informacdes mais mais importantes quando se pretende prevenir doencas de forma eficaz e
planear o tratamento mais adequado (Olde Riekerink et al. 2010).

O uso de antimicrobianos é essencial no tratamento e controlo da mastite
(Chandrasekaran et al. 2014). Segundo Agersg et al. (2011) citado por Rocha (2013), esta
doenca é a causa mais frequente para o uso de antibidticos em exploracdes leiteiras. Para
além do custo associado ao seu uso, 0 aparecimento de resisténcias e a ineficacia dos
antibidticos tem vindo a tornar-se um problema critico (Gomes and Henriques 2015). Sendo
assim, o conhecimento da sensibilidade aos antibiéticos dos agentes de mastite € uma mais

valia para os médicos veterinarios e produtores (Sears and McCarthy 2003).

1.1. Etiologia

A inflamacdo surge em resposta a diversas etiologias, podendo ser causada por
agentes infeciosos e as suas toxinas, traumatismos e quimicos. A mastite resulta
geralmente da acdo de microrganismos bacterianos, que colonizam o Ubere, produzindo
toxinas que lesam o tecido da glandula mamaria (Jones and Bailey 2009).

Quanto a forma de infecdo IMM primaria, podemos subdividir a mastite em

contagiosa ou ambiental. Esta divisdo consiste, respetivamente, na infecdo a partir de



organismos patogénicos que estdo em Uberes infetados (Fox and Gay 1993), ou a partir de

microrganismos que fazem parte do ambiente da exploracdo (Smith and Hogan 1993).

1.1.1. Agente contagioso ou ambiental

A denominacéo de um agente etiolégico como contagioso ou ambiental, baseia-se no
seu reservatorio primario e no seu modo de transmissao mais comum. De acordo com esta
classificacdo, o termo agente ambiental refere-se a microrganismos oportunistas que fazem
parte do ambiente do animal, enquanto que o termo agente contagioso, refere-se a
microrganismos em que 0 seu reservatoério primario é o Ubere de vacas infetadas e a sua
transmisséo ocorre quando os tetos de vacas saudaveis sdo expostos ao leite contendo tais
agentes (Ruegg 2012). Todavia, alguns agentes etiolégicos podem causar mastite por via
ambiental ou contagiosa, como é o caso de Streptococcus dysgalactiae (Wente and
Kromker 2020) e de Streptococcus uberis (Phuektes et al. 2001 citado por Kromker 2014).
Todos os agentes devenvolvem a sua patogenicidade através da invasdo ascendente do
canal do teto (Capuco et al. 1992 citado por Aitken et al. 2011).

A mastite contagiosa alberga um elevado nimero de agentes etiol6gicos, sendo 0s
mais comuns: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae (Constable et al. 2017) e
Mycoplasma bovis (Gruet et al. 2001).

Os agentes oportunistas pertencem a uma categoria distinta dentro do grupo dos
agentes de mastite contagiosa, sendo principalmente preenchida pelas bactérias inseridas
no grupo Staphylococci coagulase-negativo (SCN) (Pyo6rala and Taponen 2009).

Os principais agentes etioldgicos da mastite ambiental s&o: bactérias Gram-
negativas (Enterobacteriaceae, como por exemplo, Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Proteus spp.), Streptococcus spp. e Enterococcus spp. (como por
exemplo, Enterococcus faecalis) (Gruet et al. 2001). Outra bactéria Gram-positiva que
integra este grupo é Trueperella pyogenes (Gruet et al. 2001; Jost and Billington 2005).
Estes agentes causam mastite por via ambiental, como por exemplo, a partir de camas
hamidas e conspurcadas, e podem ter como fatores predisponentes a preparacdo
inadequada do Ubere, o préprio sistema de ordenha (através de lesdes nos tetos) e um
controlo ineficaz das moscas (Constable et al. 2017). Estes microrganismos sdo uma causa
frequente de MCs, e poderdo estar ocasionalmente associados a formas hiperagudas. A
infecdo de Streptococcus spp. por via ambiental, é atualmente uma causa principal de
mastite, sendo clinicamente expressa como leve a moderada, ou frequentemente como
subclinica cronica (Constable et al. 2017).

Outros agentes etiol6gicos que integram o grupo dos agentes de mastite ambiental

sdo: Pseudomonas spp., leveduras, Prototheca spp., Serratia marcescens e Nocardia spp.



As infecbes por estes agentes sao esporadicas, no entanto podem desencadear surtos de
doenca (Constable et al. 2017). Prototheca spp., sdo algas sem clorofila, unicelulares e de
distribuicdo ubiquitaria, podendo estar presentes no ambiente de exploraces,
nomeadamente em zonas humidas (como por exemplo, bebedouros), sem terem sido causa
de mastites (Bexiga et al. 2003). A espécie predominante é Prototheca zopfii, estando
associada a mastite bovina (Mdller et al. 2007; Osumi et al. 2008). No caso de infecbes
fungicas intramamarias (IMMs), os agentes etiolégicos s&o principalmente leveduras
(maioritariamente Candida spp.), e podem constituir 2 a 13% dos casos de mastite em vacas
(Wawron et al. 2010).

1.2. Expresséo clinica
Os agentes patogénicos podem ser classificados ainda com base na sua propenséao
para causar MC ou subclinica, sendo entdo considerados como agentes maiores ou

menores, respetivamente (Constable et al. 2017).

1.2.1. Agentes maiores

Os agentes que fazem parte deste grupo s&o: Streptococcus agalactiae,
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus spp., Streptococcus
equinus (considerado menos prevalente), os agentes Mycoplasma bovis e Staphylococcus
aureus, e, do grupo dos coliformes, a E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., entre outros
(Constable et al. 2017).

De seguida apresentam-se algumas caracteristicas consideradas relevantes de
alguns dos agentes maiores anteriormente mencionados:

Staphylococcus aureus - S. aureus caracteriza-se por ser uma bactéria Gram-
positiva, anaerObia facultativa, imével e ndo esporulada. Esta espécie geralmente
hemolitica, também é catalase-positiva e coagulase-positiva (Teixeira et al. 2008). Para
além destes fatores de viruléncia, esta causa les6es nos tecidos glandulares por intermédio
de toxinas (a, B, y e 8) e enzimas extracelulares (nuclease, hialuronidase, fosfatase, lipase e
proteases) (Dinges et al. 2000). Considera-se, de um ponto de vista etiolégico, uma das
maiores causas de mastite subclinica (MSC), clinica, recorrente e crénica nos bovinos
leiteiros (Melchior et al. 2011). Este agente resiste a fagocitose de macréfagos e neutréfilos
por meio da producédo de fatores antifagociticos (capsula e proteina A), ultrapassando assim
a resposta primaria do sistema imunitario (Morin 2009). O principal reservatorio de S. aureus
€ 0 Ubere infetado, apesar de poder ser isolado a partir de varios locais do corpo do animal,
do meio ambiente e até mesmo das maos do ordenhador (Beni¢ et al. 2012). Do ponto de

vista clinico, a mastite resultante da infecdo por este agente poder-se-4 manifestar por um



quadro clinico fatal ou apenas por um quadro ligeiro ou mesmo assintomatico. As formas
cronica e subclinica sdo as mais frequentes e tém um maior impacto econdémico (Beni¢ et al.
2012). Metade do efetivo poderd estar infetado, apesar de apenas uma pequena porcao
revelar alteracdes observaveis (Radostits et al. 2007). Mesmo assim, a detecdo de infecéo
no efetivo podera dever-se a episddios clinicos e pela repeticdo dos tratamentos devido ao
insucesso terapéutico (Beni¢ et al. 2012).

Streptococcus uberis - S. uberis é ubiquitario, capaz de colonizar tanto a glandula
mamaria como 0 meio envolvente (Kromker 2014). A detecdo de S. uberis em exploracdes
de vacas leiteiras, tem vindo a ser cada vez mais frequente, quer seja em MCs como
subclinicas. Esta espécie assume-se como 0 agente patogénico principal num nudmero
crescente de exploracdes. Do ponto de vista microbioldgico, trata-se de um coccus Gram-
positivo, anaerdébio facultativo, catalase e oxidase negativo (EB 2017), que pode estar
disposto em pares de células ou em cadeias (Kromker 2014).

A adesdo as células epiteliais mamarias e a invasdo das mesmas é um fator inerente
a esta espécie, mediada pela molécula de adesado de S. uberis (Kromker 2014). Os autores
Elhadidy e Zahran (2013), defendem que a elevada prevaléncia em algumas exploracdes
leiteiras deve-se a sua capacidade de aderir a células hospedeiras. De acordo com Frost et
al. (1977) citado por Kromker (2014), a sintese de hialuronidase e de capsulas de acido
hialurénico, sdo também fatores promotores da sua viruléncia.

Escherichia coli — Esta espécie pertence ao grupo dos coliformes e é uma bactéria
Gram-negativa, considerada frequentemente como agente etioldgico em casos de MC
aguda (Hogan and Smith 2003). A infecdo IMM por este tipo de bactéria resulta
normalmente da invasao ascendente pelo canal do teto até ao tecido secretor (Hogan and
Smith 2003). De acordo com Burvenich et al. (2003), a infecdo IMM por E. coli € de curta
duragédo e a sua eliminagdo, na maioria das vezes, ocorre de forma espontéanea, ou, pelo
contrario, podera causar a morte do hospedeiro (Dogan et al. 2006). No entanto, de acordo
com Dopfer et al. (1999) citado por Dogan et al. (2006), este agente podera também causar
infecdes IMMs persistentes.

Enterococcus faecalis — Considerado também como um agente maior de mastite
(Elhadidy and Zahran 2013), Gram-positivo, anaerébio facultativo e comensal (Kristich et al.
2004). Responsavel pela formagédo de biofilmes capazes de provocar infe¢cdes recorrentes e
persistentes (Elhadidy and Zahran 2013). Bradley (2002) citado por Elhadidy and Zahran
(2013), afirmam que este agente encontra-se normalmente nas amigdalas, intestino, pele e
estrume.

Streptococcus agalactiae — S. agalactiae encontra-se difundido pelo mundo como
um agente maior de MSC bovina, que podera ter um enorme impacto sobre a quantidade e

qualidade de leite produzido. Este agente pode sobreviver por longos periodos somente



dentro da GM (Erskine and Eberhart 1990; Erskine et al. 1996). O seu reservatério principal
consiste no Ubere de vacas infetadas, e a sua transmissdo ocorre diretamente de modo
horizontal (Constable et al. 2017). Apesar da diminui¢éo da prevaléncia de infecBes por este
agente ao longo das Ultimas décadas, mantém-se como um agente etioldgico de mastite em
exploracdes com mau maneio e higiene (Merl et al. 2003). Pode ser economicamente
tratado por infusdo IMM com penicilina e novobiocina (Erskine et al. 1996). O tratamento
durante a lactacao € altamente bem sucedido e a sua erradicagéo é relativamente eficaz,
caso as recomendac¢des sejam cumpridas (Keefe 2012).

Trueperella spp. — A infecdo IMM por T. pyogenes poderd tomar duas formas de
mastite grave, uma delas designa-se por mastite supurativa (esporadica), e a outra forma é
conhecida como mastite de verdo. A primeira forma estd mais relacionada com efetivos
estabulados e também pode ser referida como mastite piogénica. A outra forma, como o
nome indica, ocorre nos meses de verdo. Esta ndo é considerada endémica, apesar de ter
sido reportada na Escandinavia. Epidemiologicamente, ocorre de forma esporadica, sendo
mais comum em vacas que se encontram no periodo seco e em novilhas que se encontram
em gestacbes avancadas, podendo levar & perda de fungcdo produtiva (Constable et al.
2017). A sua transmissdo é mediada principalmente por moscas, podendo também se
propagar pelo contacto direto dos tetos com o0 meio ambiente contaminado (por exemplo,
areas de parto e estabulacdo de vacas em periodo seco) (Swartz et al. 2016).

Klebsiella spp. — Na indUstria leiteira, a espécie Klebsiella pneumoniae é conhecida
pela sua aptiddo para o desenvolvimento de mastites ambientais primarias. Em termos de
patogenicidade, Klebsiella spp., apresenta um tempo de infecdo mais prolongado (em
média, 21 dias) em comparagdo com E. coli (menos de 10 dias). Para além disso, as
infecdes IMMs por Klebsiella spp. séo, geralmente, mais graves do que as desencadeadas
por E. coli (Schukken et al. 2012).

1.2.2. Agentes menores

Os agentes menores consistem em bactérias que colonizam o canal do teto e podem
ser isolados a partir de amostras de leite, mesmo sem qualquer sinal de mastite (Jones
2006). No entanto, apresentam uma relevancia patoldgica limitada e raramente causam
inflamagdo (Jones 2006). Estes formam um quadro constituido maioritariamente por SCN
(Staphylococcus  hyicus, Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus  xylosus,
Staphylococcus sciuri, Staphylococcus warneri, Staphlyococcus simulans, Staphylococcus
epidermidis) e Corynebacterium bovis (Reyher et al. 2012; Constable et al. 2017).

Staphylococci coagulase-negativo - Atendendo ao grupo SCN, este enquadra-se

como um conjunto de agentes menores de mastite (ou seja, cuja expressado clinica é



discreta). O seu isolamento atinge maiores propor¢cdes quando se trata de estudos em larga
escala e a nivel mundial (Bexiga 2011). Sdo um grupo heterogéneo, constituido por mais de
50 espécies e subespécies, das quais mais ou menos 10 sdo isoladas frequentemente a
partir de amostras de leite e possuem a habilidade de colonizar as extremidades dos tetos
(Piepers et al. 2013). As espécies de SCN mais prevalentes em muitos dos estudos
realizados sdo: S. chromogenes, S. simulans e S. epidermidis (Reksen et al. 2012).
Sansano (2012) citado por Pacheco (2015), refere que, durante o periodo seco e antes do
parto, a incidéncia de novas infecbes é maxima, e aquando do parto a percentagem de
quartos infetados é elevada. A presenca de SCN € mais provavel em vacas primiparas do
que em multiparas. As mastites em primiparas no inicio da lactacdo, sdo causadas
maioritariamente por SCN (Pieperset al. 2013). O seu potencial infecioso depende de varios
fatores, entre eles, a sua capacidade de adeséo a pele da GM e a sua habilidade para a
producdo de biofilmes (Oliveira and Cunha 2010). Algumas estirpes de SCN apresentam o0s
seguintes fatores de viruléncia: toxinas ©, leucocidinas, lipases, protease, ADNase, e a
formacao de capsula (Bexiga 2011). De acordo com Reksen et al. (2012), as infe¢cbes IMMs
persistentes podem estar associadas a quartos infetados por SCN, e, para além disso, estes
podem ser isolados a partir de infe¢6es IMMs discretas do ponto de vista clinico.

Corynebacterium spp. - Outro agente contagioso comum de MSC em vacas
leiteiras pertence ao género Corynebacterium, sendo que cerca de 89% dos isolados séo
Corynebacterium bovis. Embora a frequéncia de isolados seja elevada, este enquadra-se
como um agente menor de mastite (Bradley and Green 2009; Schukken et al. 2009).
Segundo Brooks e Barnum (1984) citado por Blagitz et al. (2013), considera-se um agente
comensal da GM. O seu reservatério principal parece ser o canal do teto (Constable et al.
2017), mas j& foram reportados casos de colonizagdo da cisterna do teto, da GM e do
parénquima mamario (Sol et al. 1997; Benites et al. 2003). A sua transmisséo é horizontal e
este agente revela-se extremamente contagioso (a fase infecciosa podera demorar meses)
(Constable et al. 2017). Nao ha consenso sobre a possibilidade de quartos infetados por
este agente tornarem-se menos suscetiveis a infe¢cbes por outros agentes (Blagitz et al.
2013).

2. FATORES DE RISCO

Os fatores associados ao animal que influenciam a prevaléncia de infecdo e a sua
manifestacdo clinica podem ser: idade, numero de partos, fase de lactacdo, raca,
caracteristicas genéticas do Ubere e tetos, producdao de leite, doengcas concomitantes,
imunidade, e histéria de mastites ou infec6es IMMs subclinicas pré-existentes (Constable et

al. 2017). Em relagéo aos fatores de risco ambientais temos a qualidade das instalagdes, o



maneio da exploracao e a estacdo do ano. Dentro do maneio, alguns dos fatores podem ser
a condicao fisica dos tetos, a higiene do Ubere e a nutricdo. Os fatores inerentes aos
agentes patogénicos sdo: viabilidade, viruléncia, capacidade para colonizar e producéo de
toxinas (Constable et al. 2017).

2.1. Idade
A nivel individual, este fator revela-se de elevada importancia, uma vez que o
sistema imunitario de um animal jovem pode eliminar ou reduzir as consequéncias de uma

infecdo de forma mais eficaz, comparativamente a animais mais velhos (Sol et al. 1997).

2.2. Raca

A raga podera constituir um fator de risco, no entanto, ndo estd comprovado dado a
interferéncia do maneio (Constable et al. 2017). De acordo com Nickerson (2011), novilhas
da raca Jersey apresentam uma maior prevaléncia de infecbes IMMs quando comparado
com novilhas da raca Holstein, 67,7% e 35%, respetivamente.

2.3. Gestagado e numero de partos
Em novilhas, a prevaléncia de mastite eleva-se no ultimo trimestre de gestacdo e
alguns dias antes de parirem (Constable et al. 2017). O nimero de partos podera influenciar

0 surgimento de mastite (Sarker et al. 2012).

2.4. Imunidade

De acordo com Leblanc (2010), a fung&o imunoldgica encontra-se deprimida uma a
duas semanas antes do parto e duas a trés semanas apoés o parto.

A funcgéo produtiva da glandula mamaria é influenciada pela velocidade de reposi¢éo
dos neutréfilos. Quanto mais rapida for esta reposicdo, mais rapida é a recuperacdo
(Constable et al. 2017).

2.5. Fase de lactacao

A lactacdo gera consequéncias negativas na prevaléncia de mastite (Sharma et al.
2011). Nos bovinos, existe a possibilidade do incremento do stress oxidativo e da reducdo
dos mecanismos de defesa antioxidantes, imediatamente ap6s o parto, conduzirem a
mastite (Sharma et al. 2011). Grande parte das infe¢des surgem no inicio do periodo seco e
nos primeiros dois meses de lactacéo (Constable et al. 2017).

Goff e Kimura (2009) citado por Marinho (2018) referem que o inicio da lactagéo leva
a um Balanco Energético Negativo (BEN) contribuindo para a imunossupressao que ocorre

nesta fase de transicdo. Segundo Goff (2006) citado por Marinho (2018), este BEN pode ser



explicado pelo facto de haver um aumento das necessidades energéticas apds o parto,
associado a uma diminuicdo da ingestdo de matéria seca (IMS), juntamente com a

mobilizacdo de reservas corporais.

2.6. Carateristicas genéticas do Ubere e tetos

A conformacédo do Ubere e a forma do teto sdo carateristicas genéticas que poderao
afetar a suscetibilidade a mastite (Neijenhuis et al. 2001).

A ocorréncia de mastite poderd variar consoante a expressao de algumas
carateristicas fenotipicas como a morfologia, profundidade e comprimento do Ubere e a
dimensao do orificio dos tetos (Constable et al. 2017). A presenca de tetos supranumerarios
podera funcionar como reservatério para microrganismos causadores de mastite (Tiwari et
al. 2013). A orientacao dos tetos e a distancia relativa entre eles poderdo também contribuir
para aumentar o risco de mastite (Twiari et al. 2013).

2.7. Historia de mastites

A precedéncia de mastite na lactacdo anterior torna a vaca mais suscetivel ao
desenvolvimento de mastite na lactacdo atual (Constable et al. 2017). As vacas estdo
constantemente a serem expostas a fatores externos e as infe¢ées subclinicas sdo comuns
na maioria das exploragdes (Constable et al. 2017). Harris and Muggleton (1977) citado por
Gruet et al. (2001), defendem que no final da lactagdo as infecdes existentes podem
permanecer no Ubere, e consequentemente no periodo poés-parto a MSC podera retornar

numa forma mais grave.

2.8. Doengas concomitantes

De acordo com Schukken (1989) e Peeler et al. (1994) citados por Breen et al.
(2009), as doencas que concorrem para aumentar o risco de infecdes IMMs poderdo ser:
retencdo placentaria, distocia e claudicagfes. A Ulcera da sola pode relacionar-se com um
aumento do risco de mastite por S. aureus, através do aumento do tempo em que o animal
permanece deitado, aumentado assim a exposi¢cdo do Ubere a este agente (Radostits et al.
2007).

A hipocalcemia, metrite, deslocamento do abomaso (Biggs 2009) e cetose (Berge
and Vertenten 2014) também poderdo contribuir para o aumento da suscetibilidade a
infeccdo IMM. A hipocalcemia pode ser causa de mastite, devido a inducdo de
imunossupressao, uma vez que o calcio é essencial para a resposta imunolégica celular
(Seifi and Kia 2018). Vacas e novilhas com BEN estdo em maior risco de cetose, sendo que,
a cetose clinica esta associada a um aumento de duas vezes o risco de MC (Berge and

Vertenten 2014). Isto pode ser explicado pela reducdo da capacidade de fagocitose por
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parte dos leucdcitos e pela reducdo na producéo de citocinas que atraem outros leucdcitos

para o local de infecdo (Uriyasathaporna et al. 2000).

2.9. InstalacBGes e maneio

A qualidade das instalacbes e 0 maneio da explora¢do condicionam o tipo de agente
microbiano que infeta o tecido da GM e o risco do desenvolvimento de mastite (Constable et
al. 2017).

A dimensdo do pavilhdo ou da area em que as vacas se encontram alojadas na
exploracdo podera influenciar a prevaléncia de infecdes IMMs e a incidéncia de MC, na
medida em que fatores como o tamanho e conforto inadequados das camas e corredores
irdo contribuir para a sobrelotacdo animal, que associada a um sistema de limpeza ineficaz
aumenta os niveis de contaminacgao dos tetos (Constable et al. 2017).

A eficiéncia dos ordenhadores e da propria maquina de ordenha, bem como a
rapidez com que esta é realizada, sdo fatores de risco que poderdo conduzir ao
desenvolvimento de doenca. A higiene em geral de todos os elementos que integram este
sistema de ordenha, constitui um fator de risco (Constable et al. 2017).

Um ponto critico da ordenha consiste no periodo pds-ordenha, pelo facto de o canal
do teto permanecer aberto, tornando viavel a invasao ascendente dos microrganismos. Uma
boa préatica, para contornar este risco, consiste no fornecimento de alimento na manjedoura
logo apés a ordenha para que, deste modo, a vaca permane¢a em estacao e, assim, evite o
contacto direto com agentes patogénicos do piso do parque de alimentacdo (Biggs 2009;
Langoni 2013). Plozza et al. (2011), concluiram que esta pratica contribuiu para que a

prevaléncia de MSC fosse inferior a 20%, em exploracdes australianas.

2.9.1. Condicao fisica dos tetos

O canal do teto constitui uma barreira natural & entrada de microrganismos e, uma
vez corrompida por alguma lesdo no teto, ira evidenciar-se como mais um fator de risco
importante na incidéncia de infe¢bes IMMs. A integridade da pele e da extremidade do teto
impedem a invasdo bacteriana e o0 surgimento de novas infecfes (Neijenhuis 2004). As
lesBes fisicas, como, por exemplo, a hiperqueratose induzida pela maquina de ordenha,
facilitam a propagacao de infe¢cdes bacterianas secundarias (Teixeira et al. 2008).

A hiperqueratose da extremidade do teto € uma afecdo comum nas exploracdes
leiteiras devido a ma utilizacdo da sala de ordenha. O grau de hiperqueratose varia
conforme os seguintes fatores: numero de lactagbes, numero de dias em lactacdo
(Constable et al. 2017), inexisténcia de retiradores automaticos das tetinas na maquina de

ordenha, entre outros (Sousa 2008). De acordo com Sousa (2008), tetos com grau de
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hiperqueratose extremo estdo em maior risco de contrairem infecdes do que aqueles em

que o grau € menos pronunciado.

2.9.2. Higiene do Ubere
A higiene da pele do ubere € um fator de risco para infecbes IMMs por agentes
ambientais (Constable et al. 2017). Os autores Schreiner e Ruegg (2003) demonstraram que
as vacas com Uberes sujos (grau 3 ou 4 no sistema de avaliacdo visual) eram mais
propensas a estarem infetadas por agentes maiores de mastite, do que vacas com Uberes

limpos (grau 1 ou 2).

2.9.3. Nutricéo

O plano de nutricdo € outro fator que tem um impacto importante na expresséo
clinica da mastite em novilhas e vacas (Heinrichs et al. 2009). O sistema imunitario de um
animal bem nutrido é sempre mais eficiente.

O BEN durante a lactacéo podera levar ao desenvolvimento de esteatose hepatica e
cetose (Goff 2006). A nutricdo podera relacionar-se com a prevencdo de hipocalcemia
puerperal através da instituicido de dietas com uma diferenca cationica-anionica negativa,
possivelmente pela alteragdo estrutural do receptor da hormona da paratirdide no 0sso,
facilitando assim a mobilizacdo do calcio a partir do mesmo (Horst et al. 1997 citado por
Overton and Waldron 2004).

Segundo Biggs (2009), a implementacao de uma dieta apropriada mantém uma
consisténcia normal das fezes, que, por sua vez, reduz a contaminacgéo fecal dos tetos e
consequentemente a infegcdo por agentes que estdo envolvidos na patogénese da mastite
ambiental. A vitamina E e o selénio poderdo ser fatores benéficos na saiude do Ubere pelo
seu poder antioxidante, diminuindo a incidéncia e duracdo de episddios de mastite
(Constable et al. 2017). A vitamina E por si s6 foi descrita como estimuladora da resposta
imunoldgica pos-parto (Spears and Weiss 2008). Varias investigacbes provaram que
neutrdéfilos de vacas que consomem alimentos suplementados com selénio, sdo mais ativos
no combate a microrganismos de mastite quando comparados com aqueles de vacas néo

suplementadas (Erskine et al. 1989).

2.10. Estacéo do ano

A correlacdo entre a estacdo do ano e a incidéncia de mastite é variavel consoante
as condicdes climatéricas carateristicas de cada regido (Constable et al. 2017). Os meses
de verdo e chuvosos estdo relacionados com maiores percentagens de mastite (Ribeiro

2001). As amplitudes térmicas, bem como a percentagem de humidade s&o fatores de risco
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relevantes (Tiwari et al. 2013). A multiplicacdo bacteriana e a quantidade de agentes
patogénicos sera tanto maior quanto maior o calor e a humidade ambiental (Godden et al.
2003; Hillerton et al. 2003). A permanéncia em ambiente hiumido, quer seja em pastagem ou
em estabulagdo, associa-se a uma maior probabilidade de emergirem novas infe¢cdes IMMs.
Quando se trata de climas tropicais e subtropicais, a mastite surge mais no inverno e na
primavera, face a um aumento da humidade relativa (Biggs 2009).

Com base no estudo de Hillerton et al. (2003), os casos clinicos de mastite
confirmados por exame bacteriologico como mastites de verdo (ou seja, envolvendo T.
pyogenes normalmente em conjunto com outros agentes), foram quase todos associados

aos meses de Julho, Agosto, Setembro e Outubro.

2.11. Resisténcia do agente etiol6gico

A resisténcia a procedimentos de limpeza e desinfecdo € uma carateristica de cada
agente patogénico. A maior predisposicdo para resisténcia a desinfecdo surge mais nas
mastites contagiosas do que nas ambientais (Constable et al. 2017).

A panéplia de fatores de viruléncia bacterianos que se expressam conforme as
véarias fases de lactacdo e que facilitam o processo de infegdo podem ser: capacidade de
colonizar, producdo de toxinas (lipopolissacarido da E. coli), enterotoxinas, a e 8 toxinas,
coagulase, hemolisina, hialuronidase, leucocidinas e formacéao de biofilme (Constable et al.
2017). O biofilme confere a capacidade de permanecer nos equipamentos de ordenha, de
sobreviver aos processos imunoldgicos e antimicrobianos, e ainda de invadir o meio
intracelular de macro6fagos e polimorfonucleares (Radostits et al. 2007; Arnold and Bewley
2011; Prenafeta et al. 2014).

3. CONTROLO E PREVENCAO

Grande parte do controlo de mastite centra-se na eliminacdo de agentes que
normalmente causam infegdo por via contagiosa (como por exemplo, Staphylococcus
aureus e Streptococcus agalactiae) (Pillar et al. 2009) e na prevencdo do acesso dos
agentes que se encontram no ambiente da exploracdo, ao interior da GM (como por
exemplo, E. coli) (Bradley 2002; LeBlanc et al. 2006).

A prevencao de mastite por S. aureus podera envolver as seguintes medidas de
biosseguranca e sanitarias: limpeza e secagem dos tetos antes da ordenha, utilizacéo
adequada das maquinas de ordenha, desinfecdo dos tetos pods-ordenha, tratamento no
periodo seco, refugo precoce de vacas com infe¢des crénicas, ordenha das vacas infetadas
separadamente e instituicAo de um programa ativo de qualidade do leite (Smith et al. 1998

citado por Rainard et al. 2017).
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O controlo de mastite por Streptoccocus agalactiae requer a adoc¢éo de boas praticas
de higiene, um tratamento adequado dos casos clinicos e subclinicos na secagem, que, por
sua vez, poder-se-a refletir numa prevaléncia de infecéo inferior a 10% do efetivo. Os fatores
que aumentam o risco de contrair infecdo por este agente sédo: higiene pobre na ordenha, a
negligéncia na terapia de secagem e a falta de desinfecao dos tetos pré-ordenha (Constable
et al. 2017).

Independentemente do material utilizado nas camas, a remocdo de material sujo e
humido do tergo posterior das camas ira reduzir significativamente o nimero de contagens
bacterianas. A utilizacdo de camas de estrume pode ser uma pratica bem sucedida, se for
feita uma substituicao diéria do terco posterior das camas (Hogan and Smith 2012).

Numa exploracdo cujo plano de controlo seja apropriado, a incidéncia de MC por C.
bovis ndo devera ser superior a 1,7% dos casos (Constable et al. 2017).

As medidas de controlo impostas para insetos sdo cruciais no maneio da exploracéo,
dado que estes funcionam como vetores na transmissdo de agentes patogénicos entre
vacas e poderdo causar lesbes diretas na extremidade do teto (McDougall et al. 2009;
Arnold and Bewley 2011; Nickerson 2014).

3.1. Tratamento no periodo seco

O tratamento da vaca seca é a instituicdo terapéutica antimicrobiana logo apods a
dltima ordenha da lactacéo, sendo importante num programa de controlo de mastites eficaz.
As infusbes IMMs no momento da secagem irdo diminuir o nimero de infe¢bes preé-
existentes e prevenir novas infecdes durante as primeiras semanas do periodo seco
(Constable et al. 2017). As formulagBes para administracdo IMM no momento da secagem
contém antibioticos de longa agéo, e as suas vantagens em relacdo ao tratamento durante a
lactacdo séo: uso de doses superiores, manutencdo da concentracdo IMM prolongada
(auséncia de ordenha regular) e o seu uso apropriado pode reduzir o risco de residuos no
leite (Cameron and Keefe 2014 citado por Royster and Wagner 2015). Distinguem-se dois
tipos de terapia na secagem, geral ou seletiva. Respetivamente, consistem no tratamento
com antimicrobiano de todas as vacas ou no tratamento seletivo de vacas com mastite,
usando-se apenas selantes nas vacas nao infetadas (Scherpenzeel et al. 2016).

A preocupacao global com a resisténcia aos antibioticos leva a restricdo do seu uso,
incluindo na terapia de secagem, dentro da producdo leiteira (Scherpenzeel et al. 2016). Na
Holanda em 2013, foi introduzido o método seletivo no tratamento da secagem.
Scherpenzeel et al. (2016) e Edmondson (2015) citados por Pacheco (2018), defendem que
os fatores a serem avaliados para selecionar as exploragfes para este método podem ser
0s seguintes: cultura bacteriolégica, CCS do efetivo e individuais, registo de casos clinicos

de mastite e a presenca ou auséncia de infe¢des por S. aureus, S. uberis e S. agalactiae.
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De acordo com Rabiee e Lean (2013) citado por Breen (2014), a eficacia dos
produtos selantes internos de tetos, que contém subnitrato de bismuto, na prevencéo de
novas infecbes durante o periodo seco encontra-se bem definida e contribui eficazmente
para 0 maneio da vaca seca. Com base numa meta-analise de 18 artigos de investigacao
publicados nos ultimos 10 anos, a aplicacdo de selante interno do teto na presenca de
antibidtico durante o periodo seco ou o0 seu uso de forma isolada no momento da secagem,
reduziu significativamente a incidéncia de infecdo IMM e de MC em vacas leiteiras,
comparadas com os respetivos grupos de controlo.

3.2. Vacinagéao

Ainda ndo existe um consenso para o protocolo vacinal mais eficaz no controlo e
prevencédo de infecdo por Staphylococcus aureus. Algumas vacinas foram testadas, mas o
seu efeito varia dependendo do tipo de vacina, adjuvantes e outros fatores. De acordo com
Pereira et al. (2011), as vacinas que empregam novas tecnologias (ADN e proteina
recombinante) e algumas bacterinas de longa duracéo atingiram bons resultados.

Segundo Piepers (2014) citado por Schukken et al. (2014), a perspetiva vacinal para
S. aureus e SCN consiste na reducdo da incidéncia e duracdo da infegdo. Com base em
dois estudos internacionais, a vacina multivalente que visa o controlo de mastites
(STARTVAC®, laboratério HIPRA) demonstrou ser eficaz na diminuigdo da incidéncia e
duragédo de infecdo IMM por estes agentes, através do aumento da taxa de cura e na
reducdo da gravidade de mastite por coliformes. Verificou-se também um aumento da
producao leiteira apenas nos animais vacinados (Schukken et al. 2014; Bradley et al. 2015).
Os mesmos autores defendem que a eficacia depende de alguns fatores como a variagédo
nas praticas de maneio, idade (mais eficaz para infegbes por S. aureus na primeira
lactacdo), implementacdo de boas praticas durante a ordenha e refugo antecipado de
animais infetados (Schukken et al. 2014).

Molina et al. (2013), concluiram que a vacina E. coli J5 reduz a prevaléncia de
infecao IMM p@s-parto, tal como o surgimento de casos clinicos de mastite hiperagudos por

E. coli num intervalo de cem dias pos-parto.

4. DIAGNOSTICO

O diagnéstico de MC é realizado essencialmente através do exame fisico (Constable
et al. 2017). No caso da MSC, a sua detecdo ndo é determinada pelo exame fisico
(Constable et al. 2017), dado que ndo se detecta os sinais de inflamacdo e a secrecéo
leiteira é visivelmente normal (Adkins and Middleton 2018). Existe uma série de métodos

indicados para o diagnostico de MSC, dos quais os mais comuns sdo: CCS, avaliacdo de
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biomarcadores no leite (como por exemplo, lactato, lactato desidrogenase, N-acetil-D-
glucosaminidase, haptoglobina e proteina amiloide sérica A) (Kalmus et al. 2013) e
condutividade elétrica do leite (variacdo idnica) (Adkins and Middleton 2018). Outros

exemplos séo a determinacdo do pH do leite e o teste de inibicdo da tripsina.

4.1. Exame fisico

A MC é definida pela presenca de leite visivelmente anormal, podendo ter uma
aparéncia aguada ou espessada e apresentar sangue, pus, flocos ou coagulos de fibrina.
Vacas com MC poderdo também expressar tumefaccdo, dor e calor no quarto mamario
afetado. Em alguns casos, podemos ter um quadro clinico sistémico cujos sinais podem ser:
pirexia, desidratacdo, fraqueza, inapeténcia e mesmo prostracdo (Royster and Wagner
2015). Os casos clinicos podem ainda ser classificados como leves, moderados ou graves
conforme a presenca ou auséncia de sinais locais e/ou sistémicos, como podemos observar

na Tabela 1.

Tabela 1: Escala de gravidade para mastite clinica

GRAU DESCRICAO

Leite anormal (flocos, aguado ou
1. Leve .

coagulos)
Leite anormal e sinais de inflamagao
2. Moderado i .
do Ubere (calor, inchago e dor)

Sinais de grau moderado e sinais

3. Grave sistémicos (p.ex. pirexia, desidratacéo,

fraqueza e inapeténcia)

Adaptado de Royster e Wagner (2015)

Podemos classificar a MC como hiperaguda, aguda ou subaguda de acordo com a
velocidade do quadro clinico. A hiperaguda carateriza-se por uma inflamagdo grave, com
inchaco, calor e dor evidente no quarto afetado, associados a uma reagdo sistémica
marcada que pode vir a ser fatal. A classificacdo como aguda consiste huma inflamacéo
grave, mas sem reacao sistémica marcada. No caso da subaguda a inflamacao € leve, e
consistente com uma secrec¢ao leiteira alterada (Royster and Wagner 2015). A duracéo dos
episodios de MC pode tomar trés evolugdes: curto-duracdo (E. coli spp. e Klebsiella spp.),
recorrente (S. aureus, S. dysgalactiae, S. uberis) e persistente ou cronica (S. agalactiae e M.

bovis).
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4.2. Contagem de Células Sométicas (CCS)

A CCS tem vindo a ser utilizada como o Gold Standard dos métodos auxiliares de
diagnéstico da MSC, sendo também um parametro importante para a producao pois afeta o
preco do leite. Existe uma série de fatores individuais e a nivel da exploracdo que
influenciam a CCS. Logo, a interpretacdo correta desta contagem implica a consideracao de
alguns fatores: agente, nimero de lactacoes, fase de lactacdo, nivel de producéo leiteira,
stress, estacdo do ano e raga (Sharma et al. 2011; Schepers et al. 1997 citado por Duarte et
al. 2015). E frequente a elevacdo da CCS ap6s o parto, durante um curto periodo (Dohoo
1993).

A CCS média da exploracdo podera refletir a incidéncia de MC por agentes
patogénicos ambientais (Constable et al. 2017). Um estudo desenvolvido por Malinowski et
al. (2006), estabeleceu a relacdo entre a CCS e os agentes etioldgicos, concluindo que
varios agentes podem ser isolados a partir de amostras com a CCS aumentada, no entanto,
os valores mais elevados associam-se a infe¢des por T. pyogenes, coliformes, S. agalactiae,
Streptococcus spp., Prototheca spp. e fungos do tipo levedura. A CCS elevada numa fase
tardia da lactacdo podera implicar um agravamento da infe¢cdo subclinica, levando a
diminuicdo da producéo leiteira na lactacdo seguinte (Green et al. 2004).

O valor a partir do qual se considera MSC é de 200,000 células/ml, ou seja, abaixo
deste valor considera-se que a GM se encontra livre de infecdo. No entanto, a obtengéo
deste limite ndo descarta a possibilidade de existirem falsos-negativos nas culturas
microbiologicas (Duarte et al. 2015). Vissio et al. (2014), determinaram a eficacia de ambos
os métodos de diagnostico de infe¢cdes IMMs, a CCS e a cultura microbioldgica, e chegaram
a uma estimativa mais baixa, 150,000 células/ml. A determinacdo deste novo limite tem em
conta a ocorréncia de falsos-negativos.

A metodologia adotada para quantificar a CCS podera ser direta ou indireta. Os
métodos diretos, ou utilizam contadores de células automaticos portateis (praticos para uso
no campo), ou recorrem a contadores automaticos com instalacéo laboratorial (Duarte et al.
2015). Para além destes, outro método direto € a contagem diferencial de células, que
permite avaliar propor¢cdes celulares relativas por citometria (Pilla et al. 2013). Os métodos
indiretos e semi-quantitativos sdo: TCM ou Teste de Wisconsin de Mastites (WMT). Ambos
prevém o numero aproximado de células somaticas (CS), mas o WMT é mais preciso pois
consiste na medi¢do da altura da matriz viscosa (semelhante a gel) em milimetros (mm)
(Duarte et al. 2015). Um método qualitativo € o teste da atividade da esterase, que consiste
na conversao da atividade enzimética numa estimativa da CCS (Adkinsand Middleton 2018).
A determinacdo da bioluminescéncia (concentracdo de ATP na célula somatica ou a

fluorescéncia do seu ADN), é outro procedimento que se pode utilizar (Hossain et al. 2017).
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4.2.1. CCS do tanque de leite
A CCS do tanque de leite da exploracdo é um método indireto na avaliagcdo da
prevaléncia de mastite dentro da exploracéao leiteira. A andlise da concentracdo de células
somaticas no volume de leite do tanque, permite-nos estimar o numero de quartos infetados
embora ndo seja possivel definir o nimero de vacas com mastite. Se a CCS exceder
determinados niveis dentro da exploracdo devemos proceder a um exame individual e assim

detectar os animais e os quartos mais infetados (Constable et al. 2017).

4.2.2. Teste Californiano de Mastites (TCM)

Aceite como o teste mais confiavel e barato na detecdo de MSC (Constable et al.
2017). O TCM consiste na adicdo de um agente detergente a uma amostra de leite cuja
contagem de células é elevada, promovendo a lise celular e consequentemente a libertagéo
de &cidos nucleicos, levando a sua precipitacédo e formagédo de uma matriz semelhante a um
gel. A partir de determinado limite na concentracdo de células, visualiza-se alteragbes na
viscosidade que irdo ser interpretadas de forma subjetiva, ndo estando por isso isento de
erro (Viguier et al. 2009 citado por Duarte et al. 2015). A sensibilidade deste método para
infecbes IMMs corresponde a 66,7% e a sua especificidade a 54,8% (Sargeant et al. 2001
citado por Duarte et al. 2015).

4.3. Detecao de agentes de mastite

A identificacdo de agentes etiolégicos responsaveis pelas infecdes IMMs, poder-se-a
basear em dois grupos metodolégicos: fenotipicos (como por exemplo, cultura
microbioldgica e mass spectroscopy using matrix-assisted laser desorption ionization-time of
flight) e/ou genotipicos (como por exemplo, polimerase chain reaction) (Duarte et al. 2015).
Enquanto os métodos fenotipicos identificam o agente através da avaliagdo das
carateristicas expressas a partir do ADN (como por exemplo, morfologia, capacidade de
metabolizar substratos ou carateristicas de multiplicagédo), os métodos genotipicos utilizam o
ADN como base para a identificacdo de espécies e estirpes (Zadoks and Watts 2009 citado
por Duarte et al. 2015).

4.3.1. Cultura microbioldgica
A cultura laboratorial de amostras de leite constitui um 6timo meio de diagnéstico, na
medida em que identifica os agentes etiolégicos em causa. Esta cultura € muito util,
também, na determinacdo da suscetibilidade aos antimicrobianos a fim de ser instituida uma

terapéutica especifica e eficaz em casos de MC (Constable et al. 2017).
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A cultura a partir de amostras do tanque de leite tem como objetivos: monitorizar a
qualidade do leite cri e a presenca de agentes de mastite, particularmente agentes
contagiosos, como por exemplo S. aureus, S. agalactiae e Mycoplasma spp. (Adkins and
Middleton 2018). Uma Unica cultura a partir de uma amostra de leite do tanque apresenta,
no ambito estatistico, uma elevada especificidade para S. aureus e S. agalactiae, ou seja, se
o resultado for negativo é pouco provavel que este seja um falso negativo (Constable et al.
2017).

A cultura de amostras de um quarto é recomendada como a primeira linha de
diagnéstico de mastite, ao contrario da cultura de amostras dos quatro quartos mamarios
que se revelam Uteis na biovigilancia de exploracfes quando se tem em conta as suas
limitacBes (como por exemplo, a fase da lactagédo pode influenciar a detecéo de infecdo IMM
por SCN) (Reyher and Dohoo 2011).

4.3.2. Sistemas de cultura na exploracgéo

A implementagdo deste tipo de sistema visa promover a multiplicacdo bacteriana
seletiva, com o intuito de categorizar casos de mastite em grupos amplos de diagnéstico
(com ou sem multiplicacdo e Gram-negativo ou Gram-positivo). Os resultados, a partir
destes sistemas, estéo disponiveis em 18-24h, com um custo reduzido. Como as amostras
sem multiplicagdo constituem 10 a 40% do total de casos de MC (Bartlett et al. 1992 e Olde
Riekerink et al. 2008 citados por Royster and Wagner 2015), optar por este tipo de cultura
podera ajudar a reduzir o uso de antibiéticos (Lago et al. 2011 citado por Royster and
Wagner 2015).

Estudos realizados com o intuito de validar este tipo de testes apontaram para uma
resposta satisfatdria, mas, do ponto de vista estatistico, a especificidade ainda é baixa.
Investigadores compararam dois sistemas de cultura numa exploragéo, e perceberam que
as diferencas residiam na selegéo para a multiplicagdo de Gram-positivos e Gram-negativos,
e por outro lado, de bactérias aerdbias e coliformes. Ambos foram capazes de distinguir
entre Gram-positivo e Gram-negativo, com especificidade e sensibilidade elevadas. Todavia,
ndo permitiam determinar se a amostra estava contaminada (Lago et al. 2011 e McCarron et
al. 2009 citados por Duarte et al. 2015; Adkins and Middleton 2018).

5. TRATAMENTO

A estratégia a adotar na resolugdo da mastite devera basear-se na sua diferenciacao
como clinica ou subclinica, no estado de salde geral do animal e no historial clinico do
animal e da exploracdo. No caso de MC é necessério aplicar métodos especificos para

selecionar quais sdo 0s casos a serem tratados com antimicrobianos. A necessidade de
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tratar ou ndo a MSC durante a lactacdo pode depender da avaliacdo dos seguintes fatores:
agente, idade, numero de infecbes IMMs e grau de saude geral do Ubere (Constable et al.
2017).

A decisdo de administrar ou n&o antibiticos ird implicar a consideracdo de
determinados fatores, tais como o tipo e gravidade da resposta inflamatoria, duracdo da
infecdo, fase de lactacdo, idade e o estado gestacional do animal (Constable et al. 2017).
Para além da antibioterapia, é necessario definir se sera igualmente necessario tratamento
de suporte. A administracéo sistémica e IMM com antibiéticos adequados, complementada
com tratamento de suporte (como por exemplo, fluidoterapia, anti-inflamatérios e aplicacéo
de frio) € recomendada na MC aguda ou subaguda com quadro clinico sistémico (Hossain et
al. 2017).

5.1. Antibioterapia

5.1.1. Via de administracéo

A via de administracao serd uma decisdo importante na instituicdo terapéutica, sendo
gue o objetivo principal consiste em atingir o tecido alvo e manter concentracdes eficazes no
local. De uma forma geral, as infe¢Ges limitadas ao leite e ao epitélio dos ductos e alvéolos
séo facilmente debeladas pela administracdo IMM. As infe¢cdes mais complicadas de tratar
sdo aquelas em que o compartimento afetado é o parénquima (sdo exemplos, S. aureus e T.
pyogenes). Esta afirmacdo assenta sobre o facto de ser dificil atingir este tipo de tecido e
manter concentragdes eficazes de antibidtico quando é escolhida a via IMM (Constable et al.
2017). A administracdo IMM deverd obedecer a alguns pontos, como 0 espetro, a
farmacocinética e a farmacodindmica do antimicrobiano aplicado, para além do custo
associado (Royster and Wagner 2015).

A administracdo parenteral reserva-se a situacdes em que o estado geral esta
comprometido (pirexia, falta de apetite e inapeténcia), ou quando estamos perante um Ubere
marcadamente edemaciado, levando a uma difuséo ineficaz do antibiético IMM (Royster and
Wagner 2015).

5.1.2. Escolha do antibi6tico
A escolha do antibidtico depende de vérios fatores que devem ser analisados
criteriosamente, como a identificagdo do agente etiolégico, da sua sensibilidade aos
antibiéticos e dos dados epidemioldgicos da exploracdo. Os critérios que permitem avaliar e
determinar qual o agente antimicrobiano a ser utilizado sdo os seguintes: disponibilidade de

farmacos aprovados, sinais clinicos, agente etiol6gico de mastites anteriores, histérico de
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sucesso terapéutico na exploragéo, custo de tratamento e intervalos de seguranca para leite

e carne (Constable et al. 2017).

5.1.3. Antibidticos utilizados no tratamento de mastite

A mastite bovina é a causa mais frequente para o0 uso de antibiéticos nas
exploracdes de vacas de leite (Constable et al. 2017). Royster e Wagner (2015) fizeram uma
revisdo dos principios ativos utilizados e aprovados nos Estados Unidos da América para o
tratamento de mastite por administracdo IMM. Alguns exemplos sdo: amoxicilina, cloxacilina,
cefapirina, ceftiofur e pirlimicina.

De acordo com Teixeira et al. (2008), alguns dos antibidticos indicados para o
tratamento de mastite podem ser: penicilina, ampicilina, penetamato de penicilina,
gentamicina, nafcilina, cefazolina, cefoperazona e cefquinoma. A utilizacdo de
cefalosporinas por exemplo, de segunda, terceira ou quarta geragéo, devera ser uma opcao,
apenas quando os antibidticos de primeira linha e/ou cefalosporinas de gera¢ces anteriores
tenham revelado ineficdcia ou resposta inadequada ao tratamento, e devera ser uma
decisdo acompanhada do resultado da cultura microbiolégica e da sensibilidade ao
antibiético (Morley et al. 2005).

5.1.3.1. B -lactamicos

s

Este grupo de antibiéticos é considerado tempo-dependente, ou seja, o fator de
maior preponderancia para determinar a sua eficacia é o periodo em que a concentracao
plasmatica do antibiético permanece superior a concentragdo minima inibitéria (CMI) para
determinada bactéria. As penicilinas e as cefalosporinas integram este grupo (Tabela 2),
bem como as aminopenicilinas (como por exemplo a amoxicilina). O mecanismo de agdo
das cefalosporinas € semelhante ao das penicilinas, inibindo a sintese da parede do

microrganismo (Spinosa et al. 2017).

Alguns exemplos de penicilinas administradas por via IMM s&o: penicilina e neomicina, e,

penicilina e dihidroestreptomicina (Constable et al. 2017).

Tabela 2: Classificagdo das penicilinas, cefalosporinas e algumas carateristicas de cada grupo

GRUPO OBSERVACAO/CARATERISTICAS
Penicilina G ou
benzilpenicilinas

Cristalina: sddica e potassica Espetro de acdo: bactérias Gram-positivas.
Longa agéo: procaina e
benzatina
Penicilinas resistentes as B-  Espetro de a¢éo: Staphylococcus spp. resistentes
lactamases as B-lactamases; Pouca atividade contra bactérias
(antiestafilococcicas) Gram-negativas devido a dificuldade de
Isoxazolilpenicilinas: atravessar a camada externa da parede celular.
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cloxacilina

Resistentes as B-lactamases de Staphylococcus
spp.; Sensiveis as B-lactamases de
Enterobacteriaceae.

Cefalosporinas de 12 geracéo
(p. ex. cefazolina, cefalexina)

Cefalosporinas de 22 geracéo
(p. ex. cefoxitina, cefaclor)
Cefalosporinas de 32 geracéo
(p. ex. cefoperazona,
ceftiofur)

Resistentes a varias 3-lactamases.

Resistentes a varias p-lactamases; Cefoperazona
€ ativa contra Pseudomonas aeruginosa.

Resistentes as B-lactamases de Staphylococcus
spp., Enterobacteriaceae spp. e Pseudomonas

Spp.

Cefalosporinas de 42 geracéo
(p. ex. cefquinoma)

Adaptado de Spinosa et al. 2017

Os beta-lactamicos sdo usados de forma mais frequente. A cefoperazona é uma
cefalosporina de terceira geragdo cuja atividade alberga a maior parte dos agentes de
mastite. A sua formulacdo para infusdo IMM foi aprovada para o controlo de infecdes
causadas por Staphylococcus spp., Streptococcus spp., € E. Coli (FeRler et al. 2012). Para
além desta, existem outros exemplos de cefalosporinas com formulagbes IMMs
(cefquinoma, cefalexina e canamicina) (Bradley and Green 2009).

Amoxicilina e &acido clavulanico — A amoxicilina tem atividade contra bactérias
Gram-positivas sensiveis a penicilina, bem como algumas bactérias Gram-negativas. O
espetro de atividade dos Gram-positivos inclui: Streptococcus (a e B-hemoliticos), algumas
espécies de Staphylococcus, Clostridium spp., e algumas estirpes de Bacillus anthracis. O
espetro de bactérias Gram-negativas inclui: E. coli, muitas estirpes de Salmonella, e
Pasteurella multocida (Thomson 2003). Por sua vez, a amoxicilina é sensivel as (-
lactamases e por si s6 ndo é eficaz contra bactérias do grupo Enterobacteriaceae,
nomeadamento E. coli e Klebsiella spp, uma vez que estas produzem este tipo de enzimas
(Thomson 2003; Dahmen et al. 2013).

O clavulanato é um inibidor natural (ndo competitivo) da B-lactamase produzida por
bactérias Gram-positivas e muitas Gram-negativas também. Este tem pouca atividade
antibacteriana quando atua isoladamente (Thomson 2003). No entanto, quando o &cido
clavulanico é administrado em conjunto com a amoxicilina, estende a atividade da mesma
prevenindo a sua degradacgéo pelas enzimas bacterianas (Thomson 2003).

lodohidrato de penetamato — Este composto antimicrobiano é um éster da
penicilina G, que se concentra nos tecidos da GM e no leite apds administracdo
intramuscular. Encontra-se licenciado em varios paises para o tratamento de MSC causada
por agentes maiores Gram-positivos. Ativo contra Streptococcus spp. e S. aureus sensiveis

a penicilina (leite e intraepitelial) (Salat et al. 2008).
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5.1.3.2. Lincosamidas
As lincosamidas sao antibioticos bacteriostaticos, podendo ser bactericidas em
concentracdes elevadas (tempo-dependente). O seu mecanismo de acdo consiste ha
inibicdo da sintese proteica. A lincomicina é um exemplo deste grupo (Spinosa et al. 2017).
De acordo com Krémker et al. (2010), a combinac¢do de lincomicina e neomicina pode ser
utilizada no tratamento de mastite por S. uberis.
A pirlimicina também faz parte deste grupo, e pode ser utilizada no tratamento de

mastites por S. aureus (Oliveira et al. 2013 citado por Sousa 2017).

5.1.3.3. Quinolonas

Sao antibiéticos bactericidas, cujo mecanismo de acao se traduz na inibicdo da DNA
girase (Spinosa et al. 2017). O seu espetro de acdo varia consoante a geracdo de
quinolonas, estando as mais recentes associadas a uma maior eficacia contra bactérias
Gram-positivas. A partir da segunda geragdo denominam-se fluoroquinolonas (Spinosa et al.
2017).

1. Primeira geragdo: acido nalidixico, acido oxolinico e cinoxacina;

2. Segunda geracdo: ciprofloxacina, enrofloxacina, marbofloxacina, danofloxacina,
difloxacina, norfloxacina e enoxacina;

3. Terceira geracao: orbifloxacina, levofloxacina, sparfloxacina, grepafloxacina;

4. Quarta geragdo: trovafloxacina, gatiflxacina, moxifloxacina, gemifloxacina e
stitafloxacina (Martinez et al. 2006).

As quinolonas e fluoroquinolonas sao regularmente utilizadas em medicina
veterinaria dado o seu amplo espetro de atividade e pelo facto de serem agentes
antimicrobianos seguros (Balakrishnan et al. 2016). Todavia, em alguns paises, a utilizacdo
de fluoroquinolonas é proibida para o tratamento de mastites (Constable et al. 2017), pois,
devido as resisténcias aos antibiéticos, estes farmacos sao de extrema importancia para a
saude humana. Quando permitidos, devem ser utilizados apenas em casos excecionais
(Guardabassi et al. 2010).

5.1.3.4. Sulfonamidas
As sulfonamidas s&o antimicrobianos com actividade concentragdo-dependente. O
seu mecanismo de acao consiste na interferéncia com a biossintese do acido félico. Logo, a
sua atividade bacteriostatica é eficaz contra células bacterianas, uma vez que estas
sintetizam &cido félico, ao contrario das células de mamiferos que utilizam acido félico pré-

formado (Prescott 2013). No entanto, podem causar reacdes adversas graves pois sdo uma
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substancia estruturalmente andloga a substancia necessaria a sintese do acido félico. Este
grupo de antibidticos apresentam um largo espetro de atividade, abrangendo Gram-positivos
e alguns Gram-negativos (Enterobacteriaeceae) (Spinosa et al. 2017). Diferentes
sulfonamidas podem ndo ter diferencas qualitativas na sua atividade (Prescott 2013).

O trimetoprim pode ser usado de forma isolada, todavia a sua associacdo com as
sulfonamidas tem um sinergismo positivo pois ambos atuam em etapas distintas na
formacao do 4cido tetrahidrofdlico, culminando num efeito bactericida (Spinosa et al. 2017).

As sulfonamidas em combinacdo com o trimetoprim s&o comummente utilizadas para
antibioterapias de amplo espetro em medicina veterinéria. As suas principais indica¢des no
gado bovino sédo infe¢des do trato urinario e gastrointestinal, mastite e metrite (Kaartinen et
al. 1999). No entanto, sera de referir que no bovino adulto o trimetropim é metabolizado e
eliminado muito rapidamente (Plumb 2011).

5.1.3.5. Aminoglicosideos

Sao antibidticos importantes para o tratamento de infe¢cdes causadas por Gram-
negativos. A sua atividade bactericida (concentracdo-dependente) resulta da interferéncia na
sintese protéica, e, para tal, € necessario penetrarem na célula. Tendo em conta este fato, a
associagdo com os B-lactamicos resulta num efeito sinérgico, facilitando o seu transporte
intracelular. Para além disso, o seu efeito pds-antibidtico (supressdo bacteriana apés
remocdo do antibiético) é evidente (Spinosa et al. 2017). Sao instituidos no tratamento de
infecdes graves por Gram-negativos aerdbios e Staphylococcus spp. (Gram-positivos). A
neomicina é utilizada no tratamento de mastite por administragéo IMM (Keswani et al. 2010).

A combinacdo de um aminoglicosideo e de uma cefalosporina de 12 geracdo foi
licenciada na Europa em 2008, utilizando-se a canamicina e a cefalexina, dando origem ao
Ubrolexin® (Boehringer Ingelheim Animal Health, Ingelheim, Germany) para administragédo
IMM em vacas infetadas. Esta conjugacdo estende o espetro de atividade quando
comparado com a atividade individual, demonstrando sinergismo para agentes maiores de

mastite (S. aureus, S. uberis e E. coli) (Silley et al. 2012).

5.2. Anti-Inflamatérios N&o Esteroides (AINES)

O tratamento de suporte conta com os AINES como elementos fulcrais para
amenizacdo de casos de MC hiperagudos ou agudos, em que seja evidente o envolvimento
sistémico, refletindo-se no seu estado geral e quadro clinico (pirexia, taquicardia, taquipneia
e hipomotilidade ruminal). S&o exemplos mais comuns na terapia de vacas leiteiras o

cetoprofeno, fenilbutazona e meloxicam (Constable et al. 2017).
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6. PROGNOSTICO

Um tratamento de mastite eficaz, depende principalmente do seguinte: diagnostico
exato, gravidade da infecdo da GM, escolha do antibiético e via de administracdo adequada,
tratamento de suporte e exclusdo de fatores predisponentes (Hossain et al. 2017). A
conjugacdo de um inicio rdpido do tratamento e do seu prolongamento no tempo
relacionam-se com uma melhoria das taxas de cura (Bradley and Green 2009).

Uma série de estudos estabeleceram fatores de risco que podem influenciar o
prognostico em casos de MC. Estes incluem fatores associados ao animal como a idade,
nuamero de partos, fase de lactagdo, CCS, histéria de mastite, e fatores associados ao
agente etiolégico como a viruléncia e a sensibilidade aos antibiéticos (Ziesch and Kréomker
2016).

6.1. Fatores associados ao animal

As vacas com MC que se encontram numa lactagdo prolongada e ndo estédo
gestantes, que apresentem claudicagdo ou outras doengas concomitantes ou baixa
producdo de leite, deverdo ser consideradas para refugo em vez de serem submetidas a
tratamento (Constable et al. 2017). De acordo com um estudo de Pinzén-Sanchez e Ruegg
(2011) citado por Royster and Wagner (2015), em surtos de MC leve ou moderada, e sem
especificidade etioldgica, o aumento do nimero de partos e a ocorréncia de MC associaram-
se a uma diminuicdo da probabilidade de cura microbioldgica. Segundo o estudo de Bradley
e Green (2009), a temperatura retal elevada previamente ao tratamento associa-se a melhor
prognostico, assim como a baixa CCS individual. O pais onde o animal se encontra, também
pode influenciar o progndstico de cura.

InvestigagBes concluiram que o aumento do nimero de partos, o acréscimo na CCS
previamente ao tratamento e o envolvimento de mais do que um quarto infetado, interligam-
se com a reducao da probabilidade de cura clinica em mastites por S. aureus (Barkema et
al. 2006).

6.2. Fatores associados ao agente etiolégico

A divergéncia entre as taxas de cura consoante o agente patogénico envolvido é
uma formulacdo tedrica comprovada na préatica. Por exemplo, a mastite causada por S.
aureus e S. uberis tém taxas de cura mais baixas quando comparadas com aquelas
causadas por outras espécies de Staphylococcus e Streptococcus. Estas diferengas tém
como fundamento os fatores de viruléncia especificos do microrganismo, tais como as suas
toxinas, grau de invaséo ou leséo do tecido, e a imunodepressdo consequente, ou podera

dever-se a sua menor suscetibilidade aos antibioticos (Royster and Wagner 2015).
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De acordo com um estudo retrospetivo da autoria de Wilson et al. (1999), foram
isolados 21 agentes etioldgicos a partir de 9007 casos de MSC. A taxa de cura espontanea
correspondeu a 65%, enquanto a taxa de cura dos casos tratados com antibiético foi igual a
75%.

Entre as espécies de Staphylococcus isoladas, os positivos a B-lactamase (enzima
hidrolitica que desativa antibidticos B-lactamicos) demonstram uma menor taxa de cura
quando equiparados aos B-lactamase negativos, ainda que o antibiético selecionado néo
seja do grupo dos B-lactamicos (Barkema et al. 2006). De acordo com um estudo de Bradley
e Green (2009), exploracdes onde a prevaléncia de S. aureus € elevada tém taxas de

sucesso inferiores nos tratamentos de mastite.

7. PADROES DE SENSIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS

A resisténcia aos antibiéticos € um conceito que devera ser de grande preocupacgéo
na comunidade médica, uma vez que existem bactérias (como por exemplo, Staphylococcus
spp., Enterococcus spp. e Klebsiella spp.) que se estdo a tornar ameacas pelo
desenvolvimento de resisténcias, podendo até possuir mecanismos de resisténcia multiplos
gue tornam os tratamentos com a maior parte dos antimicrobianos ineficazes (Rocha 2013).

Com base num estudo de Nunes et al. (2007), os padrdes de suscetibilidade em
percentagem para S. aureus foram mais elevados para 0s seguintes antibidticos:
cefquinoma, cefazolina, amoxicilina e &cido clavulanico, e sulfametoxazol associado ao
trimetoprim. De acordo com Persson Waller et al. (2011), espécies de SCN apresentaram
uma prevaléncia de sensibilidade aos antibioticos elevada, apesar de haver variagdes entre
espécies. O grupo dos coliformes é sensivel as tetraciclinas, cefalosporinas, amoxicilina
(Blowey 1999), e quinolonas (D’Costa et al. 2006).

De acordo com Rocha et al. (2014) a evolucdo das resisténcias a diferentes
antibiéticos, ao longo de nove anos, foi demonstrada para os seguintes agentes etiolégicos:
S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, S. agalactiae, S. dysgalactiae e S. uberis. No caso do
género Staphylococcus, sabe-se que algumas estirpes sintetizam penicilases anulando a
atividade da penicilina, pelo que dever-se-a recorrer a penicilinas sintéticas (como por
exemplo, cloxacilina), a associacdes antimicrobianas (amoxicilina e acido clavulanico) ou a

antibiéticos tolerantes as penicilases (como por exemplo, eritromicina e novobiocina).

8. CONTROLO DAS RESISTENCIAS AOS ANTIBIOTICOS
A perpetuagdo de mecanismos de resisténcia bacteriana culmina nas seguintes
repercussdes negativas: decréscimo na eficacia do controlo, tratamento e produtividade;

probabilidade de haver transmissdo de bactérias resistentes para os seres humanos através
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de produtos lacteos cris e outras vias; evolucdo para mastites crénicas antecipando o
refugo do animal (Sol et al. 2000; Constable et al. 2017).

O controlo do desenvolvimento de resisténcias aos antibidticos, de acordo com a
Associacao Veterindria Britanica, requer o seu uso responsavel na pratica. Para tal criaram
um plano de oito pontos (Breen 2014):

1 — Trabalhar com os clientes para evitar a necessidade de recorrer aos
antibioticos. Programas de controlo de doenca integrados, planeamento de saude e bem-
estar animal e isolamento de animais infetados sempre que possivel.

2 — Evitar o0 seu uso inapropriado. Por exemplo, no caso de infe¢des virais simples,
restingir o seu uso para animais doentes ou em risco, aconselhar os clientes sobre como
administrar corretamente e como é importante completar o tratamento, e também evitar o
subdoseamento;

3 — Escolher o antibidtico certo para o agente certo. ldentificar quais os
organismos alvo e prever a sua suscetibilidade; Criar protocolos baseados na prética para
infecBes comuns, tendo em conta a avaliagdo clinica e o conhecimento atualizado; Saber
como os antibiéticos atuam e a suas propriedades farmacodinamias; Selecionar antibiéticos
com o espetro de acao mais restrito possivel;

4- Monitorizar a sensibilidade aos antibioticos. A sensibilidade microbiol6gica tem
de ser determinada sempre que for possivel, de forma a fazer altera¢cdes no tratamento se
for necessario;

5 — Minimizar o seu uso como profilatico. Usar apenas quando os animais se
encontram em risco ou quando h& evidéncia de que a sua utilizacéo ira reduzir a morbilidade
e/ou mortalidade;

6 — Minimizar a sua utilizacdo no peri operatério. Utilizar unicamente quando
necessario, adotar técnicas de assépsia rigorosas e orientacdes praticas escritas;

7 — Registar e justificar desvios no seguimento dos protocolos. Ser capaz de
justificar a escolha e dose do antibiético, manter registos precisos do tratamento e do seu
resultado de forma a ajudar na avaliacdo de regimes terapéuticos;

8 — Reportar suspeitas na falha do tratamento a Dire¢cdo Geral da Alimentacéao e
Veterinaria (DGAV). Esta podera ser a primeira indicacdo de resisténcia. A notificacao

devera ser enviada através do Sistema Nacional de Farmacovigilancia Veterinaria (SNFV).
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CAPITULO 3 — ESTUDO RETROSPETIVO SOBRE A PREVALENCIA DOS
AGENTES ETIOLOGICOS DE MASTITES E SUA SENSIBILIDADE AOS
ANTIBIOTICOS NA ILHA DE SAO MIGUEL

1. OBJETIVOS

A elaboracdo e desenvolvimento deste estudo retrospetivo visa cumprir 0s seguintes
objetivos:

- Considerando o periodo do estudo (2013-2018), determinar a prevaléncia dos
agentes etiolégicos, comparar a prevaléncia de agentes contagiosos e ambientais, assim
como a prevaléncia de agentes maiores e menores;

- Avaliar a prevaléncia anual dos agentes etiol6gicos em geral e comparar a
prevaléncia anual de agentes maiores e menores;

- Calcular as percentagens dos agentes etioldgicos cuja sensibilidade aos antbiéticos
classifica-se como: sensivel, intermédio e resistente. Avaliar as resisténcias totais e por
agente;

- Calcular a prevaléncia dos agentes etiologicos isolados a partir de amostras com
resultado negativo e positivo ao TCM, e a partir de amostras de MC.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizacdo de dados e do estudo

Os dados séo referentes ao periodo compreendido entre 26 de Mar¢o de 2013 e 6 de
Dezembro de 2018.

Os dados representados e tratados neste estudo resultam da colheita de amostras
de leite obtidas pelo produtor/proprietario da exploracdo e pelo médico veterinario
responsavel pelo departamento da qualidade do leite (DQL) da AASM. Pelo que, o método
de colheita n&o foi executado de forma uniforme e néo esteve sempre em concordancia com
as recomendag0des enunciadas pelo National Mastitis Council (NMC).

Os protocolos, de isolamento e identificacdo dos agentes etiolégicos e do TSA, foram
realizados no laboratério da AASM. A analise laboratorial foi realizada pelo mesmo médico
veterinario ao longo do periodo considerado. Os quartos mamarios ndo foram especificados
na apresentacdo dos resultados do TCM.

Este estudo inclui uma compilacdo de 4680 amostras provenientes de 842 vacas. O
numero de exploragbes em causa é igual a 553. Relativamente ao TCM, este foi realizado
antes da recolha da amostra pelo médico veterinario na exploracdo. Contabibilizou-se 3493

resultados do TCM. Por outro lado, 509 amostras foram colhidas de vacas com MC. Além
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disso, 678 casos de suspeita de mastite ndo tém resultados do TCM ou informacao sobre o
seu diagnostico como MC, pois as amostras foram recolhidas pelo produtor. No entanto,
procedeu-se a sua cultura e isolamento contabilizando-se, no final, 482 isolados.

Considerando o estudo da sensibilidade aos antibidticos de isolados dos agentes
etioldgicos, foi possivel analisar o resultado de 1738 antibiogramas, dos quais 1724 fazem
parte do estudo. A exclusdo de 14 antibiogramas deve-se ao facto de pertencerem aos
agentes agrupados como Outros, ndo sendo possivel analisar as suas resisténcias por
agente.

Em relagéo aos antibiéticos, foram testados os seguintes: cefquinoma, iodohidrato de
penetamato, cefalexina + canamicina, cefalonio, fluoroquinolonas, amoxicilina + &cido
clavulanico, lincomicina + neomicina, cloxacilina, cefoperazona, cefazolina, canamicina,
penicilina e sulfamida + trimetoprim.

Dos antibiéticos apresentados, apesar da categorizacdo como iodohidrato de
penetamato, ndo ha distingcdo de resultados deste e da sua combinagdo com a penicilina.
Tendo em conta que ndo existe informagéo sobre quais as fluoroquinolonas testadas, e o
facto dos seus resultados estarem agrupados, estes estdo identificados apenas como

fluoroquinolonas.

2.2. Tratamento de Dados
O tratamento dos dados foi realizado através do programa Microsoft Excel 2010, e

limitou-se a analise descritiva, nomeadamente através de contagens e célculo de

prevaléncias.

3. Resultados

Como podemos observar na Tabela 3, foram analisadas 4680 amostras de leite, das
quais, 863 (18,44%) ndo revelaram multiplicacdo microbiana e 453 (9,68%) foram
classificadas como contaminadas. Em relagdo aos agentes etiolégicos de mastites,
podemos observar as percentagens de isolados por ordem decrescente:

- S. aureus (24,79%); S. uberis (14,51%); Corynebacterium spp. (9,08%); SCN
(6,18%); E. coli (4,59%); E. faecalis (4,19%); leveduras (2,50%); S. agalactiae (1,45%);
Streptococcus spp. (1,22%); Prototheca spp. (0,83%); Outras Enterobacteriaceae (0,83%);
Trueperella spp. (0,79%); Outros (0,64%); Klebsiella spp. (0,28%).
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Tabela 3: Prevaléncia dos resultados das culturas microbiolégicas (2013-2018).

RESULTADOS DA CULTURA

MICROBIOLOGICA PREVALENCIA (%) NUMERO DE AMOSTRAS

Klebsiella spp. 0,28 13
Outros 0,64 30
Trueperella spp. 0,79 37
Outras Enterobacteriaceae 0,83 39
Prototheca spp. 0,83 39
Streptococcus spp. 1,22 57
Streptococcus agalactiae 1,45 68
leveduras 2,50 117
Enterococcus faecalis 4,19 196
Escherichia coli 4,59 215
SCN* 6,18 289
Corynebacterium spp. 9,08 425
Amostra Contaminada (AC) 9,68 453
Streptococcus uberis 14,51 679
Cultura Sem Multiplicacdo (CSM) 18,44 863
Staphylococcus aureus 24,79 1160
Total 100,00 4680

*Staphylococci coagulase-negativo

Comparou-se a prevaléncia entre o0s agentes etioldgicos considerados como
contagiosos (S. aureus, S. agalactiae e Corynebacterium spp.) e ambientais (Outras
Enterobacteriaceae, E. coli, Klebsiella spp., Streptococcus spp., E. faecalis, T. pyogenes,
Prototheca spp., leveduras e SCN). S. uberis, como pode causar mastite por via ambiental
ou contagiosa foi incluido no céalculo de ambos os grupos. Os resultados da cultura
categorizados como “Outros” nao foram incluidos no calculo das percentagens.

A prevaléncia dos agentes contagiosos foi 49,83%, enquanto que a prevaléncia dos
agentes ambientais foi 35,92%.

Atendendo ao Grafico 1, que compara a prevaléncia dos isolados nos diversos
concelhos onde foram recolhidas amostras, podemos observar que apesar de Vila Franca
do Campo ser o concelho com maior prevaléncia de isolados, ndo se verifica uma variagédo

notavel.
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Gréfico 1: Prevaléncia (%) de isolados por concelho.
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AC = Amostra Contaminada; CSM = Cultura Sem Multiplicac&o

Na Tabela 4 encontra-se representado as percentagens de amostras contaminadas,
de culturas sem multiplicacdo e de agentes etioldgicos ao longo dos anos em estudo (2013-
2018). O numero total de amostras por ano representa-se por n. A percentagem minima de
amostras contaminadas corresponde a 2013 (3,46%), e a maxima verificou-se em 2017
(14,27%). No caso das CSM, em 2013 atingiu-se a percentagem minima (13,48%) e em
2015 a percentagem maxima (23,12%). A percentagem de AC e CSM sdo, respectivamente,
3,46% e 11,26% em 2013 e 13,48% e 21,04% em 2018. Como podemos observar a

percentagem tanto de AC, como de CSM foram superiores em 2018.
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Tabela 4: Prevaléncia anual dos resultados das culturas microbioldgicas ao longo dos anos
em estudo (2013-2018).

RESULTADOS DA

CULTURA 2013 2014 2015 2016 2017 2018
MICROBIOLOGICA

Total n=838 n=682 n=744 n=876 n=925 n=613

AC 3,46%  8,06%  7,93%  12,21% 1427% 11,26%

Cory”i%%"te”“m 9,07%  543%  1,61% 14,61% 12,97%  8,48%

CSM 13,48% 19,21%  23,12% 1530% 19,89%  21,04%

E. coli 2,86%  6,16%  6,59%  3,54% = 4,43%  4,57%

E. faecalis 286%  1,61%  255%  7,76%  6,49%  2,28%

O“”""SE’;Le;gbaCte”a 072%  088%  027%  080%  1,08%  1,31%

Klebsiella spp. 0,48%  029%  013%  023%  022%  0,33%

Leveduras 418%  220%  1,75%  2,40% = 1,84%  2,61%

Outros 1,20%  0,60%  0,40%  0,82%  0,11%  0,49%

Prototheca spp. 1,19%  0,44%  054%  126%  1,08%  0,16%

S. agalactiae 227%  2,20%  2,02%  0,91% = 0,43%  1,14%

S. aureus 35,929% 29,15% 30,51% 24,20% 13,08%  17,46%

S. uberis 11,22% 21,11% 18,01% 10,16% 13,30%  15,50%

SCN 7.88%  1,03%  175%  422%  9,95%  12,07%

Streptococcus spp. 2,15% 1,03% 1,08% 1,03% 0,76% 1,31%
Trueperella spp. 1,07% 1,61% 1,75% 0,34% 0,11% -

*AC = Amostra contaminada; CSM = Cultura sem multiplicag&o; SCN = Staphylococci coagulase-negativo

Atendendo a Tabela 5, podemos observar a prevaléncia anual (%) dos agentes
etioldgicos isolados de 2013 a 2018. O numero total de agentes etiol6gicos isolados

anualmente representa-se por n.

Tabela 5: Prevaléncia (%) anual dos agentes etiolégicos isolados (2013-2018).

AGENTE ETIOLOGICO 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Total n =696 n =496 n =513 n =635 n =609 n =415
Klebsiella spp. 0,57 0,40 0,19 0,31 0,33 0,48
Outras 0,86 1,21 0,39 1,10 1,64 1,93
Enterobacteriaceae
Trueperella spp. 1,29 2,22 2,53 0,47 0,16 -
Outros 1,44 0,81 0,58 1,42 0,16 0,48
Prototheca spp. 1,44 0,60 0,78 1,73 1,64 0,24
Streptococcus spp. 2,59 1,41 1,56 1,42 1,15 1,93
S. agalactiae 2,73 3,02 2,92 1,26 0,66 1,69
E. coli 3,45 8,47 9,55 4,88 6,73 6,75
E. faecalis 3,45 2,22 3,70 10,71 0,01 3,37
Leveduras 5,03 3,02 2,53 3,31 2,79 3,86
SCN* 9,48 1,41 2,53 5,83 15,11 17,83
Corynebacterium spp. 10,92 7,46 2,34 20,16 19,70 12,53
S. uberis 13,51 29,03 26,12 14,02 20,20 22,89
S. aureus 43,25 38,71 44,25 33,39 19,87 25,78

*SCN = Staphylococci coagulase-negativo
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O Grafico 2 representa a comparacdo da prevaléncia anual entre os agentes de
mastite maiores (S. aureus, S. agalactiae, E. colli, E. faecalis, Enterococcus spp.,
Streptococcus spp., S. uberis, Trueperella spp. e Klebsiella spp.) e os agentes menores
(SCN e Corynebacterium spp.). A prevaléncia anual de agentes maiores foi superior & dos
agentes menores durante todo o periodo do estudo (2013-2018). O ano em gue se observou
a maior disparidade entre as prevaléncias de agentes maiores e menores foi 2015, com
92,24% e 8,76%, respetivamente. Por outro lado, em 2017 a prevaléncia de agentes
maiores e menores apresentou a menor diferenca percentual, 60,60% e 39,40%,

respetivamente.

Grafico 2: Comparacéo da prevaléncia anual de agentes maiores e menores (2013-2018).
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Como podemos observar na Tabela 6, o numero de isolados de Trueperella spp.
testados para a penicilina, cefazolina e canamicina foi de apenas 3. No caso de Outras
Enterobacteriaceae foram testados 9, 3 e 4 isolados, respetivamente, para cada um destes
antimicrobianos. Klebsiella spp. apresentou um nimero baixo de isolados testados, para
todos os antimicrobianos.
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Tabela 6: Nimero de isolados dos agentes etioldgicos testados para cada antimicrobiano.

AE* CEQ IP CFX/K  CFL F AMC LN CLX CFP CFz K P SXT
Trueperella spp. 15 15 12 15 15 11 15 15 15 3 3 3 12
Corynebacterium

57 58 52 58 58 50 56 56 56 37 37 37 21
spp.
E. coli 143 145 128 122 142 128 138 115 139 37 10 13 134
Enterobacteriaceae 20 20 14 19 19 18 17 12 17 9 3 4 16
Enterococcus
SN 118 119 116 99 94 117 89 89 89 38 10 39 84
Klebsiella spp. 9 9 7 8 9 8 9 8 9 4 3 3 6
S. aureus 746 756 704 630 712 689 726 734 733 236 192 245 515
SCN 91 91 84 83 61 88 86 86 85 57 20 57 38
S. agalactiae 39 39 33 35 39 29 38 38 38 13 13 13 26
Streptococcus spp. 29 29 27 29 26 28 24 24 24 13 11 14 15
S. uberis 435 443 404 370 377 413 421 425 426 123 46 123 326
Total 1702 1724 1581 1468 1552 1579 1619 1602 1631 570 348 551 1193

*AE = Agente etiologico; CEQ = cefquinoma; IP = iodohidrato de penetamato; CFX/K = cefalexina e canamicina; CFL = cefalénio; F = fluoroquinolonas; AMC = amoxicilina e
acido clavulanico; LN = lincomicina e neomicina; CLX = cloxacilina; CFP = cefoperazona; CFZ = cefazolina; K = canamicina; P = penicilina; SXT = sulfamida e trimetoprim; SCN =

Staphylococci coagulase-negativo;
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Percentagem total de isolados resistentes aos antimicrobianos testados: penicilina
(43,19%); sulfamida+trimetoprim (29,84%); canamicina (22,70%); cloxacilina (18,16%);
fluoroquinolonas (16,82%); lincomicina + neomicina (7,72%); cefazolina (5,26%);
cefalexina+canamicina (3,67%); cefaldnio (3,47%); amoxicilina + acido clavulanico (2,41%);

iodohidrato de penetamato (1,74%); cefoperazona (1,29%); cefquinoma (1,29%).

Na Tabela 7 podemos analisar a percentagem dos agentes etiol6gicos sensiveis,
resistentes e com perfis de sensibilidade intermédios aos antibiéticos testados.
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Tabela 7: Percentagens de isolados cujo resultado do TSA, para cada antibidtico testado, foi sensivel, intermédio e resistente.

AE* TSA CEQ 1P CEX/IK CFL F AMC LN CLX CFP CFZ K P SXT

Corynebacterium spp. S 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 | 100,00 100,00 100,00 | 100,00 | 94,59 95,24
| - - - - - - - - - - - - -

R - - - - - - - - - - - 5,41 4,76

E. coli S 97,90 71,03 69,53 73,77 100,00 83,59 51,45 6,96 95,68 81,08 30,00 15,38 84,33

| - 12,41 11,72 9,02 - 6,25 14,49 - - 5,41 - - 0,75

R 2,10 16,55 18,75 17,21 - 10,16 34,06 93,04 4,32 13,51 70,00 84,62 14,93

E. faecalis S 94,07 100 88,79 90,91 67,02 94,02 82,02 67,42 93,26 84,21 40,00 82,05 36,90

| 1,69 - - 2,02 5,32 3,42 5,62 - 3,37 - - - 2,38

R 4,24 - 11,21 7,07 27,66 2,56 12,36 32,58 3,37 15,79 60,00 17,95 60,71

Outras Enterobacteriaceae S 95,00 85,00 71,42 68,42 94,74 61,11 64,71 - 94,12 66,67 66,67 - 87,50
| - 10,00 14,29 - - 5,56 5,88 - - - - - -

R 5,00 5,00 14,29 31,58 5,26 33,33 29,41 | 100,00 5,88 33,33 33,33 | 100,00 12,50

Klebsiella spp. S 88,89 77,78 28,57 75,00 88,89 62,50 22,22 12,50 88,89 25,00 33,33 33,33 83,33
| - 11,11 57,14 - - - 33,33 - - - - - -

R 11,11 11,11 14,29 25,00 11,11 37,50 44,44 87,50 11,11 75,00 66,67 66,67 16,67

S. agalactiae S 97,44 97,44 96,97 88,57 84,62 100,00 100,00 | 84,21 94,74 92,31 | 100,00 | 92,31 57,69

| 2,56 2,56 3,03 - - - - 2,63 2,63 - - - 3,85

R - - - 11,43 15,38 - - 13,16 0,03 7,69 - 7,69 38,46

S. aureus S 98,66 98,94 97,73 98,41 93,96 98,11 97,80 92,64 97,54 95,34 79,17 34,29 94,37

| 0,40 0,79 0,43 0,16 1,54 0,58 0,69 0,27 1,50 0,42 6,77 - 0,39

R 0,94 0,26 1,85 1,43 4,49 1,31 1,52 7,08 0,95 4,24 14,06 65,71 5,24

S. uberis S 99,08 99,32 97,77 99,46 49,34 98,06 88,12 83,06 99,30 95,93 34,78 78,05 25,77

| 0,69 0,23 1,24 - 2,92 0,97 2,14 2,35 0,47 3,25 2,17 - 1,84

R 0,23 0,45 0,99 0,54 47,75 0,97 9,74 14,59 0,23 0,81 63,04 21,95 72,39

SCN S 97,80 100,00 98,81 100,00 95,08 98,86 94,19 89,53 100,00 98,25 90,00 70,18 89,47

| 1,10 - - - - 1,14 1,16 - - - - - 7,89

R 1,01 - 1,19 - 4,92 - 4,65 10,47 - - 10,00 29,82 2,63

Streptococcus spp. S 100,00 96,55 100,00 100,00 57,69 100,00 87,50 75,00 100,00 100,00 | 54,55 64,29 66,67
| - 3,45 - - - - 4,17 4,17 - - - - -

R - - - - 42,31 - 8,33 20,83 - - 45,45 35,71 33,33

Trueperella spp. S 80,00 100,00 100,00 100,00 99,33 100,00 100,00 | 80,00 86,67 100,00 | 100,00 | 66,67 83,33
| - - - - - - - - - - - - -

R 20,00 - - - 0,067 - - 20,00 13,33 - - 33,33 16,67

*AE = Agente etioldgico; CEQ = cefquinoma; IP = iodohidrato de penetamato; CFX/K = cefalexina e canamicina; CFL = cefalénio; F = fluoroquinolonas; AMC = amoxicilina e &cido
clavulanico; LN = lincomicina e neomicina; CLX = cloxacilina; CFP = cefoperazona; CFZ = cefazolina; K = canamicina; P = penicilina; SXT = sulfamida e trimetoprim; SCN =
Staphylococci coagulase-negativo; TSA = Teste de Sensibilidade aos Antibidticos; S = Sensivel; | = Intermédio; R = Resistente;

36




Na Tabela 8, podemos observar os seguintes resultados:

- A prevaléncia de amostras contaminadas com TCM positivo foi de 8,40%;

- A prevaléncia de culturas sem multiplicagdo com TCM positivo foi de 16,94%;

- S. aureus constitui 22,66% dos isolados de amostras com TCM positivo, e apenas
1,82% dos isolados de amostras de MC;

- S. uberis constitui 11,57% dos isolados de amostras com TCM positivo, e apenas

3,55% dos isolados de amostras de MC;

Tabela 8: Prevaléncia (%) dos agentes etioldgicos isolados a partir de amostras com TCM
negativo e positivo, e de MC (n* = 4002).

AGENTE RESULTADO DO TCM MASTITE CLINICA
ETIOLOGICO NEGATIVO POSITIVO
AC* - 8,40 0,72
Corynebacterium 0,05 8,35 0,52
spp.
CSM* 0,07 16,94 1,85
E. coli 0,10 3,00 1,72
E. faecalis - 3,72 0,42
Outras - 0,67 0,10
Enterobacteriaceae

Leveduras - 2,02 0,42
Prototheca spp. 0,02 0,45 0,22
S. aureus 0,05 22,66 1,82
SCN* 0,05 5,57 0,30
S. agalactiae - 1,40 0,30
Streptococcus spp. - 1,10 0,12
S. uberis - 11,57 3,55
Klebsiella spp. - 0,15 0,12
Truperella spp. - 0,47 0,37
Outros 0,02 0,30 0,12
Total 0,36 86,77 12,67

*AC = Amostra Contaminada; CSM = Cultura Sem Multiplicacdo; SCN = Staphylococci coagulase-

negativo; n = total de isolados
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4. DISCUSSAO

4.1. Estudo das prevaléncias

A prevaléncia de 453 amostras contaminadas (9,68%) pode dever-se ao
incumprimento das recomendacdes para colheita assética de amostras de leite por parte do
produtor. A recolha da amostra de uma forma apropriada € um passo essencial para a
obtencdo de resultados de culturas objetivos e fiaveis.,, de forma a poderem ser
interpretados com o propésito de identificar e monitorizar a sadude dos animais presentes
numa exploracdo (Sears and McCarthy 2003). Assim, para se obter resultados fidedignos, a
colheita de amostras de leite deverad ser completamente livre de contaminacdo externa.
Barnes-Pallesen (1987) e Erskine et al. (2002) citados por Sears e McCarthy (2003),
recomendam seguir os procedimentos enunciados pelo National Mastitis Council:

- Promover a assepsia dos tetos antes da recolha da amostra (solucéo desinfetante
de tetos comercial);

- Proceder a remocéo total do desinfetante do teto com papel, e limpeza dos tetos
com uma solucao de alcool a 70%;

- Realizar a secagem dos tetos no momento da recolha;

- Proceder ao descarte de um ou dois jatos de leite antes da recolha do leite de cada
guarto mamario;

- Promover a assepsia novamente apés a colheita da amostra;

- Promover a utilizagdo de luvas e lavagem das m&os com solugéo detergente entre
vacas.

Considerando as culturas sem multiplicagdo (CSM), o seu numero foi de 863
(18,44%). Um estudo da distribuicdo de agentes patogénicos na Finlandia apresentou uma
percentagem de CSM (28,60%) maior do que o nosso estudo (Koivula et al. 2007). Os
resultados falsos-negativos da cultura bacteriana sdo um problema comum no diagndstico
de mastites, e podem representar 15 a 40% das amostras de MC. As razbes pelas quais tal
acontece poderdo ser: eliminagdo espontanea da infe¢do, concentracdo baixa ou excregéo
intermitente de agentes patogénicos no leite, localizacdo intracelular e presenca de
substancias inibitorias no leite (Constable et al. 2017).

Atendendo aos resultados descritos, S. aureus foi 0 agente mais prevalente (24,79%)
no nosso estudo retrospectivo. A prevaléncia deste agente etiolégico € muito variavel entre
paises da Europa e dentro de cada pais (Beni¢ et al. 2012). No entanto, num estudo
retrospetivo realizado na ilha de S&o Miguel, a prevaléncia de S. aureus em relacéo ao total
de isolados foi de, aproximadamente, 10%, apesar de ter sido o agente contagioso mais

prevalente (Vieira 2014). Fatores como a variagdo entre exploragbes e o facto de as
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amostras do estudo enunciado referirem-se apenas a 2013, podem contribuir para justificar
esta disparidade de resultados, uma vez que as amostras que integraram 0 nosso estudo
foram colhidas ao longo de 6 anos. Pelo que, a variagdo do seu isolamento ao longo do
tempo, pode estar associada a mudancas no maneio e a possibilidade de ocorrer uso
constante de antibidticos sem registo e avaliacdo prévia da sua eficacia. Estes factos podem
ter aumentado a resisténcia desta espécie aos antimicrobianos utilizados levando a sua
manutencgdo nas exploragfes. A ineficacia dos programas de controlo de mastites também
poderd ter contribuido para a sua elevada prevaléncia.

S. uberis foi 0 segundo agente mais prevalente (14,51%). Este facto nao foi
constatado por Vieira (2014), pois a prevaléncia deste agente correspondeu a 11%, sendo
considerado o quinto mais prevalente nas exploractes da llha de Sdo Miguel deste estudo
comparativo. A prevaléncia de S. uberis no nosso estudo poderéd dever-se a adocdo de
programas de maneio inadequados para o controlo de mastite contagiosa, que por sua vez
podera ter selecionado a infecdo deste agente por via contagiosa (Ericsson et al. 2009
citado por Rato et al. 2013).

A prevaléncia de Streptococcus spp. no nosso estudo foi baixa (1,22%). De acordo
com Ruegg (2012) os programas direcionados para a salde do Ubere estdo a crescer no
sentido de prevenir mastites por agentes etiolégicos deste género. Talvez seja esta a razdo
para que o nosso estudo tenha encontrado isolamentos relativamente reduzidos.

S. agalactiae foi considerado um agente etiol6gico pouco prevalente (1,45%). No
caso de outro estudo, a sua prevaléncia também foi baixa (Rato et al. 2013). No estudo de
Vieira (2014), a sua prevaléncia foi igual a 3,8%. Esta prevaléncia baixa podera ser
resultado de tratamentos bem sucedidos, jA que é um agente normalmente bastante
sensivel aos antimicrobianos usados na terapéutica e tratamento de secagem. O refugo
precoce ao longo dos ultimos anos também poderd justificar a baixa prevaléncia deste
agente (Koivula et al. 2007; Cervinkova et al. 2013).

Um dos agentes coliformes principais de MC, E. coli, apresentou uma prevaléncia de
4,59%. Outros estudos referentes a Illha de Sdo Miguel, demonstraram uma prevaléncia
deste coliforme mais elevada do que o nosso estudo (Vieira 2014; Pacheco 2015). A
prevaléncia baixa no nosso estudo pode estar relacionada com a excrecdo do agente
durante curtos periodos no inicio da MC (Katholm et al. 2012). Atendendo a Mornet al.
(2009) citado por Vieira (2014), a sua prevaléncia pode estar subestimada por este mesmo
facto, dando lugar a ocorréncia de resultados falsos negativos.

A prevaléncia de Klebsiella spp. (0,28%) foi quase irrelevante. Comparativamente a
outro estudo, a prevaléncia desta bactéria Gram-negativa foi muito mais baixa (Keefe 2012).

O fundamento pode ser o mesmo anteriormente descrito para a prevaléncia de E. coli.

39



A prevaléncia de E. faecalis foi de 4,19%, que est4 de acordo com a prevaléncia de
Enterococcus spp. apresentada no estudo de Bradley et al. (2007), realizado a partir de
amostras de Inglaterra e do Pais de Gales (1-7%). Por outro lado, a prevaléncia do grupo
Outras Enterobacteriaceae (0,83%) foi pouco significativa e similar ao que aconteceu nesse
mesmo estudo de Bradley et al. (2007) em vacarias do Reino Unido.

A prevaléncia de Trueperella spp. (0,79%) foi muito reduzida. A auséncia de
isolamento deste agente € comum em varios estudos, embora seja considerado um agente
maior pela sua expresséo clinica. Como normalmente causa mastite esporadica ou sazonal
(de verao) (Constable et al. 2017) a prevaléncia reduzida faz algum sentido.

A prevaléncia de Corynebacterium spp. (12,63%) foi equipararavel a prevaléncia
obtida por Bradley et al. (2007). Todavia, no estudo retrospetivo realizado em S&o Miguel,
constituiu apenas 2,5% do total de amostras positivas (Vieira 2014). Como o seu
reservatorio parece ser o canal do teto (Constable et al. 2017), o seu isolamento podera
dever-se a colonizacdo deste local e ndo pela existéncia de infegcbes IMMs (Bexiga et al.
2011).

A prevaléncia de SCN no nosso estudo correspondeu a 8,59%. De acordo com
Persson et al. (2011), a prevaléncia de isolados deste grupo € variavel, pois a distribuigdo de
espécies em casos de MC e de MSC é diferente. A nossa prevaléncia ndo diferiu muito dos
resultados de outros estudos, 11,5% (Vieira 2014) e 11% (Gillespie et al. 2009). A
prevaléncia deste grupo de agentes etiologicos varia entre exploracdes e entre paises
(Gillespie et al. 2009).

A prevaléncia de agentes maiores foi superior a de agentes menores ao longo do
periodo de estudo (2013-2018). No estudo de Bradley et al. (2007), também se verificou
uma maior prevaléncia dos agentes maiores em relacdo ao agentes menores. Em 2017,
verificou-se uma elevacdo da prevaléncia de agentes menores. Uma vez que as
exploragdes incluidas no estudo foram diferentes ao longo do tempo, o aumento da
prevaléncia nesse ano podera ser justificado pela presenca de isolados a partir de amostras
provenientes de exploracdes cuja prevaléncia destes agentes é superior as restantes. A
heterogeneidade de espécies SCN também podera ter contribuido para esta variacao, uma
vez que este grupo alberga muitas espécies que sdo agentes menores mas considerados
emergentes na industria leiteira, sendo por isso cada vez mais isolados (Pyérala and
Taponen 2009). Seriam necessarios mais estudos para avaliar a variacdo da prevaléncia de
ambos os grupos de agentes ao longo dos anos.

A prevaléncia dos agentes contagiosos foi superior a dos agentes ambientais. Este
resultado contraria outro estudo retrospetivo realizado na ilha de S&o Miguel, em que houve
uma predominéncia dos agentes ambientais (83%) sobre os contagiosos (17%) (Vieira

2014). De acordo com os resultados de outro estudo, também se comprovou uma maior
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percentagem dos agentes ambientais em relacdo aos agentes contagiosos (Bradley et al.
2007). No entanto, de acordo com Azevedo et al. (2016), a colheita de amostras a partir do
tanque de leite de exploracdes da ilha de Sdo Miguel revelou prevaléncias elevadas para
ambos os grupos, embora o método de identificacdo microbioldgico utilizado tenha sido a
polimerase chain reaction, ndo sendo 0 mesmo do nosso estudo. A prevaléncia elevada de
agentes contagiosos no nosso estudo, comparativamente aos estudos mencionados,
podera indicar uma ineficacia no controlo de mastites nas exploracbes que entraram no
nosso estudo. A prevaléncia elevada de S. aureus e S. uberis, por exemplo, podera dever-
se a negligéncia de algumas medidas de controlo: refugo de vacas com infecées IMMs
crénicas, ordenha por determinada ordem deixando as infetadas para o fim, tratamento das
vacas secas, utilizagdo de luvas, desinfecdo de tetos e secagem dos tetos com folhas de
papel individuais (Smith et al. 1998 citado por Rainard et al. 2017).

Com base no trabalho de Pacheco (2015), a higiene na ordenha classificada como
“‘média” ou “baixa”, a auséncia de desinfecdo dos tetos antes da ordenha e o facto de ndo se
utilizar luvas ou toalhas de papel antes da colocacdo das tetinas, tém correlagédo
estatisticamente significativa (P<0,05) com a presenca de S. aureus no tanque de leite.

A fonte principal de agentes contagiosos é a GM de vacas infetadas, enquanto 0s
agentes de mastite ambientais tém como fonte primaria 0 meio onde a vaca se encontra
(Gomes and Henriques 2015). Assim, as propor¢des de agentes de mastite irdo sempre
diferir entre paises e exploragfes devido aos diferentes fatores de risco ambientais e de
maneio (Vakkamaki et al. 2017).

4.2. Estudo das resisténcias

4.2.1. As resisténcias totais

A penicilina e a cloxacilina foram os B-lactamicos com maiores percentagens totais
de resisténcias. Os resultados de Garcia (2004) e de Rocha et al. (2014) vdo no mesmo
sentido. Todavia, a testagem de isolados Gram-negativos para estes antimicrobianos
superestimou estas percentagens porque as bactérias Gram-negativas apresentam uma
resisténcia natural a estes antimicrobianos, e por essa razdo nao deveriam ser testadas.

A canamicina est4d entre 0s antimicrobianos com maior percentagem total de
resisténcias. Nao foram encontrados estudos para comparar este resultado.

A associacdo entre uma sulfamida e o trimetoprim também esteve entre os
antimicrobianos com maior percentagem total de resisténcias. A utilizacdo generalizada
deste compostos em protocolos de tratamento de doencas gastrointestinais e de outras
doencas do gado bovino (Rocha et al. 2014) podem ter feito com que estes antibiéticos

estejam entre aqueles com mais resisténcias.
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Por fim, as fluoroquinolonas enquadram-se também como antimicrobianos com maior
percentagem total resisténcias. Todavia, encontra-se mais elevada do que um estudo
retrospetivo sobre padrdes de resisténcia de agentes de mastite numa regido francesa,
realizado por Botrel et al. (2010). Tendo em conta este facto, ha a possibilidade destes
antimicrobianos serem utilizados de forma generalizada e indiscriminada nas exploracfes

cujos dados fazem parte do nosso estudo.

4.2.2. As resisténcias por agente

S. aureus revelou uma percentagem elevada de isolados resistentes a penicilina
(65,71%). Estudos referentes a outros paises demonstraram percentagens igualmente
elevadas para este antimicrobiano (Kalmus et al. 2011; Sahebekthiari et al. 2011 citado por
Oliver and Murinda 2012). Com base num estudo retrospetivo realizado em Portugal (2004-
2012), a percentagem de resisténcias para a penicilina foi menor do que o nosso estudo
(44,7%) (Rocha et al. 2014). Embora o valor tenha sido mais baixo, o periodo do estudo
referenciado perdurou durante mais dois anos comparativamente a este, as amostras foram
referentes a exploragdes distribuidas por Portugal continental e temporalmente o0 nosso
estudo inclui amostras de um periodo posterior (2013-2018). Todos estes fatores poderao
ser justificativos desta diferenca. A elevada percentagem de resisténcias podera dever-se a
producado de [B-lactamases pela bactéria S. aureus, diminuindo a atividade da penicilina
(Oliver and Murinda 2012). Um estudo realizado no Irdo confirmou a presenca de genes de
resisténcia a penicilina em estirpes destas bactérias (Jamali et al. 2014).

Corynebacterium spp. revelou baixas resisténcias, sendo resistente apenas a dois
antibidticos testados, penicilina (5,41%) e sulfamida+trimetoprim (4,76%). De acordo com
um estudo recente, as espécies do género Corynebacterium isoladas a partir do leite de
tanque sdo, geralmente, pouco resistentes aos antibiéticos e tém um potencial baixo de
transmitir fatores de resisténcia (Hahne et al. 2018).

Os isolados do grupo Streptococcus spp., demonstraram-se resistentes a varios
antimicrobianos: canamicina (45,45%), fluoroquinolonas (42,31%), penicilina (35,71%),
sulfamida+trimetoprim (33,33%), cloxacilina (20,83%), lincomicina+tneomicina (8,33%).
Como podemos observar, o aminoglicosideo canamicina apresentou uma elevada
percentagem de isolados resistentes. De acordo com o estudo de Rato et al. (2013), as
percentagens de resisténcias para o aminoglicosideo gentamicina também foram elevadas
para algumas espécies de Streptococcus. A avaliagdo das resisténcias para algumas
espécies deste género é dificil pois ndo ha valores limite para as concentra¢gdes minimas
inibitérias (Hahne et al. 2018).
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Em relacdo a S. agalactiae, as suas resisténcias para os antibiéticos testados foram
as seguintes: sulfamida+trimetoprim (38,46%), fluoroquinolonas (15,38%), cloxacilina
(13,16%), cefalénio (11,43%), cefazolina e penicilina (7,69%) e cefoperazona (0,03%).
Segundo Rocha et al. (2014) o resultado da percentagem para a cloxacilina foi de 11,4%,
ligeiramente menor do que o0 nosso estudo. A presenca de isolados resistentes a cefazolina,
ao contrario do estudo de Rato et al. (2013), poder4 estar associada ao uso deste
antimicrobiano como primeira opcdo de tratamento, em vez da penicilina, por exemplo, que
neste caso seria mais indicado, visto que a percentagem de isolados resistentes é igual.

No caso de S. uberis, a combinacdo entre uma sulfamida e o trimetoprim revelou
uma percentagem de 72,39% de isolados resistentes, mais elevada do que o estudo de
Rocha et al. (2014). Por outro lado, de acordo com um estudo da Nova Zelandia, a
percentagem de resisténcias a esta associagdo de antimicrobianos correspondeu a 13%
(McDougall et al. 2014). A percentagem de isolados resistentes a cloxacilina foi igual a
14,59%, que € um valor inferior ao resultado de Rocha et al. (2014), 22,1%. As resisténcias
a canamicina (63,04%) e fluoroquinolonas (47,75%), atingiram percentagens relativamente
elevadas. De acordo com o estudo retrospetivo e evolutivo de Boireau et al. (2018),
referente ao periodo entre 2006 e 2016 em Franca, a percentagem para a enrofloxacina
atingiu valores ligeiramente mais baixos. No caso da penicilina (21,95%) a percentagem foi
mais elevada comparada ao estudo de Rocha et al. (2014). Por fim, S. uberis também se
revelou algo resistente a formulagdo de lincomicina+neomicina (9,74%) e as resisténcias
aos restantes antibiéticos foram irrelevantes.

A testagem dos agentes etiolégicos Gram-negativos a penicilina e cloxacilina deveria
ser evitada, uma vez que o espetro de atividade destes antimicrobianos sdo Gram-positivos.
A percentagem de isolados de E. coli resistentes a canamicina foi igual a 70%. A
percentagem de resisténcias a combinacdo sulfamida + trimetoprim foi 14,93%.
Comparando este resultado com um estudo de resisténcias realizado na Estbnia, a
percentagem de resisténcias para esta bactéria foi 15,7% (Kalmus et al. 2011). As
resisténcias as sulfonamidas tém-se verificado nesta espécie desde 1964, uma vez que
estes compostos sdo dos mais utilizados nos sistemas de producao animal nos ultimos 70
anos (Tadesse et al. 2012). E importante realgar que n&o se verificaram resisténcias para as
fluoroquinolonas, apesar destes antibidticos fazerem parte do tratamento de infecBes por
este agente.

As percentagens de resisténcias para E. faecalis foram as seguintes: sulfamida +
trimetoprim (60,71%), canamicina (60%), cloxacilina (32,58%), quinolonas/fluoroquinolonas
(27,66%), penicilina (17,95%). Para além destas, a bactéria apresentou resisténcias a mais
7 antibiéticos, variando entre os 2,56% e os 15,79%. Este agente beneficia de resisténcia

natural a muitos antibiéticos utilizados (por mutacdo ou incorporacdo de material genético
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exdgeno) e a sua capacidade de formar biofilmes confere-lhe maior tolerancia aos mesmos
compostos (Kristich et al. 2004; Elhadidy and Zahran 2013). No nosso estudo este agente foi
mais resistente a sulfamida + trimetoprim, no entanto, no estudo de Rocha et al. (2014), a
percentagem de isolados resistentes a estes antimicrobianos foi mais baixa do que aquela
por nés obtida.

Os isolados identificados como Outras Enterobacteriaceae foram totalmente
resistentes a cloxacilina e penicilina, o que era expetavel. Como ja foi referido ndo faz
sentido continuar a testar Gram-negativos para a penicilina e cloxacilina, pois estes agentes
sdo naturalmente resistentes. Um estudo recente realizado na Austria apresentou
resisténcias inferiores a 10% para o0s seguintes antimicrobianos: sulfametoxazol +
trimetoprim, norfloxacina, cefoperazona e gentamicina (Schabauer et al. 2018). Comparando
os resultados, para a combinacédo sulfamida + trimetoprim a percentagem foi mais elevada
no nosso estudo, 12,50%. As percentagens de resisténcias para a penicilina, cefazolina e
canamicina encontram-se superestimadas, no nosso estudo, pois 0 numero de isolados
testados foi baixo.

O grupo SCN, apresentou maiores percentagens de resisténcias aos seguintes
antibidticos: penicilina (29,82%), cloxacilina (10,47%) e canamicina (10%). Com base num
estudo de caraterizacdo genética das resisténcias, realizado na Suica, o resultado foi mais
baixo para a penicilina (23,3%) e a percentagem para a canamicina foi inferior (2,4%),
também mais baixa do que a percentagem obtida no nosso estudo. O método de detecéo
dos isolados foi diferente neste estudo, logo, pode ser pouco equiparavel aos resultados
obtidos por n6s. No entanto, este estudo conclui que SCN tém a potencialidade de adquirir
genes de resisténcia levando a falhas terapéuticas (Frey et al. 2013). A producao de (-
lactamases em SCN é comum (Persson et al. 2011).

Considerando as resisténcias para Trueperella spp., as percentagens para a
penicilina, cefazolina e canamicina encontram-se superestimadas pois o nimero de isolados
testados foi muito baixo. O mesmo acontece para a Klebsiella spp., em que o seu niumero

de isolados testados para todos os antimicrobianos, também foi muito reduzido.

4.3. Prevaléncia dos isolados de amostras com TCM positivo e de MC

A percentagem de amostras contaminadas positivas ao TCM correspondeu a 8,39%.
Outros estudos revelaram percentagens mais baixas (Bradley et al. 2007; Koivula et al.
2007). A variagdo entre estudos, nos procedimentos de colheita, acondicionamento de
amostras e interpretacdo de resultados, sdo suficientes para justificar a variagdo das
percentagens.

A percentagem de amostras que resultaram em culturas sem multiplicacdo e que

foram positivas ao TCM foi de 16,94%. Este resultado pode ser devido a presenca de falsos
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negativos e encontra-se compreendido no intervalo obtido por Bradley et al. (2007). A
auséncia de multiplicacdo microbiolégica poderéa resultar da baixa concentracdo de agentes
na amostra de leite e as razdes pelas quais tal podera acontecer sdo: excre¢ado em numero
reduzido ou de forma intermitente e a elimina¢cédo da bactéria do GM pelo sistema imunitario
(Dinsmore et al. 1991 e Sears and Smith 1990 citados por Sears and McCarthy 2003),
mantendo-se elevadas as células inflamatorias.

A prevaléncia de agentes isolados a partir de amostras positivas ao TCM foi superior,
comparativamente a prevaléncia de agentes isolados a partir de amostras de MC, ou seja,
h& uma maior prevaléncia de MSC. Bautista-Trujillo et al. (2013) apresentou resultados cuja
prevaléncia de MSC também foi superior & MC.

O agente etioldgico com maior prevaléncia de isolados em amostras positivas ao
TCM foi S. aureus. Segundo Melchior et al. (2011), esta € uma das maiores causas de MSC
em bovinos leiteiros, e as suas formas cronica e subclinica sdo as mais frequentes (Benic et
al. 2012).

S. uberis foi 0 agente com maior percentagem de isolamento em amostras de MC
(3,55%). Apesar deste facto, a sua percentagem de isolamento a partir de amostras com
TCM positivo foi superior, ou seja, a sua prevaléncia em MSC foi maior do que em MC.
Contudo varios autores declararam que este agente é responsavel tanto por MC, como por
MSC.
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5. CONCLUSAO

Este estudo retrospetivo, permite-nos caraterizar de uma forma geral as exploracdes
da Ilha de S&o Miguel ao longo dos ultimos anos, com base na prevaléncia dos agentes de
mastite mais comuns da regido. O agente mais prevalente foi S. aureus, e 0 menos
prevalente foi Klebsiella spp.. Considerando os agentes maiores e menores, inferimos que
houve uma prevaléncia superior dos maiores face aos menores. A prevaléncia relativamente
elevada de agentes considerados como contagiosos implica que sejam revistas ou
implementadas medidas de higiene e praticas na ordenha.

De forma a melhorar o estudo das prevaléncias é imprescindivel garantir o
seguimento das recomendacfes para a colheita de amostras de leite, para evitar ao maximo
a contaminacdo, e assim ser possivel isolar e contabilizar os verdadeiros agentes
causadores das mastites. A repeticao de culturas microbioldgicas podera levar a reducgéo
dos falsos negativos.

O estudo e avaliacdo das resisténcias totais e por agente, mostra-nos que €
necessario criar programas de controlo de resisténcias, uma vez que todos 0s agentes
isolados e submetidos a TSA demonstraram-se resistentes a varios antibidticos e com
percentagens consideraveis. Para além deste facto, é importante continuar a sensibilizar os
produtores para a realiza¢ao de culturas microbioldgicas e de TSAs de forma rotineira, a fim
de escolher um antimicrobiano eficaz e de conter a pressdo sobre a propagacdo das
resisténcias.

Em relag@o aos antimicrobianos testados, podemos inferir pela leitura e andlise de
varios estudos referenciados ao longo da discussédo, que o grupo das cefalosporinas
apresenta baixos valores percentuais ou nem sequer surgem nos resultados das
resisténcias. Pelo contrario, no presente estudo, as cefalosporinas revelaram valores de
resisténcias em guase todos os agentes isolados. Isto poderd indicar que as cefalosporinas
poderdo estar a ser utilizadas na prética clinica sem uma correcta supervisdo e aplicacédo de
regras de utilizagé@o, despoletando possiveis mecanismos de resisténcia a estes compostos.

Conclui-se que néo faz sentido continuar a testar isolados Gram-negativos para a
penicilina e cloxacilina, pois o seu espetro de acdo sao bactérias Gram-positivo. As
percentagens de resisténcias totais para estes antimicrobianos estdo superestimadas pois
estes isolados, naturalmente resistentes, foram incluidos nos calculos. A canamicina foi o
aminoglicésido que suscitou mais resisténcias e a sulfamida+trimetoprim também figura
como um dos antimicrobianos com mais resisténcias, bem como as fluoroquinolonas.

De um modo geral os agentes de mastites revelaram-se resistentes a pelos menos
dois antimicrobianos. Néo foi realizada uma andlise sobre a presenca de resisténcias

cruzadas, o que podera ser um ponto a desenvolver em estudos futuros. A implementacéo
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de métodos genotipicos na identificacdo das espécies bacterianas seria importante para
uma identificacdo mais detalhada das estirpes dos agentes etioldgicos isolados.

As limitacBes deste estudo consistem na auséncia da andlise de variacdo da
prevaléncia dos agentes etiolégicos de uma forma estatistica, sendo esta meramente
descritiva, acontecendo 0 mesmo para o estudo das resisténcias. Atendendo a alguns
agentes etioldgicos no estudo das resisténcias, Klebsiella spp. e Trueperella spp.
principalmente, o numero de isolados testados para alguns antibiéticos sdo pouco
representativos, superestimando as suas percentagens de resisténcias. O facto de n&o
haver distincdo entre os resultados das fluoroquinolonas impede que se faga uma
caraterizacdo especifica e mais fidedigna das resisténcias para esta classe de
antimicrobianos, pois € dificil comparar com outros estudos, visto que estes, normalmente,
selecionam e avaliam os compostos individualmente.

A perpetuacdo de estudos do tipo retrospetivo € importante para definir e prever
possiveis padrbes de doenca e de resisténcias aos antimicrobianos em determinadas
exploracdes, regides e paises. Isto leva ao desenvolvimento de programas de controlo e
medidas preventivas, tendo em vista a otimizagdo dos sistemas de producdo leiteira e

minimizando o impacto negativo a nivel da salde publica e ambiental.
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ANEXOS

Anexo 1: Prevaléncia dos agentes

etioldgicos isolados por concelho (2013-

Conceing Frequéncia Frequéncia
Absoluta Relativa (%)
Lagoa (S&o Miguel) 438 100,00
Trueperella spp. 3 0,68
Amostra Contaminada 51 11,64
Outros 2 0,46
Corynebacterium spp. 23 5,25
Cultura sem multiplicagcédo 83 18,95
E. coli 13 2,97
Enterobacteriaceae 3 0,68
Enterococcus faecalis 23 5,25
Klebsiella spp. 1 0,23
Leveduras 12 2,74
Prototheca spp. 9 2,05
Staphylococcus aureus 114 26,03
SCN 29 6,62
Streptococcus agalactiae 0,68
Streptococcus spp. 4 0,91
Streptococcus uberis 65 14,84
Nordeste 318 100,00
Trueperella spp. 4 1,26
Amostra Contaminada 29 9,12
Outros 1 0,31
Corynebacterium spp. 31 9,75
Cultura sem multiplicacéo 47 14,78
E. coli 13 4,09
Enterobacteriaceae 2 0,63
Enterococcus faecalis 15 4,72
Leveduras 5 1,57
Prototheca spp. 2 0,63
Staphylococcus aureus 98 30,82

61




SCN 15 4,72
Streptococcus agalactiae 1 0,31
Streptococcus spp. 2 0,63
Streptococcus uberis 53 16,67
Ponta Delgada 1799 100,00
Trueperella spp. 16 0,89
Amostra Contaminada 153 8,50
Outros 9 0,51
Corynebacterium spp. 156 8,67
Cultura sem multiplicagéo 369 20,51
E. coli 93 5,17
Enterobacteriaceae 20 1,11
Enterococcus faecalis 82 4,56
Klebsiella spp. 4 0,22
Leveduras 50 2,78
Prototheca spp. 10 0,56
Staphylococcus aureus 413 22,96
SCN 115 6,39
Streptococcus agalactiae 12 0,67
Streptococcus spp. 19 1,06
Streptococcus uberis 278 15,45
Povoacéo 342 100,00
Amostra Contaminada 25 7,31
Outros 3 0,87
Corynebacterium spp. 38 11,11
Cultura sem multiplicagcéo 74 21,64
E. coli 18 5,26
Enterobacteriaceae 3 0,88
Enterococcus faecalis 6 1,75
Klebsiella spp. 1 0,29
Leveduras 8 2,34
Prototheca spp. 10 2,92
Staphylococcus aureus 90 26,32
SCN 18 5,26
Streptococcus agalactiae 12 3,51
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Streptococcus spp. 3 0,88
Streptococcus uberis 33 9,65
Ribeira Grande 1236 100,00
Trueperella spp. 14 1,13
Amostra Contaminada 154 12,46
Outros 10 0,80
Corynebacterium spp. 133 10,76
Cultura sem multiplicacéo 181 14,64
E. coli 58 4,69
Enterobacteriaceae 5 0,40
Enterococcus faecalis 57 4,61
Klebsiella spp. 5 0,40
Leveduras 32 2,59
Prototheca spp. 7 0,57
Staphylococcus aureus 300 24,27
SCN 67 5,42
Streptococcus agalactiae 19 1,54
Streptococcus spp. 18 1,46
Streptococcus uberis 176 14,24
Vila Franca do
Campo 184 100,00
Amostra Contaminada 15 8,15
Outros 5 2,72
Corynebacterium spp. 10 5,43
Cultura sem multiplicagcéo 27 14,67
E. coli 9 4,89
Enterobacteriaceae 6 3,26
Enterococcus faecalis 6 3,26
Leveduras 2 1,09
Staphylococcus aureus 63 34,24
SCN 10 5,43
Streptococcus agalactiae 4 2,17
Streptococcus spp. 5 2,72
Streptococcus uberis 22 11,96
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