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RESUMO

Risco da alimentagéo de vitelos com leite ndo aproveitado para consumo humano

Com este estudo pretendeu-se avaliar a suscetibilidade a antimicrobianos de isolados de
Escherichia coli, obtidos a partir de fezes de vitelos, e a sua relacdo com diferentes formas de
maneio utilizadas nas exploracdes.

Fizeram parte deste trabalho 37 exploracdes bastante diferentes entre si, quer quanto a
dimensdo (desde 16 até 715 vacas em ordenha), quer em relagdo as praticas de maneio e
alojamento dos vitelos, apresentando em média 160 animais em ordenha no dia da realizagédo
do questionario integrante deste estudo.

Os dados usados no trabalho foram obtidos através de um questionario elaborado para o efeito
e de amostras de fezes de vitelos de raga Holstein-Frisia das diferentes exploracdes. O
questionario era constituido por 21 perguntas de escolha multipla ou resposta curta, de forma
a caracterizar a exploracdo e as suas praticas habituais, tendo os dados obtidos sido
processados em Excel®. As amostras foram obtidas por recolha direta a partir da ampola retal
removendo-se deste modo uma pequena por¢do de fezes para a qual contribuiram 51 vitelos
para cada amostra. A partir destas obtiveram-se 162 isolados de E.coli, identificados
presuntivamente através de galeria IMVIC. Os testes de suscetibilidade foram efetuados
através do método de difusdo, por discos com os seguintes antimicrobianos: amoxicilina/acido
clavulanico (20/10 pg), enrofloxacina (5 pg), gentamicina (10 ug), tetraciclina (30 pg),
sulfametoxazole/ trimetoprim (23,7/1,25 pg) e ceftiofur (30 pg). Os resultados foram
interpretados de acordo com as normas M31-A3 (CLSI, 2008).

Os resultados obtidos mostraram que a resisténcia dos isolados de E. coli foi de 31,1% a
amoxicilina/acido clavulanico, 33,1% a enrofloxacina, 17,2% a gentamicina, 76,2%, a
tetraciclina, 49,7% a sulfametoxazole/ trimetoprim e 57,6% a ceftiofur.

Dezasseis dos 151 isolados foram considerados suscetiveis (11%), 33 apresentaram-se com
resisténcia simples (21,9%), 28 com resisténcia mdultipla (18,5%) e 74 multirresistentes
(49%).

Foi possivel estabelecer uma relacdo entre a administracdo de leite de desperdicio contendo
residuos de antimicrobianos, e o aparecimento de isolados multirresistentes. O mesmo foi
verificado em relacdo a administracdo de aminosidina de forma profilatica. Observou-se,
tambem, que a presenca na exploragdo de mais de 50 animais em ordenha estava relacionada

com o aparecimento de multirresisténcias em E. coli.

Palavras-chave: E. coli, leite de desperdicio, antimicrobianos, resisténcias, vitelos.



ABSTRACT

Risk of feeding calves with waste milk unfit for human consumption

The present study sought to assess the antimicrobial susceptibility of Escherichia coli isolates
obtained from calves’ faeces and their relationship with different management practices used
in dairy farms.

The study was based on 37 different farms that differed on size (from 16 to 715 milking
cows), husbandry practices and housing of calves, representing an average of 160 lactating
animals on the day the study questionnaire was performed.

The data used in this study was obtained from a questionnaire prepared for this purpose and
from stool samples of Holstein—Friesian calves from the different farms. The questionnaire
consisted of 21 multiple choice or short answer questions, in order to characterize the farming
operation and its usual practices, and the acquired data processed in Excel®. Faecal samples
were obtained by removing a small portion of faeces from the rectal ampulla, with 5 + 1
calves contributing to each sample. From these samples, 162 E. coli isolates were obtained,
presumptively identified through IMVIiC gallery. Susceptibility tests were performed by the
disc diffusion method with the following antimicrobials: amoxicillin/clavulanic acid (20/10
ng), enrofloxacin (5 ug), gentamicin (10 ug), tetracycline (30  pQ),
sulfamethoxazole/trimethoprim (23,7/1,25 pg) and ceftiofur (30 upg). The results were
interpreted according to guidelines M31 - A3 (CLSI, 2008).

The results obtained show that resistance of E. coli strains was: 31,1% to
amoxicillin/clavulanic acid, 33,1% to enrofloxacin, 17,2% to gentamicin, 76,2% to
oxytetracycline, 49,7% to sulfamethoxazole/trimethoprim and 57,6% to ceftiofur.

Sixteen of the 151 isolates were considered susceptible (11%), 33 presented single resistance
(21,9%), 28 with multiple resistance (18,5%) and 74 were multiresistant (49%).

It was possible to establish a relationship between the administration of waste milk containing
antimicrobial residues, and the presence of multiresistant isolates. The same was found in
relation to the prophylactic administration of aminosidine. Also, it was observed that the
existence of multiresistance in E. coli isolates, was linked to the presence of more than 50

lactating animals per farm.

Keywords: E. coli, waste milk, antimicrobials, resistance, calves.
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1. Resumo das atividades desenvolvidas no periodo de estagio

O estagio curricular foi realizado na Proleite — Cooperativa de Produtores de Leite do Centro
Litoral, na area de bovinos leiteiros, onde foram acompanhadas ao longo de cerca de 6 meses
(10 de Setembro de 2013 a 1 de Janeiro de 2014) as atividades diarias que visavam a area de
clinica, reproducdo, sanidade, qualidade de leite e aconselhamento/acompanhamento de
producdo e gestdo de exploraces.

Durante este periodo foram realizados exames fisicos de diagnostico, administracdes
farmacoldgicas e intervengdes cirurgicas, recolha de amostras para exames complementares,
exames ecograficos para controlo reprodutivo e visitas de aconselhamento/acompanhamento
de producéo.

Posteriormente (Fevereiro de 2014), foram acompanhados os trabalhos no laboratério de
analises quimicas e biolégicas na mesma cooperativa (Proleite), desenvolvendo
procedimentos de isolamento e/ou identificacdo de agentes presentes em amostras de leite,
sangue, agua e racoes, realizando testes de resisténcia a antibidticos e analises da composicao
quimica de ragdes.

Por ultimo (Marco de 2014), foram realizados todos os procedimentos necessarios ao
desenvolvimento deste trabalho no laboratério de analises da FMV-UTL na é&rea de

microbiologia.



2. Introducao

O leite ndo destinado a consumo humano (leite de desperdicio), pode ser definido como todo
o leite ndo comercializavel produzido numa exploracéo, como o colostro, leite de vacas com
mastites clinicas, leite obtido durante o intervalo de seguranca de tratamentos farmacoldgicos,
leite com elevada contagem de células somaéticas ou todo o leite que por qualquer razéo o
produtor ndo considere apto para ser consumido. Apesar de este leite representar
aproximadamente 1 a 4% da producdo total das exploracdes (Duse, 2013), ndo ha
regulamentacdo relativa ao destino e processamento destes residuos. Na Unido Europeia, a
eliminacdo dos residuos animais € estabelecida pelo regulamento de Animal-By-Products
(CE) n °1069/2009, mas o leite ou colostro que é usado e descartado nas exploracdes de
origem ndo estd coberto por este regulamento, estando disponivel para utilizacdo (Duse,
2013).

Este leite é, teoricamente, suficiente para alimentar todos os vitelos produzidos numa
exploragdo (Schaeren, 2006; Statistisches Bundesamt, 2008) sendo, por isso, uma tentadora e
disponivel opcdo para os produtores.

Contudo, o uso deste leite na alimentacdao de vitelos € controverso, especialmente devido a
sua contaminagdo com agentes patogénicos. Agentes como Streptococcus e Staphylococcus
spp. podem colonizar as amigdalas dos vitelos, mas a possibilidade destes agentes
provocarem futuras mastites é ainda pouco clara. Os primeiros estudos realizados entre 1970 e
1980 ndo relatam efeitos a longo prazo sobre a saude, producdo ou incidéncia de infe¢bes por
Staphylococcus aureus na primeira lactacdo de novilhas previamente alimentadas com leite de
desperdicio enquanto vitelas (Kesler, 1981; Barto et al., 1982). No entanto, é possivel a
transmissdo de agentes patogénicos no colostro e leite, seja direta ou indiretamente, e que
podem incluir agentes como Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, Salmonella spp.,
Mycoplasma spp., Listeria monocytogenes, Campylobacter spp., Mycobacterium bovis, e
Escherichia coli (Lovett et al., 1983; Farber et al., 1988; McEwen et al., 1988; Clark et al.,
1989; Giles et al., 1989; Streeter et al., 1995; Grant et al., 1996; Steele et al., 1997; Walz et
al., 1997).

Outro dos riscos da alimentacdo de vitelos com leite de desperdicio é a sua contaminagdo com
residuos de antimicrobianos o que, segundo Schmoldt (1991), podera aumentar o risco de
resisténcias na flora intestinal.

Wray e colaboradores (1990) obtiveram resultados inconsistentes na comparacdo das
resisténcias presentes em Escherichia coli (E. coli) de origem fecal de vitelos alimentados

com leite de desperdicio e dos alimentados com leite de substituicdo. No primeiro ensaio, foi



encontrado um significativo aumento da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) de
estreptomicina para E. coli isolada de vitelos alimentados com leite de desperdicio comparado
com vitelos alimentados com leite de substitui¢do. Esta diferenca significativa na CMI ndo foi
encontrada em relacdo a ampicilina. No segundo ensaio ndo foi observada diferenca entre a
suscetibilidade de E. coli isolada de animais alimentados com leite de desperdicio ou com
leite de substituicao.
Langford e colaboradores (2003) demonstraram uma relagdo dose-dependente entre a
concentracdo de penicilina no leite administrado e os niveis de resisténcia ao antimicrobiano
nas bactérias intestinais dos vitelos. Watson e colaboradores (2012) também sugerem que as
resisténcias presentes em E. coli as cefalosporinas de largo espectro se devem a alimentagéo
de vitelos com leite contendo antimicrobiano, o que leva a selecdo de bactérias produtoras de
B-Lactamases de largo espectro (ESBLs), como as cefotaximases (CTX-M), o que
consequentemente torna estas bactérias resistentes a estes antimicrobianos.
Segundo Aust (2012), foi encontrada uma maior prevaléncia de E. coli resistente em vitelos
alimentados com leite de desperdicio ndo pasteurizado comparativamente com vitelos
alimentados com leite pasteurizado, ndo tendo tal se verificado no entanto, em relacdo a
Enterococcus.
O aparecimento destas resisténcias ndo é sé preocupante no que concerne a salde e
dificuldade no combate de futuras infecdes do animal, como também representa um elevado
risco para 0 Homem (Hawkey & Jones, 2009).
No entanto, os produtores sdo confrontados com o desafio de criar vitelos saudaveis,
prestando atencdo aos custos de recria e a obtencdo de lucro. Como tal, é necessario pesar
todas as alternativas e suas vantagens e desvantagens de forma a escolher as alternativas mais
equilibradas para cada exploracao (Godden, 2003).
Hoje em dia, a alta qualidade dos leites de substituicdo proporciona muitos beneficios ao
produtor como a constante disponibilidade do produto, facilidade e flexibilidade de
armazenamento, bom controlo de doencas e bom desempenho de crescimento (Davis &
Drackley, 1998). Por outro lado, o seu preco relativamente elevado funciona como entrave a
sua utilizacao.
Apesar destas vantagens na alimentacdo com substitutos do leite, pode haver, segundo Davis e
Drackley (1998), um melhor desempenho nos vitelos alimentados com leite natural. Segundo
estes autores, um vitelo com 45 kg alimentado com 10% do seu peso em leite (a que
corresponde 562g de Matéria Seca- MS) consome aproximadamente 2,97 Mcal de Energia
Metabolizavel (EM) diariamente, se o leite contiver 12,5% de sdlidos. Por outro lado, se o
vitelo consumir os mesmos 562 g de MS mas de leite de substituicdo por dia, contendo 4,4
3



Mcal EM/kg de MS, o seu aporte diario de EM sera de apenas 2,47 Mcal por dia. Espera-se
gue estes dois vitelos ganhem 446 e 289 g/dia respetivamente, assumindo que a proteina ndo
era limitante em ambos os casos. Esta diferenca de crescimento é explicada inteiramente com
base no consumo de energia.

O leite de desperdicio contem em media entre 16 e 18% de solidos totais 0 que podera levar a
bons ganhos diarios de peso dos vitelos comparativamente com outros tipos de alimentacdo
fornecida nas mesmas quantidades (Davis & Drackley, 1998). A variacdo diaria da sua
composicdo ndo afeta significativamente as taxas globais de crescimento (Foley & Otterby,
1978). No entanto, a disponibilidade, dificuldade de armazenamento e preservagdo sao alguns
dos inconvenientes ao seu uso generalizado. A congelacdo é uma opcao aceitavel, mas torna-
se problematica para a alimentacdo de um grande numero de vitelos. Uma alternativa a
utilizacdo de leite de desperdicio ndo refrigerado é a sua fermentacdo o que produz um
alimento de alta qualidade para vitelos, permitindo bons ganhos de peso (superiores a 0,320
kg/dia) e crescimentos homogéneos, bem como um acréscimo de aproximadamente 9 a 10 kg
para periodos de 28 dias de aleitamento, com um indice de conversdo alimentar inferior a 2,0
kg MS/kg de ganho de peso (Rodrigues, 2004). Com tempo frio, o processo de fermentacédo
produz principalmente &cido lactico, resultando num pH final de cerca de 4,5 (Foley &
Otterby, 1978). No entanto, com tempo ameno ou quente a fermentacdo putrefativa pode
ocorrer, produzindo um produto impréprio para o consumo dos vitelos (Davis & Drackley,
1998). Este problema pode ser resolvido através do uso de conservantes, tais como acido
propidnico, formico e lactico. Estes ndo sao muito utilizados devido a necessidade de misturar
e processar produtos quimicos, tdxicos e causticos (Davis & Drackely, 1998), bem como por
se verificarem fenémenos de rejeicdo deste alimento lacteo devido ao processo fermentativo
acelerado, que pode ser excessivo provocando um aumento da acidez titulavel e consequente
diminuicdo da palatibilidade do leite (Rodrigues, 2004).

Outra opc¢éo para aproveitar este leite de forma segura passa pela pasteurizagdo do mesmo, de
forma a reduzir a contaminagéo bacteriana e limitar a propagacéo de doencas veiculadas por
este leite (Stabel, 2004).

Como forma de reduzir a carga bacteriana pode-se recorrer também ao tratamento com luz
Ultravioleta (UV). Segundo Dann (2014), num estudo realizado em leite de desperdicio de 9
explorac@es, o tratamento com luz UV foi efetivo para alguns, mas ndo para todos os tipos de
bactérias. Em geral, as bactérias foram reduzidas em aproximadamente 10 a 100 vezes.
Coliformes, Streptococcus agalactiae, Staphylocuccus aureus, streptococci ambientais e

streptococci contagiosos foram reduzidas em mais de 50%.



Em contraste, o tratamento com luz UV do colostro apenas reduziu a quantidade de Listeria,
Salmonella e Acinetobacter baumannii em cerca de 10 vezes, mesmo quando o colostro foi
exposto a mais ciclos de radiagdo UV. Tal acontece por a luz UV ser limitada na sua
capacidade de penetracdo no liquido devido ao alto teor de sélidos do colostro (6,7% de
gordura, 14% de proteina) em relacdo ao leite (4% de gordura, 3,1% de proteina). O
tratamento com luz UV reduziu a concentragdo de 1gG no colostro até 50%.

No mesmo estudo, o leite de desperdicio foi pasteurizado a 72,22 °C durante 15 segundos e
reduziu a contagem bacteriana em 10 a 100000 vezes.

Foi entdo possivel concluir que o tratamento térmico do leite de desperdicio foi mais eficaz do
que o tratamento com UV, na reducdo da contagem bacteriana, tendo-se 0 mesmo verificado

em relagéo ao colostro.



3. Risco da alimentacao de vitelos com leite de desperdicio

Com esta seccdo pretende-se caracterizar e definir os leites ndo comercializaveis numa
exploracdo de bovinos leiteiros, a sua importancia e riscos da sua utilizacdo na alimentacdo de
vitelos. Serd também apresentada uma breve revisdo sobre E. coli, seus fatores de viruléncia,
epidemiologia, fisiopatologia e tratamento. Por ultimo, abordar-se-a4 a utilizagdo de
antimicrobianos na atualidade, bem como a pressdo seletiva desencadeada e eventual

formacéo de resisténcias.

3.1. Leites nao comercializaveis

As exploracOes leiteiras tém ao seu dispor uma vasta gama de alimentos liquidos para 0s
vitelos apds a administracdo do colostro inicial, tal como: leite cru, colostro excedente, leite
de transicdo, leite mastitico, leite que contém antimicrobianos ou outros residuos e, ainda,
leite de substituicdo (Elizondo-Salazar et al., 2007).

Os leites ndo comercializaveis, ou com residuos, ndo podem ser aprovados para consumo
humano, sendo assim frequentemente utilizados na alimentacéo de vitelos (Elizondo-Salazar
et al., 2007). No entanto, e tal como referido anteriormente, a sua utilizacdo acarreta alguns
riscos, uma vez que estes leites possuem uma carga microbiana e composi¢do quimica
variavel.

No que concerne ao carater microbioldgico, Selim e Cullor (1997) demonstraram que o leite
de desperdicio contém maiores concentracdes bacterianas (6,6 log'® de ufc/ml), comparando
com o leite de substituicdo (4 log*® de ufc/ml) e com o leite para consumo humano (3,9 log*®
de ufc/ml) (Gréfico 1).

Gréfico 1 - Contagens bacterianas (log® ufc/ml) de leites utilizados na alimentag&o de vitelos
(Adaptado de Selim e Cullor, 1997).
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Apbs pesquisa em 31 efetivos no Wisconsin (EUA), Jorgensen e colaboradores (2005)

referem que a contagem de microrganismos totais em leites de desperdicio foi em média



8,82x10° ufc/ml, sendo os Coliformes totais os agentes mais comummente identificados
(Quadro 1).

Quadro 1- Caracterizacdo microbiolédgica dos leites ndo comercializaveis (adaptado de Jorgensen et

al., 2005)

Componente Média Intervalo

Bactérias totais (1000 ufc/ml) 8822 6-72000

CCS (1000 CECS/m) 1772 110-3800

.................. ufe/ml ..............

E. coli 10000 <10-80000
Coliformes Totais 82052 600-800000

Salmonella sp. 243 <10-2000
Streptococcus agalactiae 1281 <10-34000
Strep. sp. 47281 200-170000
Staphylococcus aureus 549 <10-11000
Staph. sp. 8426 <10-88000
Enterococcus sp. 17274 <10-180000

CECS: contagem eletrdnica de células somaticas

A nivel nutricional, Jones e colaboradores (2009) referem que existem variacdes nos teores de
nutrientes dos leites de desperdicio, que se podem dever a alteragdes no nimero de vacas que
contribuiram para esse leite e respetiva fase de lactacdo, redugcdo na producdo dos
componentes do leite devido a mastite (Hagnestam et al., 2007) ou a agua adicionada
indevidamente, sendo por isso importante a determinacdo dos sélidos totais nestes leites ndo
comercializaveis (Moore et al., 2009).

Nas mesmas 31 explora¢cGes mencionadas anteriormente, Jorgensen e colaboradores (2005)
observaram estas alteracdes no leite de desperdicio, tendo a gordura variado entre 27,3 e
49,5% de MS a proteina entre 23,6 e 41,8 % de MS e a energia bruta entre 5,3 e 7,7 Mcal/kg
de MS (Quadro 2).

Quadro 2 - Caracteristicas nutricionais dos leites ndo comercializaveis (adaptado de Jorgensen et al.,

2005)
Constituinte Média (em % de MS) Intervalo (em % de MS)
Gordura 354 27,3-49,5
Proteina 28,3 23,6 -41,8
Lactose 34,0 27,3-38,2
Energia Bruta, Mcal/kg de MS 6,22 5,27-7,69



No que concerne a percentagem de matéria seca destes leites, Leadley (2014) calculou a sua
percentagem em 9 explorac6es, por um periodo de 15 dias, tendo registado em média 10,4%
de MS.

Outro fator que influencia a qualidade dos leites de desperdicio é a sua maior instabilidade
uma vez que, destes, fazem parte leite mastitico (Oliveira et al, 2007). Segundo Moore e
colaboradores (2009) o valor de pH nestes leites encontra-se abaixo de 6,6.

A temperatura, o valor de pH e o tempo de incubagédo do leite no Ubere de vacas com mastite
durante o tempo entre ordenhas, fornece condicdes ideais para a atividade enzimatica dos
leucdcitos levando a proteolise da caseina e a conversdo proteolitica do plasminogénio em
plasmina (Verdi et al., 1991).

Como forma de avaliar a deterioracdo destes leites pode-se recorrer & medi¢cdo do pH, uma
vez que este esta diretamente correlacionado com a percentagem de solidos totais (pH mais
baixo, menor a quantidade de solidos totais). A deterioracdo microbiana dos produtos
alimentares pode afetar, ndo sé a cor e o odor, como a ingestdo, e pode também afetar os
teores de nutrientes (Moore, 2009).

3.2.Escherichia coli

A Escherichia coli € a espécie tipo do género Escherichia que relne a maior parte dos bacilos
Gram-negativos moveis da familia Enterobacteriaceae (Nataro & Kaper, 1998).

Foi descrita pela primeira vez em 1885 por Theodor Escherich, apds ter sido isolada de fezes
de recém-nascidos, que lhe atribuiu 0 nome de Bacterium coli commune. Em 1895, Migula
alterou-lhe o nome para Bacillus coli, sendo mais tarde alterado para Escherichia coli por
Castellani e Chalmers em 1919 (Cowan, 1974). Mais tarde, no inicio da década de 40, estirpes
de E. coli foram identificadas pela primeira vez como causa de gastroenterite por
investigadores ingleses que procuravam determinar a causa de diarreia em criancas (Adams &
Moss, 2000).

A E. coli é uma bactéria ubiquitaria comensal, sendo um habitante natural do intestino dos
mamiferos desde os primeiros dias de vida (Quinn, 1994) ndo causando doenca, numa relacéo
denominada de comensalismo, em que a bacteria obtém alimento e beneficio do hospedeiro
sem causar dano (Manning, 2005).

Esta representa cerca de 0,1% das bactérias intestinais de um individuo saudavel (Todar,
2002) e em condigdes normais exerce um papel protetor do intestino contra infecGes, junto
com outras bactérias comensais, uma vez que compete com 0s agentes patogénicos intestinais

como Shigella e Salmonella (Sousa & Peixe, 2010).



Trata-se de um bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo, fermentador de glicose e outros
acucares. E oxidase-negativo, catalase positivo, ndo formador de esporos, crescendo bem em
agar MacConkey e sdo, na sua maioria, méveis. Reduzem nitratos em nitritos e fermentam a
lactose (Quinn & Markey, 2003; Manning, 2005).

A parede celular desta bactéria consiste numa membrana externa e uma interna separadas por

peptidoglicanos (Figura 1).

Figura 1 — Esquema simplificado de E.coli (Adaptado de: ECL- Université de Montréal).

Cépsula (K)

LPS (O)
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celular

e ”‘/03.1

Producdo de toxinas —: .. o
Estdo presentes diversas proteinas em cada membrana, algumas atravessando-as inclusive
(Figura 2). A cépsula (antigénio K) é o componente estrutural exterior da parede celular
bacteriana e é composta por carbohidratos. Os antigénios somaticos (antigénios O) sédo
compostos por determinantes antigénicos formados pelos diferentes tipos de aglcares e as
ligagbes entre eles, localizados na porgdo “O” do lipopolissacarideo. O flagelo, estrutura
usada pela E. coli para locomocéo, é constituido por subunidades proteicas, as flagelinas. O
antigénio flagelar (H) tem por base os diferentes tipos de flagelinas que podem constituir o

flagelo (Hirsh, MacLachlan & Walker, 2004).

Figura 2 — Representacdo esquematica de corte vertical de E. coli (Adaptado de: Jornal of Endotoxin
Research, Vol.7, N°3, 2001).
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Esta bactéria é excretada nas fezes e pode sobreviver nas particulas fecais, p6 e dgua durante
semanas ou meses, apresentando caracteristicas de crescimento e sobrevivéncia muito
similares aos restantes organismos entéricos. E um tipico mesofilo, crescendo de 7-10 °C até
50 °C, mas com um crescimento 6timo a 37 °C (Quinn et al., 2002).

Nem todos os elementos da familia Enterobacteriaceae sdo agentes comensais como
Escherichia coli, Klebsiella ou Enterobacter. H& bactérias que sdo agentes patogénicos como
Salmonella, Shigella e Yersinia. No entanto, o facto de serem agentes comensais nao exclui de
modo algum a capacidade de provocarem doenca, agindo como agentes patogenicos
oportunistas e originando infecGes em locais extra intestinais como o trato urinario ou a
glandula mamaria (Quinn et al., 2002). E, portanto, importante notar que diferentes estirpes de
bactérias comensais podem ser consideradas como agentes patogénicos, uma vez que causam
doenca.

A classificacdo das estirpes patogénicas pode ser feita em dois grandes grupos, consoante o
local onde provocam doenca: E. coli patogénica intestinal (INPEC) e E. coli patogénica
extraintestinal (EXPEC) (Russo, 2005; Moriel et al., 2012). Dentro destes dois grupos ¢ feita
uma divisdo das estirpes segundo a doenca que provocam (Moriel et al., 2012). De entre as
estirpes INPEC, causadoras de afecOes caracterizadas por diarreia, encontram-se a E. coli
enteropatogénica (EPEC), a E. coli enterotoxigénica (ETEC), a E. coli enterohemorragica
(EHEC), a E. coli enteroagregativa (EAEC), a E. coli enteroinvasiva (EIEC) e a E. coli
aderente invasiva (AIEC) (Moriel et al., 2012).

As estirpes EXPEC, que provocam doenca fora do trato intestinal, sdo normalmente
associadas a sepsis (SEPEC), infe¢Bes do trato urinario (UPEC) e meningites (NMEC)
(Siqueira et al., 2009; Moriel et al., 2012).

Os diferentes ser6tipos da E. coli sdo serotipificados consoante o perfil antigénico apresentado
pela bactéria, nomeadamente os antigénios O e H (Nataro & Kaper, 1998).

Estudos filogenéticos distribuem E. coli por 4 grupos principais: A, B1, B2 e D (Escobar-
Paramo et al., 2004). As estirpes EXPEC pertencem, normalmente, aos grupos filogenéticos
B2 e D (Picard et al.,, 1999; Johnson & Stell, 2000), enquanto as estirpes comensais
extraintestinais pertencem, na maioria, aos grupos filogenéticos A e B1 (Bingen et al., 1998;
Duriez et al., 2001). Pelo contrario, as InPEC pertencem, maioritariamente, aos grupos
filogenéticos A, B1 e D (Escobar-Paramo et al., 2004).

Em geral, as estirpes dos grupos B2 e D sdo consideradas mais patogénicas e possuem mais

fatores de viruléncia do que as dos grupos A e B1 (Bingen et al., 1998; Boyd & Hartl, 1998;

10



Picard et al., 1999; Johnson & Stell, 2000; Duriez et al., 2001; Johnson, Delavari, Kuskowski,
& Stell, 2001; Tramuta, Nucera, Robino, Salvarani & Nebbia, 2011).
Em termos de Saude Publica (Figura 3) esta é uma bactéria relevante, causadora de surtos de

doencga, bem como um util indicador da presséo seletiva.

Figura 3 — Ciclo de transmissdo de E. coli (Adaptado de: ECL- Université de Montréal).
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Segundo os ultimos registos da EFSA (2011), assume-se que 0 surto mais recente digno de
relevo foi reportado pela Alemanha em 2011. Tratou-se de um surto de E.coli (STEC),
serotipo O104:H4, responsavel por 2988 casos de diarreia (provaveis e confirmados) em que
resultaram 31 mortes. Fora da UE foram encontrados 8 casos de STEC, incluindo uma morte,
nos EUA, Canada e Suica ainda relacionados com este foco. Baseado nas ultimas informacdes
(26 julho de 2011) o ultimo caso clinico relacionado com o surto aleméo data de 4 de julho de
2011.

A E. coli constitui, também, um reservatorio de genes de resisténcia para bactérias
patogénicas. O seu nivel de resisténcia é considerado um bom indicador da pressdo seletiva
exercida pelo uso de antimicrobianos e do tipo de resisténcias que se pode esperar encontrar
em agentes patogénicos. Monitorizar a prevaléncia de resisténcia em bactérias indicadoras

como a E. coli fecal em diferentes popula¢bes de animais e humanos, saudaveis ou doentes,
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torna possivel a comparacdo de prevaléncias e a detecdo da transferéncia de bactérias
resistentes ou de genes de resisténcia de animais para humanos e vice-versa (van den Bogaard
& Stobberingh, 2000).

3.2.1. Fatores de viruléncia

O numero de fatores de viruléncia existentes em E. coli é bastante diverso e estes atuam em
diferentes etapas da infecdo, facilitando a colonizagéo, a proliferacdo e a sua persisténcia no
hospedeiro (Peterson, 1996). As adesinas, os siderdforos, as toxinas e a capsula sdo exemplos
dos fatores de viruléncia (Quinn et al., 2011).

As adesinas sdo estruturas que permitem a bactéria aderir as células do hospedeiro facilitando
a colonizacdo (Quinn et al., 2011). Estas estruturas podem ser fimbrias (ou pili), que sdo
estruturas proteicas filamentosas ou adesinas afimbriais que se encontram na membrana
externa (Bower, Eto & Mulvey, 2005).

Algumas destas adesinas, para além de proporcionarem a adesdo das bactérias, permitem
ainda a sua entrada nas células epiteliais do hospedeiro, nos mastdcitos, nos macréfagos e
provocam hemaglutinacdo (Bower et al., 2005)

Os sideroforos (enterobactina, as salmoquelinas, a aerobactina e a yersiniabactina) sdo
moléculas com grande afinidade para o ferro removendo-o das proteinas transportadoras,
disponibilizando-o a bactéria (Ratledge & Dover, 2000; Hirsh & Zee, 2003; Quinn et al.,
2011).Um dos principais mecanismos de tomada de ferro pela E. coli é a enteroquelina ou
enterobactina. Esta consegue retirar o ferro ligado a transferrina, por ter uma maior afinidade
para este ido (Ratledge & Dover, 2000).

Outros sistemas de captacdo de ferro pelas bactérias incluem transportadores de metais
(Andrews et al., 2003) e recetores de membrana para proteinas do hospedeiro que transportam
ferro como € o caso do grupo heme (Schubert & Heesemann, 1998). As bactérias possuem
assim uma forma de adquirir ferro, diretamente, através deste grupo onde se encontra a maior
parte do ferro no organismo hospedeiro (Torres, Redford, Welch, & Payne, 2001).

Uma s6 estirpe de E. coli pode ter varios tipos de sistemas de captacdo de ferro. Estes podem
ser influenciados por diferentes estimulos externos, tais como o pH. Sendo entdo que as
proteinas das quais adquirem o ferro diferem, esta pode ser uma vantagem desenvolvida para
sobreviver em diferentes meios e aumentar a sua eficiéncia (Valdebenito, Crumbliss,
Winkelmann, & Hantke, 2006).

As toxinas produzidas por E. coli sdo, também, outro fator de viruléncia importante nestas

bactérias, tais como a hemolisina, o fator necrosante citotoxico (CNF) e os antigénios O. Esta
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bactéria produz dois fatores necrosantes citotoxicos, denominados CNF-1 e CNF-2 que
afetam as células eucariotas e impedem a sua divisdo, sem inibir a replicacdo de acidos
nucleicos, o que origina células multinucleadas (Brito, Vidotto, Berbel & Tagliari, 2004).

A hemolisina € uma toxina que forma poros transmembranares nas células do hospedeiro
provocando a lise, 0 que permite a bactéria ter acesso aos nutrientes celulares. Entre estas
células encontram-se os eritrocitos e células do sistema imunitario (Johnson, 1991; Jonas et
al., 1993). Para além da lise e necrose celular, esta toxina é capaz de inibir a fagocitose e a
quimiotaxia e induzir a apoptose de células do hospedeiro (Johnson, 1991; Jonas et al., 1993;
Russo et al., 2005; Chen et al., 2006; Smith, Grande, Rasmussen & O’Brien, 2006; Smith et
al., 2008; Todar, 2008). Existem varios tipos de hemolisina, sendo que algumas (por exemplo,
a a-hemolisina) sdo excretadas e outras, como a -hemolisina, se encontram fixas a célula
bacteriana (Johnson, 1991).

Os antigénios O sdo constituidos por repeticdes de polissacarideos (polissacarideo O) (Raetz
& Whitfield, 2002) e constituem, juntamente com um nucleo de oligossacarideos e o lipido A,
o LPS ou endotoxina, que integra a membrana externa das bactérias gram negativas (Quinn et
al., 2011). O LPS é um fator importante na viruléncia de E. coli, devido ndo s6 ao caracter
toxico do lipido A (Hirsh & Zee, 2003), mas também ao antigénio O do qual se presume que a
principal funcéo seja evitar as defesas do hospedeiro (Raetz & Whitfield, 2002).

A cépsula é a estrutura externa que compbe a maior parte da parede celular e onde se
localizam os antigénios K (Hirsh & Zee, 2003). Estes sdo polissacarideos que impedem a
ligacdo de anticorpos e de proteinas do sistema do complemento a bactéria. Para além disso,
diminuem a capacidade de reconhecimento e fagocitose pelas células do hospedeiro (Todar,
2008).

3.2.2. Epidemiologia

A prevaléncia de infecdo por E. coli ndo é, regra geral, muito elevada dentro dos efetivos tal
como é possivel observar pelo Quadro 3, onde sdo resumidos alguns estudos de prevaléncia

de infecdes por esta bactéria ao longo dos anos.
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Quadro 3 - Caracteristicas nutricionais dos leites ndo comercializaveis.

Referéncia Estudo Prevaléncia
Myers & Guinee Prevaléncia de infecdo por E. coli em 12 4%
(1976) vitelos (n=1.004) de 6 estados dos EUA '
18,3% (14,5% positivos

apenas a E. coli
Acres, Saunders &  Prevaléncia de ETEC em vitelos de carne

: 0 .
Radostits (1977) (n=222) em 59 exploragdes do Canada mais 3,8% positivos a

E. coli e a Coronavirus)

(48,5% dos efetivos)
Sherwood, Prevaléncia de ETEC em 11,4% dos
Snodgrass & efetivos do Norte de Inglaterra e Escocia 7,2%
Lawson (1983) (n=1529 vitelos)
de la Fuente et al Prevaléncia de infecdes mistas por E. coli
(1999) ' e Cryptosporidium em Espanha (n=218 27,8%
vitelos)
A - - - , 5’5%
Uhde et al. (2008) Prevaléncia de E. (iO|I em vitelos Suicos .
(n=147) (2,1% dos efetivos)
Prevaléncia de E. coli em vitelos
Martins (2011) diarreicos do concelho de Odemira 12,1%

(n=33)

A infecdo da-se por via oro-fecal acontecendo durante o parto ou logo apés este, sendo o
periodo 6timo de infecdo entre 0 1° e 0 3° dia de idade (Acres, 1985). Esta é uma bactéria

raramente relacionada com o aparecimento de diarreias em animais jovens e adultos (Wieler
et al., 2007).

Podem-se destacar algumas causas predisponentes para o aparecimento da doenca que sdo de
extrema importancia e, em grande medida, determinantes para se desenvolver doencga clinica
ou ndo (Quinn et al.,1994):
e Ma transmissdo de imunidade passiva (anticorpos) a partir de colostro. Tal pode-se
dever a uma deficiéncia quantitativa ou qualitativa do mesmo;
e Préticas intensivas de producdo que fomentam uma transmissdo rapida de E. coli.

e Ma higiene dos viteleiros que contribuem para uma elevada carga microbiana;

Neonatos, com menos de uma semana de idade, séo particularmente sensiveis pois:
e A flora normal do intestino ndo esté ainda estabelecida;
e Tém um fraco sistema imunitéario;

e Os recetores para as adesinas da E. coli estdo apenas presentes na primeira semana de

vida.
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A mortalidade verificada depende muito das caracteristicas e praticas das exploracGes. Em
exploragdes “ideais” a taxa de mortalidade nao ultrapassa os 3% podendo chegar aos 60% em
exploracdes com méas condicbes de maneio e higiene (Radostits, 2007).

3.2.3. Fisiopatologia

Embora seja uma bactéria comensal do intestino de todos os mamiferos de sangue quente
(Todar, 2002) esta é, tal como ja vimos, capaz de provocar doenca particularmente em animais
debilitados e nos primeiros dias de vida (Poeta & Rodrigues, 2008).

A colibacilose, em neonatos, provoca diarreia que podera levar a septicémias ou infegdes
intestinais (Naylor, 2002), sendo esta a bactéria mais frequentemente encontrada em septicémias
desde os primeiros dias de vida (50%) (Raboisson, et al, 2010).

Nestas idades é facil obter o diagndstico clinico, pois afeta animais muito jovens, provocando
diarreias aquosas sem tenesmo (muito mais profusas do que a diarreia causada por outro agente
etiologico) sendo a mortalidade alta (Naylor, 2002).

A E.coli enterotoxinogénica (ETEC) atinge em nimero mais elevado de individuos na faixa etéria
inferior a 4 dias, apresentando um periodo de incubacgédo de 12 a 18 horas (Naylor, 2002).

A patogenicidade da E.coli enterotoxinogénica inicia-se com a adesdo desta as
microvilosidades dos enterdcitos do intestino delgado. O organismo tem defesas contra o
sobrecrescimento bacteriano, nomeadamente por excrecao através da peristalse desse excesso
(Acres, 1985). No entanto, no caso das ETEC, a adesdo resulta numa ligacdo forte mas

morfologicamente ndo destrutiva, da bactéria a célula do hospedeiro (Figura 4).

Figura 4 — Aderéncia de ETEC ao epitélio do ileo e c6lon (40x) (Fonte: Sandhu & Gyles, 2002).

Esta ligacdo é feita através de fatores de adesdo que podem ser fimbriais ou fibrilhares (Qadri
et al., 2005). A adesdo é necessaria para que a bactéria ndo seja eliminada com a ingesta e

para que as enterotoxinas por ela produzidas exergam o seu efeito junto & mucosa, ndo se
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perdendo no lumen intestinal. Apds aderir, a E. coli multiplica-se junto a superficie das
microvilosidades, formando microcolénias que podem ter varias camadas de espessura
(Acres, 1985) (Figura 5).

Figura 5 — Formacdo de microcoldnias (Giemsa, 100X) (Fonte: Sandhu & Gyles, 2002).

Estas bactérias ao libertarem as suas toxinas, particularmente a enterotoxina termo-estavel
(ST), poderdo dar origem a uma diarreia secretoria (Bradbury & Ameen, 2005; Sellers et al.,
2005; Weiglmeier, Rosch & Berkner, 2010) ou a uma diarreia por méa absorcéo (Lucas, 2001;
Weiglmeier et al. 2010; Peijian & Yun, 2010).

Esta enterotoxina é produzida por vérias estirpes de ETEC (Giannella & Mann, 2003) e ap6s a
sua secrecdo liga-se a uma enzima presente nas microvilosidades dos enterdcitos, cuja
distribuicdo se localiza principalmente no ileo (Krause et al., 1994). Ainda ndo existem
estudos conclusivos em vitelos, no entanto noutros mamiferos (coelhos e ratos) ja foi
demonstrado que a afinidade dos recetores a ST e a sua concentracdo diminuem com a idade
das crias (Al-Majali et al., 1999; Bhattacharya & Chakrabarti, 1999), o que explicaria uma
maior suscetibilidade dos neonatos a a¢do da enterotoxina.

A diarreia secretoria deve-se a um aumento da secrecao de cloro e bicarbonato, criando-se um
gradiente osmético que retira agua as células e que ultrapassa o limiar de absorcdo das
vilosidades (Sellers et al., 2005).

No caso da diarreia por ma absorgédo a enterotoxina bloqueia as trocas de sodio-hidrogénio.
Isto leva a uma diminuigdo da absorcdo de s6dio que por sua vez aumenta o gradiente
osmatico (Lucas, 2001). Noutro estudo, Weiglmeier e colaboradores (2010) explicam a ma
absorcdo provocada pela ST através da inibicdo do transportador sddio-hidrogénio 3 (NHE3)
promovido pela ativacdo da Proteina Cinase A.

Alguns estudos demonstram que enterites virais podem aumentar a suscetibilidade para o

desenvolvimento desta doenca (Naylor, 2002)
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Os vitelos atingidos com ETEC tém uma reacdo inflamatoria média na parede do intestino
delgado com o atrofiamento das vilosidades apresentando diarreia, desidratacdo e fraqueza.
Esta patologia progride rapidamente, de um estado de alerta, a uma apatia em apenas 6 a 12
horas mesmo antes da ocorréncia de episédios diarreicos (Naylor, 2002).

Existem ainda outras variedades patogénicas de E.coli, que aderem principalmente aos

enterdcitos do célon destruindo a bordadura em escova (Figura 6).

Figura 6 — Sequéncia de alteracfes histopatoldgicas induzidas por E.coli enterohemorréagica no
intestino de vitelo (Fonte: Evelyn et al., 1997).

Estas sdo divididas em grupos enterohemorragicos e enteropatogénicos, dependendo da
capacidade ou ndo de produzir verocitoxina (VT), tendo sido ambos 0s grupos associados a
diarreia dos vitelos (Naylor, 2002; Radostitis, et al, 2007). A VT produzida por E.coli origina
uma colite mucohemorragica com hemorragias equimaéticas e petequiais na parede do célon e
recto.

Ha relatos de surtos de diarreia hemorragica em vitelos com idade compreendida entre os 2
dias e as 4 semanas, associada a E.coli enterohemorragica, havendo em alguns deles o

envolvimento de outros agentes (Naylor, 2002).

3.2.4. Sinais clinicos

O sinal clinico mais comum ¢ a diarreia, liquida e amarelada, durante os primeiros 5 dias de
vida, sendo muitas vezes acompanhada de desidratacdo, acidose e disenteria. Ocasionalmente
pode haver sinais de dor a palpacdo abdominal (Naylor, 2002).

De acordo com Stilwell (2013), o diferente grau de desidratacdo que o animal apresenta esta
relacionado com o aparecimento e evolucdo de sinais clinicos tais como: depressao,
enoftalmia, mucosas secas, tempo de prega de pele aumentado (> 2 segundos), hipotermia e

em casos extremos sinais de choque e coma.
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A acidose, embora mais dificil de avaliar o seu grau, é responsavel por sintomas como letargia

e taquipneia Stilwell (2013).

3.2.5. Métodos de diagndstico

O diagnostico de estarmos na presenca de uma diarreia neonatal provocada por E. coli
(ETEC) pode ser feito no campo com base nos sinais clinicos e idade do doente, ja que esta
permite dar uma identificacdo presuntiva do agente envolvido Stilwell (2013).

A E. coli é também facilmente isolada em meios de cultura gerais ou seletivos incubados a 37
°C em aerdbiose. Os meios mais usados sdao 0 meio de MacConkey e o de Agar de Eosina
Azul de Metileno, que selecionam os membros da familia Enterobacteriaceae e permitem a
diferenciacdo de organismos entéricos com base na sua morfologia (Nataro & Kaper, 1998),
no entanto, esta identificacdo tem pouco valor de diagndstico visto esta ser uma bactéria
comensal Stilwell (2013).

Segundo Martins (2011), o diagndstico definitivo das infecdes por ETEC requer a detecdo dos
fatores de viruléncia (adesinas e enterotdxias) através de analises genotipicas e fenotipicas. As
analises fenotipicas sdo realizadas para detecdo das fimbrias patogénicas (F5) através de
técnicas de imunofluorescéncia indirecta ou ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
Para as analises genotipicas sdo procurados os genes codificadores das fimbrias (F5) e das
enterotoxinas (principalmente aSTa) por PCR e por sondas de DNA. (Nataro & Kaper,1998).
Para o diagndstico laboratorial no campo, foi desenvolvido um teste imunocromatogréafico

(teste rapido) que deteta a proteina F5 da E. coli (Martins, 2011).

3.2.6. Tratamento

As solucdes eletroliticas orais continuam a ser a principal forma de combater a diarreia ndo
sendo, no entanto, uma medida curativa, numa primeira abordagem, vao aumentar o estado de
hidratacdo do vitelo (Argenzio, 1985).

A fluidoterapia endovenosa (Figura 7) deve ser instituida sempre que a desidratacdo

ultrapasse os 8%, e sempre complementada com fluidoterapia oral (Berchtold, 2009).
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Figura 7 — Vitelo recebendo terapia endovenosa (Stilwell, 2013).

A composicdo dos fluidos parenterais necessita de ter em conta os défices eletroliticos e
energéticos sendo indispensével incluir um elemento alcalinizante (ex. bicarbonato de sédio),
fonte de energia (glucose) e eletrolitos (Na*, Cl",K*), segundo Stilwell (2013). De acordo com
0 mesmo autor ndo devem ser administrados parasimpaticoliticos ou outros farmacos com
acao antiperistaltica.

O antimicrobiano parenteral apenas deve ser usado em casos suspeitos de bacteriémia ou
quando se verifica lesdo intestinal (sangue nas fezes, por exemplo) com provavel invasdo
microbiana. O tratamento adicional deve incluir anti-inflamatérios ndo esterdides, ou
corticdides no caso de choque, e um complexo vitaminico destinado a favorecer a regeneragédo
do epitélio intestinal. O maneio dos vitelos afetados deve ainda incluir: manutencdo da
temperatura corporal, cama confortavel e limpa, mudanca frequente de posicéo de dectbito e
sossego (Stilwell, 2013).

O aparecimento da doenca deve ser prevenido através de vacinacdo das progenitoras para o
antigénio F5, no Gltimo terco da gestacao, para que a concentracdo de anticorpos no colostro
seja elevada (Crouch et al., 2001).

A reducdo da exposicdo a bactéria deve também ser promovida devendo o vitelo nascer num
ambiente de carga microbiana reduzida. Deve-se garantir que ingerem colostro tdo cedo
guanto possivel (num méaximo de seis horas apds 0 nascimento) e em quantidade adequada
(10% do peso vivo). Por ultimo, os vitelos infetados devem ser separados dos saudaveis
(Radostits et al., 2007).
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3.3. Utilizacdo de antimicrobianos

O termo antimicrobiano foi criado por Waksman em 1942 para denominar todos o0s
compostos naturais produzidos por microrganismos, que inibem o crescimento microbiano ou
que tém efeito bactericida. Atualmente, da-se a designacdo de antimicrobiano as moléculas
naturais ou sintéticas que sdo dotadas de propriedades antibacterianas, provocando morte
celular (efeito bactericida), ou dotadas de propriedades bacteriostaticas, inibindo o
crescimento celular bacteriano. Os antimicrobianos, na generalidade dos casos, ndo se
destinam a influenciar qualquer atividade bioldgica do organismo humano, mas sim a impedir
0 crescimento ou mesmo provocar a morte dos microrganismos infetantes, sendo por isso
designados farmacos etiotropicos (Sousa, 2006; Sousa & Peixe, 2010).

A descoberta e a utilizacdo destes agentes possibilitaram resultados excelentes contra doengas
bacterianas, que até entdo eram a principal causa de doenca e mortalidade (Cohen, 1997). Nas
ultimas décadas, o uso generalizado, excessivo e indiscriminado destes agentes para varios
fins, como promotores de crescimento, fins terapéuticos e profilaticos tanto em humanos,
como em animais e plantas, teve como consequéncia o desenvolvimento de resisténcias pelas
bactérias (Witte, 1997; Barbosa & Levy, 2000).

Nos graficos seguintes é possivel visualizar a utilizagdo nos animais, em larga escala, de
antimicrobianos na Europa (Grafico 2) bem como caracterizar a sua utilizacdo no caso

concreto de Portugal (Gréfico 3).

Grafico 2 — Consumo de Antimicrobianos de uso sistémico na Europa (Fonte: ESAC-Net 2011).
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Gréfico 3 — Distribuicdo do consumo de antimicrobianos de uso sistémico em Portugal (Fonte: ESAC-
Net, 2011)

ntibactenais,

y-lactam antibacterials

1E oA trimethoprim
1F Macrolides, lincosamides
and streptogramins
JO1G Aminoglycoside antibaderials
J01M Quinolone antibacterias
J01X Otherantibacterials

Os dois principais impulsionadores do desenvolvimento e aumento de resisténcia bacteriana
sdo a pressdo seletiva exercida pelos antimicrobianos na microbiota bacteriana, que permite
uma selecdo preferencial das bactérias resistentes por vantagem competitiva e a disseminacao
de genes de resisténcia entre as bactérias, e a transmissdo de microrganismos resistentes
através de contacto direto, superficies contaminadas, agua e comida (WHO, 2011).

Nos dias de hoje, os sistemas de producdo intensiva de bovinos, com elevada carga animal,
sdo favoraveis ao desenvolvimento de infecBes que, consequentemente, obrigam ao recurso a
antimicrobianos, quer com fins terapéuticos, quer profilaticos ou metafilaticos, quer ainda ao
uso “off-label” ou “extra-label” criando condicOes ideais de pressdo seletiva nas bactérias
(Fabrega, Sanchez-Céspedes, Soto & Vila, 2008).

O uso profilatico refere-se ao uso de um ou mais antimicrobianos em animais saudaveis
considerados em risco de desenvolverem uma infecdo ou antes do inicio clinico de uma
doenca infeciosa; este tratamento inclui o controlo da disseminacdo de uma doenca infeciosa
clinicamente diagnosticada num grupo de animais e a prevencdo de uma doenca infeciosa que
ainda néo foi clinicamente diagnosticada (Codex Alimentarius Commission, Recommended
Code of Practice 61, 2005).

De referir que, frequentemente, quando se faz referéncia ao controlo de doenca, mais do que a
prevencdo da mesma, o conceito de metafilaxia pode ser usado em substitui¢cdo do conceito de
profilaxia, sendo definido como a medicacdo em massa de um grupo de animais com vista a
eliminar ou minimizar um surto de doenca ja identificado em alguns animais do efetivo (Coe

& Grooms, 2002).
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O uso terapéutico refere-se ao uso de um antimicrobiano com o proposito especifico de tratar
um animal ou animais com uma doenga infeciosa clinicamente diagnosticada (CAC/RCP 61,
2005). Por tltimo, a utilizagdo “off-label” envolve a administragdo do farmaco de outra forma
que ndo aquela descrita nas indicacdes de uso; isto inclui 0 uso em espécies diferentes, para
uma indicacao diferente ou numa dose diferente da recomendada (Moon et al., 2011).

Nas exploracdes leiteiras, a maior parte dos vitelos sdo retirados as mées logo no primeiro dia
de vida e seriam, idealmente, alojados separadamente de forma a controlar eventuais agentes
infeciosos, alimentados com leite de desperdicio ou leite de substituicdo por 6 a 8 semanas,
desmamados e depois acomodados em grupos (McEwen & Fedorka-Cray, 2002). Os
antimicrobianos nesta faixa etaria sdo usados, fundamentalmente, com o fim de tratar e
prevenir diarreia e pneumonia, ambas, doengas de relevancia nos vitelos de aptid&o leiteira.

Ja no que se refere a vacas leiteiras adultas e segundo McEwen e Fedorka-Cray (2002) a

principal causa da utilizacdo de antimicrobianos sdo as mastites.

3.3.1. Pressao seletiva

A pressao seletiva imposta pela exposi¢cdo aos antimicrobianos constitui um dos aspetos mais
relevantes na origem da crescente resisténcia a estes farmacos por parte das bactérias, uma
vez que a resisténcia se desenvolve como uma resposta a pressao exercida (WHO, 2011).
Estima-se que cerca de 50% do total da producédo de antimicrobianos (por peso) sejam usados
em animais e plantas, sendo 50-80% usados em alguns paises como promotores de
crescimento ou de forma profilatica e apenas o restante usado para fins terapéuticos (Fabrega,
2008).

O uso de antimicrobianos, quer para fins profilaticos quer para fins terapéuticos, causam esta
pressdo seletiva nas bactérias de origem animal (Fabrega, 2008).

Para que tal se verifique sdo, portanto, necessarias duas condi¢des: o seletor tem que estar
numa concentracdo gque possibilite a sobrevivéncia da bactéria, o que é comummente referido
como concentra¢do sub-inibitéria, e a substancia seletora tem que estar em contacto
prolongado com a populacédo bacteriana (Acar & Rostel, 2003).

Com o passar do tempo, e tal como sugeriu Darwin, 0s organismos resistentes sao favorecidos
face aos organismos suscetiveis ao efeito dos farmacos, tornando-o gradualmente ineficaz
(Laxminarayan, 2003).

O principal fator que contribui para o aparecimento de resisténcias a antimicrobianos em
bactérias indicadoras, como E. coli comensal, é a pressdo seletiva exercida pelo uso destes

farmacos em diferentes populagfes de animais produtores de alimentos.
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A pressdo seletiva imposta pela utilizacdo de antimicrobianos promove o aparecimento de
bactérias resistentes por dois motivos. Primeiro, porque ao haver uma pressdo seletiva havera
uma disseminacdo preferencial das bactérias resistentes pela existéncia de uma vantagem
competitiva sobre as bactérias suscetiveis e, segundo, porque a existéncia de uma pressdo
seletiva vai facilitar a disseminacao de possiveis genes de resisténcia entre as bactérias (Call,
Davis & Sawant, 2008).

Quando estes farmacos sdo administrados a animais, a resisténcia podera ser selecionada na
microbiota comensal intestinal, bem como noutros locais colonizados por agentes
patogénicos. Por outro lado, a resisténcia pode também diminuir em prevaléncia quando a
administracdo de um antimicrobiano é reduzida ou descontinuada, pois embora as estirpes
individuais possam reter 0s genes responsaveis pela resisténcia, estas serdo eventualmente
repostas por estirpes suscetiveis assim que a pressao seletiva for removida (Phillips et al.,
2004).

Segundo McEwen (2002) os esquemas de administragdo de antimicrobianos variam muito
mas, nalguns paises, a maioria dos animais de producdo recebe nalguma fase da sua vida e
muitos deles, por longos periodos de tempo estes farmacos em doses sub-terapéuticas.
Pensa-se que a pressdo seletiva derivada do uso destes agentes é maior durante a baixa-
dosagem e exposicdo a longo-prazo, caracteristica da utilizagdo como promotores de
crescimento e profilaticos (McEwen, 2002). Também a metafilaxia pode contribuir para a
promocdo da selecdo de bactérias resistentes (Lorenz et al., 2011). No entanto, também o uso
terapéutico, que requer elevadas doses em curtos periodos de tempo, pode contribuir para o
aparecimento de resisténcia (McEwen, 2002).

As bactérias entéricas de animais produtores de alimentos sdo particularmente expostas a
pressdo seletiva (McEwen, 2002), pelo que a ocorréncia de resisténcia a antimicrobianos em
microrganismos indicadores comensais, como E. coli, Enterococcus faecium e Enterococcus
faecalis, constitui um bom indicador da pressédo seletiva exercida pelo uso de antimicrobianos
na populacdo bacteriana intestinal de animais de producdo (EFSA & ECDC, 2011). Por outro
lado, estes microrganismos funcionam também como reservatorio de genes de resisténcia que
podem ser transferidos para outras bactérias patogénicas e/ou comensais (EFSA, 2008). Neste
contexto, a monitorizacdo de resisténcia a antimicrobianos em bactérias comensais como a E.
coli, isoladas de animais saudaveis, selecionados aleatoriamente e escolhidos para serem
representativos da populacdo em geral, pode fornecer informacgdo valiosa a respeito dos
determinantes de resisténcia presentes em bactérias de origem animal (EFSA & ECDC,

2011). Devem ser alvo desta monitorizagdo as classes de antimicrobianos criticamente
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importantes usados em medicina humana e em medicina veterinaria tal como a efetuada pelo

Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doencas (ECDC) (Figura 8).

Figura 8 — Percentagem de resisténcias de E. coli a Cefalosporinas de 3?2 geracdo verificadas nos
paises participantes (Fonte: ESAC-Net, 2012).
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3.3.2. Resisténcias

Uma consequéncia inevitavel do uso massivo de antimicrobianos é o aparecimento e
disseminacdo de bactérias resistentes e a transmissdo entre bactérias de genes de resisténcia
(Fabrega, 2008).

A resisténcia aos antimicrobianos é um problema global, com implicacfes em salde publica.
O seu uso generalizado permitiu as bactérias sobreviver e multiplicar-se sob a pressao dos
antimicrobianos devido a sua flexibilidade genética (Cohen, 1997; Kapil, 2005).

E considerada a presenca de resisténcia quando uma estirpe nio é suscetivel a uma
concentracdo clinicamente relevante de um antimicrobiano e/ou quando € demonstrado que a
estirpe dispde de mecanismos ou propriedades que possam tornar o antimicrobiano ineficaz
(Degener, 1999).

Apesar da natureza complexa da resisténcia aos antimicrobianos, a exposi¢éo a estes farmacos

é considerada o fator mais importante na origem e disseminacéo da resisténcia. Por contraste,
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quando a utilizacado de antimicrobianos ¢ reduzida ou abolida, pode ocorrer um decréscimo na
prevaléncia de isolados resistentes (Canton & Morosini, 2011).

A pressdo seletiva imposta pela exposicdo de uma populagdo bacteriana a um dado
antimicrobiano esta, assim, associada a resisténcia observada para esse farmaco (Alessiani et
al., 2009).

O seu uso pode ndo influenciar diretamente o aparecimento de resisténcias ao nivel das
bactérias, mas pode criar um ambiente com uma pressdo seletiva que favorece o aparecimento
de tais resisténcias (Fabrega, 2008). Estas podem surgir, ou ser adquiridas, a partir de
mutacdes a nivel cromossémico, transferéncia de plasmideos, transferéncia de genes entre
elementos genéticos no interior da bactéria, e transferéncia de genes entre bactérias (von
Baum & Marre, 2005). Esta capacidade de desenvolver mecanismos de resisténcia depende da
fisiologia das bactérias, das caracteristicas das mutacGes que podem ocorrer, da supremacia
dos genes de resisténcia adquiridos e do periodo de exposi¢cdo aos antimicrobianos (Van den
broucke-Grauls, 1993; Levy, 1998).

A transferéncia de genes de resisténcia entre bactérias pode dar-se por conjugacéo, transducéo
e transformacdo (Hawkey, 2008). A conjugacdo em bactérias Gram-negativas € um processo
replicativo em que a bactéria recetora adquire uma nova copia do plasmideo transferido e que
é mais significativo em populagdes bacterianas de grande densidade, como acontece no trato
intestinal (Rang et al., 2004). Na transducdo o ADN do plasmideo é envolvido num
bacteriofago e transferido para uma nova estirpe. A transformacdo ocorre em algumas
bactérias quando, em condicdes naturais, captam ADN livre do ambiente e incorporam-no no
seu genoma ou plasmideos (Hawkey, 2008).

Os mecanismos bioquimicos de resisténcia podem basear-se numa variedade de mecanismos,
podendo ser divididos em quatro categorias principais: alteracdo da permeabilidade da
membrana; expulsdo ativa do antimicrobiano (efluxo); modificacdo ou protecdo do alvo e
modificacdo ou inibicdo enzimatica do antimicrobiano. Todos estes mecanismos s&o
influenciados por proteinas e podem ocorrer simultaneamente num microrganismo (Fuchs et
al., 1994; Hancoch, 2005, Tenover, 2006; Sousa & Peixe, 2010).

Estas bactérias, comummente isoladas de fezes de animais, atuam como reservatorio de genes
de resisténcia a antimicrobianos havendo o risco desses genes serem transmitidos a agentes
patogénicos que entrem em contacto com elas. Assim, estas bactérias s@o consideradas boas
indicadoras do nivel de pressdo seletiva imposta nos animais pelo uso de antimicrobianos, e
podem dar uma ideia sobre o nivel de resisténcia que se pode esperar nos agentes patogénicos.

Ao analisar a prevaléncia da resisténcia na microbiota comensal de diferentes animais e na
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populacdo humana, torna-se possivel comparar essa prevaléncia entre espécies e identificar
transferéncias de resisténcia entre bactérias (Bogaard, 2000).

A monitorizacdo da resisténcia nestes organismos indicadores comensais permite, além de
determinar a taxa de resisténcia naquela populacdo, avaliar o efeito dos padrbes de uso de
antimicrobianos num determinado pais e numa determinada espécie animal (EFSA, 2011).
Segundo dados reportados ao ECDC, Portugal figura entre os paises da Europa com elevadas
taxas de resisténcia aos antimicrobianos em diferentes bactérias potencialmente causadoras de

infecdes graves no Homem como demonstrado, a titulo de exemplo, pelo Grafico 4.

Gréfico 4 — Proporcao de estirpes de E. coli resistente a fluoroquinolonas nos paises participantes
(Fonte: ESAC-Net, 2012).
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Num estudo de 2006, Berge e colaboradores avaliaram a influéncia da administracéo
profilatica de um antimicrobiano (tetraciclina) por via do leite e da administracdo terapéutica
de ceftiofur em vitelos no aparecimento de isolados de E. coli comensal multirresistente.
Houve uma presséo seletiva para a ocorréncia de E. coli multirresistente, surgindo 55% dos
isolados multirresistentes (resisténcia a dois ou mais antimicrobianos), 6% resistentes a um
antimicrobiano e apenas 39% dos isolados provaram ser sensiveis (Grafico 5). Foi entdo
comprovado, neste estudo, que a exposicdo dos animais a um determinado antimicrobiano
levou ao desenvolvimento de resisténcias nos isolados a mais do que um tipo de
antimicrobiano.
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Gréfico 5 - Ocorréncia de resisténcias em E.coli ap6s administracdo profilatica de um antimicrobiano
(tetraciclina) por via do leite e da administracdo terapéutica de ceftiofur em vitelos (Adaptado de:
Berge et al, 2006).
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No entanto também a situacdo inversa pode ocorrer, ou seja, a remogdo da fonte de pressdo
seletiva (exposi¢do a antimicrobianos) pode levar ao aumento de suscetibilidade nas bactérias
comensais intestinais. O estudo de Kaneene e colaboradores (2008) demonstra isso mesmo.
Kaneene avaliou se a remocdo da exposicdo subterapéutica dos vitelos a tetraciclina e a
neomicina iria aumentar a suscetibilidade dos isolados de E. coli e Salmonella spp. aos
antimicrobianos. Antes da suspensao da exposi¢cdo foram recolhidas varias amostras de fezes
e verificou-se que os isolados de E. coli e Salmonella spp. obtidos nestas amostras
evidenciaram uma elevada resisténcia a tetraciclina (> 77%). Os isolados obtidos ap6s a
remogdo do antimicrobiano demonstraram um aumento significativo na sua suscetibilidade.
Foi possivel entdo concluir que a interrupcdo da exposicao a antimicrobianos resultou num
aumento significativo de sensibilidade das bactérias tanto comensais como patogénicas.

Outra forma de avaliar a prevaléncia de resisténcias em E. coli comensal € comparar
exploragdes convencionais com exploracfes bioldgicas, onde a exposicdo a antimicrobianos é
muito mais reduzida. Sato, Bartlett e Saeed (2005) verificaram que os isolados de E. coli de
exploracBes convencionais de bovinos apresentaram valores significativamente mais elevados
de resisténcia do que as exploracGes bioldgicas a 7 dos 17 antimicrobianos testados
(ampicilina, estreptomicina, canamicina, gentamicina, cloranfenicol, tetraciclina e
sulfametoxazole). Porém, apesar das exploracdes bioldgicas estarem associadas a baixas
prevaléncias de resisténcias a antimicrobianos, as bactérias que desenvolveram resisténcias
persistem durante muitos anos nestas exploragfes, mesmo que ndo haja administracdo de
antimicrobianos, o que faz realcar o facto de que néo ser so a pressao seletiva imposta pelos
antimicrobianos que faz surgir as resisténcias em bactérias (Ball et al., 2000).

Devido a crescente importancia do tema em questdo, a EFSA, em conjunto com o ECDC,

possuem uma rede de monitorizacdo da prevaléncia das resisténcias de agentes patogénicos e
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elementos indicadores aos antimicrobianos, com base nos dados reportados pelos Estados
Membros.
No ultimo relatério emitido pela EFSA (2010), a prevaléncia das resisténcias, entre 0s anos de
2004 e 2007, nos Estados Membros para E.coli comensal de bovinos foi o expresso no
Quadro 4.

Quadro 4 - Niveis de resisténcia de Escherichia coli comensal aos nove antimicrobianos estudados
em bovinos, declarados por oito Estados Membros no ano de 2007 (Adaptado de: EFSA, 2010).

Antimicrobianos % de isolados resistentes
Tetraciclina 27 (n=1138)
Cloranfenicol 10 (n=1132)
Ampicilina 18 (n=983)
Ceftiofur 1 (n=248)
Cefotaxim 2 (n=761)
Sulfonamida 23 (n=1139)
Gentamicina 6 (n=886)
Ciprofloxacina 33 (n=701)
Acido Nalidixico 4 (n=1138)

Durante a ultima década o aparecimento de bactérias resistentes a estes antimicrobianos tem
vindo a aumentar rapidamente e bactérias como a E. coli comensal sdo agora alvo de elevada

monitorizacdo (EMEA, 2009).
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4. Objetivos

Uma vez que os leites de desperdicio sdo um recurso tentador e disponivel nas exploracdes

leiteiras para a alimentacdo de vitelos, tem-se o intuito de, com este trabalho, identificar

alguns dos potenciais riscos da sua administracdo e a sua contribui¢do para o desenvolvimento

de resisténcias em E. coli comensal.

Pretendeu-se, por isso:

Caracterizar as diferentes formas de maneio das exploracdes atraves da realizacdo de
um questionario.

Observar a prevaléncia de resisténcias de E. coli proveniente de fezes de vitelos,
determinando os isolados resistentes aos antimicrobianos em  estudo
(amoxicilina/acido clavulanico, ceftiofur, enrofloxacina, gentamicina, tetraciclina e
trimetoprim/sulfametoxazole).

Relacionar as préticas usuais das exploracGes com as resisténcias verificadas.
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5. Materiais e Métodos

5.1. Caracterizacao das exploracdes

Para a realizacdo deste trabalho recolheram-se amostras de fezes de vitelos de raca Holstein-
Frisia, bem como de leite de desperdicio de 37 exploracdes leiteiras pertencentes a Proleite -
Cooperativa de produtores de leite da zona centro litoral portuguesa, e de algumas
exploracdes do Ribatejo e Alto Alentejo.

No coletivo existem exploracbes bastante diferentes entre si, indo desde exploragdes
modernas e de grandes dimensdes (Figura9A) até pequenas exploracdes de caracter familiar
(Figura 9B), possuindo desde 16 até 715 vacas em ordenha, apresentando em média 160
animais em ordenha no dia da realizagcdo do questionario integrante deste trabalho (Anexo I).
No total existiam 13 explora¢es com menos de 50 animais, 10 que possuiam entre 50 e 100
animais e 14 com mais de 100 animais em lactacdo no momento de implementacdo dos

questionarios integrantes deste estudo.

Figura 9 — Exemplos de exploracGes estudadas (A e B).

(A) (B)

Também as préaticas de maneio e alojamento dos vitelos, nas exploracdes observadas, sao

bastante diversas (Figura 10 A e B).
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Figura 10 — Viteleiros de diferentes exploracGes (A e B).

5.2.Questionarios

Foram realizados questionarios em todas as vacarias estudadas de forma a caracterizar a
exploracdo e as suas praticas habituais.

O questionario foi constituido por 21 perguntas de escolha multipla ou resposta curta tendo
sido efetuado ao proprietario da exploracdo ou ao seu responsavel aquando duma visita a

exploracdo inserida no acompanhamento clinico ou reprodutivo da mesma (Anexo I).

5.3.Recolha de amostras

No decorrer do estagio foram colhidas amostras de fezes de vitelos, saudaveis e de ambos 0s
sexos, presentes nas 37 exploragdes em estudo, no periodo de 26 de Setembro de 2013 a 10 de
Margo de 2014.

No total recolheram-se 37 amostras de fezes de vitelos ndo desmamados.

As colheitas foram efetuadas por recolha direta a partir da ampola rectal removendo-se deste
modo uma pequena porc¢do de fezes para a qual contribuiram 5+1 vitelos para cada amostra.

A cada amostra foi atribuido um nimero correspondente ao seu registo (data, exploragdo, n°
de recolha, n° de animais que contribuiram).

As amostras foram mantidas congeladas até 3 de Marco de 2014 e transportadas para o

laboratdrio da FMV onde se efetuou o seu processamento e analise.

31



5.4. Analises efetuadas
5.4.1. Isolamento de Escherichia coli comensal

As amostras foram processadas para a pesquisa de E. coli, seguindo o protocolo seguidamente
descrito:

Homogeneizaram-se as amostras de fezes em 9ml de NaCl 0,9% (Merck, Darmstadt,
Alemanha).

Semeou-se, entdo, cada amostra com uma ansa de 10 pl por estria em placas de Agar
MacConkey Agar (Liofilchem, Itdlia). As placas foram entdo submetidas a incubacéo a 37
°C+1 °C durante 24h+3h (Figura 11 A e B).

Figura 11 — Placas de Agar MacConkey ap0s incubagéo.

(A) (B)

Posteriormente foram selecionadas, em cada placa, 5 colénias presumivelmente de E. coli,
avaliadas pela morfologia e cor, e repicadas individualmente para placas de Agar Columbia
(Biomérieux, Marcy I’Etoile, Franga). As placas foram entdo submetidas incubagdo a 37

°C+1° C durante 24h+3h (figura 12, A e B)

5.4.2. Identificacdo de isolados de Escherichia coli comensal

A partir das culturas puras obtidas, foi realizado, a cada uma, o teste presuntivo IMViC a fim
de se comprovar estarmos na presenca de culturas de E. coli.

Para tal, a cada isolado foi efetuada uma galeria IMVIiC (SIM-medium®, Merck, Darmstadt,
Alemanha; MR-VP broth®, Liofilchem, Italia; Simmons Citrate Agar®, Oxoid, Hampshire,
Inglaterra).
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Os tubos obtidos foram sujeitos a incubacdo a 37 °C+1°C durante 24h+3h sendo
posteriormente feita a sua leitura. Consideramos estar na presenca de culturas puras de E. coli

sempre que foi obtido o padrdo expresso no Quadro 5 e demonstrado na Figura 12.

Quadro 5 - Resultados de E. coli ao teste IMViC.

Testes IMVIC E. coli

MR-VP
MR +
VP -
Citrato de Simmons Agar

Citrato -

SIM Agar
Indol +
Mobilidade +
H2S -

Figura 12 — Padr&o obtido por E. coli ao teste IMViC.

5.4.3. Suscetibilidade aos antimicrobianos

A fim de avaliar a suscetibilidade dos isolados de E. coli aos antimicrobianos recorreu-se ao
método de Kirby-Bauer. Para tal foram usados discos (Oxoid, Hampshire, United Kingdom)
dos seguintes antimicrobianos: amoxicilina/acido clavulanico (20/10 pg), enrofloxacina (5
pg), gentamicina (10 pg), tetraciclina (30 pg) e sulfametoxazole/ trimetoprim (23,7/1,25 pg) e
ceftiofur (30 ug — Mast diagnostics, Merseyside, U.K).
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O teste foi feito em placas de Mueller-Hinton Agar (Condal, Madrid, Espanha), a partir de
colonias de cultura pura de E. coli homogeneizadas em 4 ml Soro Fisioldgico (Merck,
Darmstadt, Alemanha) de forma a obter uma turvacédo de 0,5 na escala de MacFarland.
As placas foram entdo submetidas a incubacdo a 37 °Cx1 °C durante 24h£3h (figura 13) e 0s
resultados foram interpretados de acordo com os critérios definidos no documento M31-A3
do (CLSI, 2008) (Quadro 6).

Figura 13 — Placa resultante do TSA.

Quadro 6 - Critérios de avaliagdo dos antimicrobianos utilizados segundo o Clinical Laboratory
Standards Institute, 2008.

Limite dos didametros (mm)

Antimicrobianos Sensivel Intermédio Resistente
AMC 218 14-17 <13
ENR >21 17-20 <16
CN >15 13-14 <12
TE >19 15-18 <14
SXT 216 11-15 <10
CFT* 221 18-20 <17

*Critério para Doenga Respiratéria Bovina — Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida e Histophilus
somni; e Mastite Bovina — Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberi e
Escherichia coli

Na sequéncia dos testes de sensibilidade a antimicrobianos (TSA) os resultados foram
analisados de acordo com os padrdes de resisténcia apresentados.
Foi também considerado que um isolado sem resisténcias € um isolado suscetivel, um isolado

resistente a um antimicrobiano possui resisténcia simples, um isolado resistente a dois
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antimicrobianos - resisténcia maltipla e isolados resistentes a trés ou mais - multirresistente
(Centeno, 2010).

5.5. Analise estatistica

Os resultados foram analisados através do programa Excel do Microsoft Office 2007®, para o
calculo de frequéncias e percentagens, e recorrendo ao freeware disponibilizado em
“vassarstats.net” onde foram testadas associacdes estatisticas através do teste de Qui
Quadrado quando os resultados eram superiores a 5 e 0 Teste Exato de Fischer quando os

resultados eram inferiores a 5 (considerando um erro de 5%).

6. Resultados

6.1. Questionarios

Nesta seccao apresentam-se os resultados obtidos a partir da analise das respostas dadas, pelos
inquiridos, ao questionario aplicado a 37 produtores.

A fim de ter uma ideia geral da dimensdo de cada exploracdo foi efetuada uma primeira
questdo com o intuito de se conhecer o “Numero de animais em lactagdo”.

Em média, as exploragdes estudadas apresentavam no dia de realizacdo do questionario, 160
animais em lactacdo, com um minimo de 16 e um maximo de 715.

Pode-se constatar que, quanto ao tipo de maternidade, 8% das exploracGes possuiam
maternidade individual, e 92% tinham maternidades de grupo.

No caso das maternidades de grupo, em média encontravam-se 14,4 animais adultos em
contacto com o animal aquando do parto (com um minimo de dois e um maximo de 60).

No que concerne a questdo quatro “Quanto tempo os vitelos ficam com a mae apos o parto?”’
foi possivel concluir que em 32% das exploraces, estes ficavam menos de uma hora com as
mées, em 49% ficavam entre uma e quatro horas, em 16% entre quatro e nove horas e em 3%
(apenas uma exploracdo) ficavam mais de 24 horas em contacto com a mée apds o parto.
Relativamente a questdo 5 “Qual o destino dado aos seus vitelos?”, e tendo em conta que o
destino dado aos vitelos varia com o sexo, constatou-se que, no caso dos machos, 24% das
exploracGes fazem a sua recria, e nos restantes 76%, as exploragdes vendiam os machos logo
que possivel. No caso das fémeas, verificou-se que a totalidade das exploracGes efetuava a

recria das vitelas.
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Quanto a pergunta 6 “Da leite mastitico aos vitelos?” e apos a andlise dos resultados
recolhidos e representados no Gréfico 6, verificou-se que 11% das exploragdes nao tinham
esta pratica, mas que nos restantes, o leite mastitico era de alguma forma utilizado na

alimentacéo dos vitelos.

Gréfico 6 - Distribuicdo da frequéncia da administracdo de leite mastitico.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0% T T T T 1

Anenhum Atodos  Séaos machos Séas fémeas A partir de
certaidade

No caso dos 33 produtores que administravam leite mastitico, este correspondia, em 19 das
explorac@es, a leite em intervalo de seguranca do antimicrobiano de secagem, em 30 delas a
leite durante o tratamento de mastites clinicas, em 26 a leite ap6s o tratamento de mastites
clinicas mas durante o intervalo de seguranca e em 23 a leite com descargas celulares
elevadas mas de animais sem estarem em tratamento. De referir que em 11 explora¢des todo o
leite de desperdicio, independentemente da sua proveniéncia, era utilizado na alimentacao de
vitelos.

Relativamente a questdo 6.1 “Efetua algum tratamento ao leite mastitico?”, pode-se constatar
que apenas uma das exploragdes efetuava a pasteurizacdo do mesmo.

Com a pergunta nimero 7 “Medica preventivamente os vitelos?” pretendia-se saber se 0s
vitelos eram medicados preventivamente e a que substancias 0s produtores recorriam
habitualmente para o efeito. Foi entdo possivel constatar que 73% das exploracdes ndo o
efetuavam e as restantes 27% que recorriam a essa pratica usavam, na sua maioria
aminosidina (Gabbrocol®, CEVA) ou toltrazuril (Baycox®, Bayer), a fim de prevenirem
diarreias neonatais.

Com as questdes 8 a 13 inclusive, pretendeu-se caracterizar a administracdo de colostro na

exploracéo.
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A partir dos dados recolhidos pelas respostas dadas a questdo 8 “ O colostro que administra
¢...” conclui-se que 92% dos produtores administravam colostro aos vitelos apenas da prépria
mde e o0s restantes 8% procediam a administragdo de uma mistura de colostro de varias vacas.
A partir das respostas dadas a questdo 9 “Como administra o colostro” pode-se concluir que
quanto a forma de administracdo do colostro, 43% utilizava tetina (balde com tetina/biberon),
3% recorria a entubacdo e os restantes 54% recorriam apenas a administracdo por balde.

A andlise da questdo 10 “ Quando comega a administra¢do do colostro?” permitiu recolher 0s
dados que se encontram expressos no Grafico 7.

Graéfico 7 — Percentagem de exploracGes divididas pelo tempo decorrido ap6s o parto até a
administracdo do colostro.
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Constatou-se que a maioria (62%) procedia a sua administracdo entre as 4 e as 6 horas ap6s o
nascimento do vitelo.

A partir da analise das respostas dadas a questdo 11 “Que quantidade de colostro administra
na primeira refeigao?” verifica-se que a quantidade de colostro fornecido variava de menos de
2 L em 24% das exploragdes, a valores entre 2 a 3L em 59% e entre 3 a 4L em 16% das
exploracdes.

Pode-se constatar, a partir das respostas dadas a questdo 12 “Quantas vezes administra
colostro no 1° dia?” que em 3% era dado uma Unica vez no primeiro dia, em 92% era
administrado por duas vezes no primeiro dia e em 5% era administrado mais do que duas
vezes.

Os dados recolhidos a partir das respostas dadas a questdo 13 “Durante quanto tempo
administra o colostro” permitem inferir que quanto a duracdo da administracdo do colostro
14% dos produtores administrava-o apenas no 1° dia, 27% entre um a trés dias e 0s restantes
59% por mais de trés dias.

A partir da analise dos questionarios foram recolhidos os dados referentes & questdo 14 “Apos
terminar a administracdo do colostro, quantas vezes por dia administra leite aos vitelos?” e
constatou-se que apos a administracdo do colostro, nas primeiras semanas de vida, em 100%
das exploragdes mantinham-se duas tomas diérias de leite.

As respostas dadas & questdo 15 “Que quantidade de leite administra aos vitelos por dia?”
permitem depreender que em 54% dos casos sdo administrados menos de 4 L, em 43% das

exploracGes entre 4 a 8L e nos restantes 3% sdo administrados mais de 8 L por dia.
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No que respeita a questdo 16 “O que utiliza para tratar as diarreias dos vitelos” pode-se
verificar, através do Grafico 8, que os mais utilizados eram os re-hidratantes orais e 0s

antimicrobianos por via sistémica ou oral.

Gréfico 8 - Tipo de medicacdo administrada em casos de diarreia.
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Por forma a caracterizar a introducdo de novos animais na exploracdo colocou-se a questdo
17: “Compra animais para introduzir na sua exploragdo?”. Pode-se constatar que 38% dos
produtores comprava animais para a sua exploracéo e 62% néo o fazia.

Pela analise dos resultados obtidos e referentes a questdo 17.1” Se sim, h quanto tempo foi a
ultima compra?”, constatou-se que nas exploracbes que efetuaram a compra de animais
(n=14), 53% realizaram-na no Gltimo ano, 27% nos ultimos dois anos e 13% nos ultimos dois
a trés anos.

As respostas dadas a questdo 17.2 “Quantos animais comprou nos ultimos 5 anos?” permitiu
inferir que destes, 29% compraram menos de 10 animais, 50% compraram entre 10 e 50
animais, 14% entre 50 a 100 animais e 7% mais de 100 animais.

Através da analise dos dados recolhidos com a questdo 17.3 “ Que tipo de animais
comprou?”, constata-se que em sete das exploracdes foram adquiridas novilhas pré parto
(nuliparas), em seis, novilhas pés-parto (primiparas) e em seis das exploragdes, vacas com
dois ou mais partos (multiparas).

Com a questdo 17.4 “Qual a sua origem?” verifica-se que estas provém do territorio nacional
em nove dos casos e em sete tém proveniéncia de um pais estrangeiro.

Os animais comprados em cinco explora¢@es tinham como origem uma Unica vacaria e nas
restantes doze foram adquiridas através dum negociante.

Quando inquiridos sobre o conhecimento da presenca de doengas infeciosas nas suas
exploragdes (questdo 18), foi possivel, apos analise dos dados recolhidos e registados no
Gréfico 9, reconhecer que um grande numero de exploracdes tinha conhecimento da presenca

de IBR e BVD. Foi também referenciado, em sete exploracdes, a presenca de Paratuberculose,
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numa de Mycoplasma bovis e em quatro a presenca de outra doencga, mais concretamente de

Neosporose (n=4) e Anaplasmose (n=1).

Grafico 9 - Distribuicdo das exploracBes que tém conhecimento de doencas infeciosas na

exploracédo.
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Com a questdo 19 “Tem algum plano de controlo destas doengas?” ficou-se a saber se 0S
produtores tinham planos de controlo das doencgas nas suas exploracdes, e quais. Concluiu-se
que em 81% destas, existia um plano de controlo das doengas presentes através de vacinagéo,
e em 19% delas néo.

A fim de aferir a suspeita da presenca de sinais de paratuberculose nos animais da exploragédo
efetuou-se a questdo 20 ““ No ultimo ano detetou na exploragdo vacas que se encontrassem
magras, com apetite ¢ com diarreia cronica sem cura?”. Pode-se verificar que 30% dos
inquiridos deu uma resposta afirmativa (em média trés animais por exploracdo) e 70%
responderam negativamente.

Para finalizar, a partir da analise da questdo 21 do questionario “Que bisnagas utiliza para o
tratamento de mastites?”, pode-se recolher os dados que se encontram expressos no Grafico
10.
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Graéfico 10 - Distribuicdo das bisnagas utilizadas para o tratamento de mastites (Principios ativos
correspondentes — Anexo 1)

Ubrolexin
Trimlac
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Soromicina
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Pathozone N2 de exploragdes
Nafpensal
Mamyzin
Lincocin
Kloxerate
Cooperclox
Cobactan
Cloxambiotic
Cefovet

Partindo dos resultados recolhidos foi possivel identificar que as bishagas habitualmente mais
usadas para o tratamento de mastites foram o Mamyzin® (23 exploragdes), Pathozone® (20
exploracdes) e Ubrolexin® (14 exploragdes) (Anexo 11).

6.2. Escherichia coli

6.2.1. Isolamento e identificacao de isolados de Escherichia coli

Das 37 amostras de fezes recolhidas ndo foi possivel realizar o estudo em causa em cinco
delas, uma vez que nédo se verificou qualquer tipo de crescimento bacteriano ou as colonias
obtidas ndo eram correspondentes em morfologia e cor com o esperado para E. coli em
MacConkey Agar (Liofilchem, Italia).

Das restantes 32, foram selecionadas, sempre que possivel, cinco colénias isoladas.

No total foram testadas 162 coldnias em galeria de testes IMVIC. Destas, 11 evidenciaram
resultados diferentes dos esperados para E. coli pelo mesmo método (Anexo Ill) ndo tendo
por isso sido utilizadas no restante trabalho.

Contribuiram, entdo, para este estudo cinco exploragdes com seis isolados, 21 exploracdes
com os cinco isolados pretendidos, uma exploracdo com quatro e quatro exploracbes com

apenas trés isolados, num total de 151 isolados em estudo.
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6.2.2. Suscetibilidade aos antimicrobianos

A todas as 151 amostras identificadas como E. coli, foi realizado um teste de suscetibilidade a
antimicrobianos cujos resultados foram interpretados de acordo com os critérios M31-A3 do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) (Anexo IV e V).

Foi possivel encontrar as seguintes percentagens dos isolados de E. coli resistentes aos
diferentes antimicrobianos: amoxicilina/acido clavulanico - 31,1%, enrofloxacina — 33,1%,
gentamicina — 17,2%, tetraciclina — 76,2%, sulfametoxazole/ trimetoprim — 49,7%, ceftiofur —
57,6% (Gréfico 11).

Grafico 11- Suscetibilidade dos isolados de E. coli aos diferentes antimicrobianos classificados em
sensivel (S), intermédio (1) ou resistente (R) ap6s TSA.
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Através da observacdo do Grafico 11, foi possivel concluir que a tetraciclina foi o
antimicrobiano ao qual foram detetados mais isolados com resisténcia e a gentamicina o
antimicrobiano ao qual foram detetadas menos resisténcias. Podemos entdo ordenar por
ordem decrescente de sensibilidade os antimicrobianos em estudo em: gentamicina,
enrofloxacina, amoxicilina/acido clavulanico, sulfametoxazole/ trimetoprim, ceftiofur e
tetraciclina.

No caso da enrofloxacina, gentamicina e amoxicilina/acido clavulanico a percentagem de
isolados sensiveis foi superior as resisténcias encontradas. Ja no caso da tetraciclina e do
ceftiofur o padrdo inverteu-se, apresentando estes uma maior percentagem de isolados
resistentes do que de sensiveis. No respeitante ao sulfametoxazole/ trimetoprim a
percentagem de isolados sensiveis e resistentes foi a mesma.

Caracterizando, de forma conjunta, as suscetibilidades verificadas para cada isolado podemos
verificar que 16 dos 151 isolados foram considerados suscetiveis (isolados sem resisténcias;

11%), 33 apresentaram-se com resisténcia simples (resistentes a um antimicrobiano; 21,9%),
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28 com resisténcia multipla (resistentes a dois antimicrobianos; 18,5%) e 74 multirresistentes
(resistentes a trés ou mais antimicrobianos; 49%) (Grafico 12).

Gréfico 12- Distribuicdo do padrao de suscetibilidades verificado, considerando que um isolado sem
resisténcias é um isolado suscetivel, um isolado resistente a um antimicrobiano possui resisténcia
simples, um isolado resistente a dois antimicrobianos - resisténcia multipla e isolados resistentes a trés
ou mais - multirresistente.
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Através do Grafico 13 pode-se analisar os padrdes de resisténcia verificados. A resisténcia
simples a tetraciclina foi o padrdo mais encontrado (n=25).

Grafico 13 — Padrao de resisténcias observadas nos isolados de E. coli
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De forma a estudar-se cada exploracdo individualmente, reuniram-se os resultados das
suscetibilidades dos isolados correspondentes a cada exploragdo (Quadro 7), tendo sido
possivel identificar quais os antimicrobianos que nédo revelaram qualquer tipo de resisténcia

(sensiveis) e quais apresentaram mais de trés isolados resistentes (mais resisténcias) em cada

exploracao.
Quadro 7 — Suscetibilidades verificadas nas 37 exploragdes em estudo.
Exploragéo Sensiveis Mais resisténcias
1 ENR EFT TE
2 ENR CN SXT AMC TE EFT
4 ENR CN AMC EFT TE
5 - ENR AMC TE EFT STX
6 ENR CN AMC TE EFT SXT
7 - ENR AMC TE EFT SXT
8 CN AMC ENR TE EFT
9 EFT AMC TE
10 ENR CN TE AMC EFT SXT
11 ENR CN AMC EFT TE
12 ENR CN AMC TE EFT SXT -
13 ENR CN EFT TE
15 CN ENR TE EFT
16 CN AMC ENR TE EFT SXT
17 ENR CN AMC -
18 - ENR AMC TE EFT SXT
19 ENR AMC TE
20 ENR CN AMC SXT TE EFT
21 AMC CN TE EFT SXT
22 - EFT
23 CN AMC TE EFT SXT
24 - ENR TE EFT SXT
25 - ENR CN AMC TE EFT SXT
26 CN EFT TE
27 ENR CN AMC SXT EFT
28 CN ENR AMC TE SXT
30 - ENR CN AMC TE EFT SXT
32 - TEEFT
33 ENR CN AMC EFT TE
35 ENT CN AMC EFT SXT TE
36 CN AMC EFT -
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Importa salientar que, apenas numa exploracdo, todos os isolados obtidos (n=5) eram
sensiveis a todos os antimicrobianos em estudo. Pelo contrario, em duas exploracdes, a
totalidade dos isolados obtidos eram resistentes a todos o0s antimicrobianos.

Também, em sete exploracbes, ndo foi possivel verificar qualquer antimicrobiano que
reunisse sensibilidade para todos os isolados obtidos na exploragdo. Mais uma vez verificou-
se que a tetraciclina foi o antimicrobiano com mais resisténcias por exploracéo.

Relacionando as praticas de maneio caracterizadas através do questionario, com as

suscetibilidades verificadas, foi possivel obter os resultados registados no gréafico 14.

Grafico 14 - Categorizacdo dos isolados de acordo com as praticas realizadas em cada exploracdo de
acordo com o numero de antimicrobianos a que apresentavam resisténcias.
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Concluiu-se que nas exploracGes em que era administrado leite de desperdicio, 10,1% dos
isolados eram sensiveis a todos os antimicrobianos testados, 17,6% apresentavam resisténcia
simples, 19,3% resisténcia multipla e os restantes 52,9% eram multirresistentes.

No caso em que ndo era dado leite de desperdicio, mas todos os animais eram medicados
preventivamente podemos subdividir os resultados de acordo com a pré-medicacdo efetuada
(toltrazuril e aminosidina) uma vez que os resultados obtidos no TSA sao bastante diferentes.
No caso de serem pré-medicados com toltrazuril os isolados foram na sua maioria suscetiveis
ou apresentaram resisténcias simples, enquanto no caso de ser administrada aminosidina,

100% dos isolados apresentavam multirresisténcias.
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No caso de exploracdes que recorriam as duas praticas em simultaneo verificaram-se 4,8% de
isolados sensiveis, 28,6% com resisténcia simples, 14,3% com resisténcia maltipla e 28,6%
com multirresisténcia.

A exploracdo que ndo medicava preventivamente os vitelos nem administrava leite de
desperdicio apresentou 80% de isolados com resisténcia simples e os restantes 20% com
resisténcia maltipla.

Posteriormente, foi analisada estatisticamente a dependéncia de algumas variaveis em estudo.

Foi possivel concluir que a administracdo de leite contendo residuos de antimicrobianos (em
exploracGes em que ndo era efetuada pré-medicacdo) apresentava uma relacdo estatistica
significativa com o aparecimento de isolados multirresistentes (p= 0.026). Também nas
exploragdes em que ndo era administrado leite de desperdicio verificou-se uma diferenca de
frequéncia de observacdo de multirresisténcias estatisticamente significativa (p= 0,01) entre
exploracGes que administravam profilaticamente aminosidina e as que ndo tinham esta
pratica.

No entanto, ndo foi possivel aferir estatisticamente qualquer tendéncia para o aparecimento de
isolados resistentes quando era administrado leite com residuos de antimicrobianos,
independentemente de ser efetuada pré medicacdo ou ndo, e quando se verificavam as duas
praticas em simultaneo

Relacionando o nimero de animais em lactacdo, em cada uma das exploracBes, com a
presenca de isolados multirresistentes constatou-se que o facto de existirem mais de 50
animais em ordenha estava associado a presenca de multirresisténcias (entre 50 a 100 animais
p= 0,004 e para exploragfes com mais de 100 animais p= 0,005). Tal ndo se verificou em

exploracdes que possuiam menos de 50 animais.
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7. Discussao

Discussao dos resultados

Com a realizagdo dos testes de sensibilidade a antimicrobianos, conseguiu-se obter uma
imagem geral sobre a resisténcia aos antimicrobianos presentes em E. coli de vitelos de
diferentes explorac6es do Pais (Anexo V).

O antimicrobiano que revelou maior percentagem de isolados resistentes foi a tetraciclina
(78,9%) o que é similar a identificada num estudo recente em isolados de E. coli provenientes
também de fezes de vitelos (Centeno, 2010).

Quanto as restantes percentagens calculadas, amoxicilina/acido clavulanico - 31,1%,
enrofloxacina — 33,1%, gentamicina — 17,2%, tetraciclina — 76,2%, sulfametoxazole/
trimetoprim — 49,7%, ceftiofur — 57,6% denotou-se um aumento das resisténcias em relacéo
ao obtido por Centeno em 2011. No entanto, no caso da enrofloxacina (35,6%) e
trimetoprim/sulfametoxazole (64,4%) a percentagem de resisténcias encontradas foi inferior
ao determinado neste estudo.

Comparando estes dados com os reportados por Portugal ao ESAC em 2012 (Gltimo relatério)
as aminopenicilinas tinham 59,4% de resisténcias, num total de 2152 isolados de E. coli
estudados, as fluoroquinolonas (enrofloxacina) 30,3%, os aminoglicosideos (gentamicina)
16,3% e as cefalosporinas de 32 geracdo (ceftiofur) 13,5%. Embora ligeiramente inferiores aos
resultados obtidos neste trabalho, para os aminoglicosideos (gentamicina) e fluoroquinolonas
(enrofloxacina), estes assemelham-se ao relatado. Ja no que concerne ao apresentado para as
cefalosporinas de 3% geracdo (ceftiofur) a percentagem de isolados resistentes apresentada
neste estudo foi muito superior ao relatado por Portugal a ESAC.

Foram verificados valores muito superiores de resisténcias comparativamente aos declarados
por oito Estados Membros no ano de 2007 a EFSA referentes a gentamicina (6%) e ao
ceftiofur (1%),

N&o sendo os restantes antimicrobianos abrangidos por esta monitorizacdo, podemos recorrer
ao relatério da ARBAO 1l relativo ao ano de 2003, onde a Itdlia e a Bélgica analisaram a
suscetibilidade de E. coli comensal a amoxicilina/acido clavulanico obtendo uma resisténcia
de 11% e de 26,1%, respetivamente. Os valores apresentados neste trabalho foram superiores
aos referidos.

Relativamente a tetraciclina, segundo a EFSA (2008), a percentagem de resisténcias a este
antimicrobiano é bastante discrepante nos varios paises, situando-se os valores obtidos neste

trabalho entre os relatados pela Holanda (67,32%) e a Franca (90,67%), estando de acordo

46



com o verificado por Kaneene e colaboradores (2008) num estudo também efetuado com
E.coli isolada de fezes de vitelo (> 77%). No entanto sdo muito superiores aos declarados a
EFSA por oito Estados Membros no ano de 2007 (27%).

Quanto ao trimetoprim/sulfametoxazole, os valores declarados pela Italia, Bélgica e Holanda
foram 28%, 60,9% e 9%, respetivamente (ARBAO, 2003), estando os valores obtidos neste
estudo mais préximo dos valores reportados pela Bélgica.

Os dois antimicrobianos que apresentaram maior percentagem de isolados resistentes foram a
tetraciclina e o ceftiofur (beta-lactamico).

As tetraciclinas sdo usadas recorrentemente, e de forma muitas vezes excessiva, por
possuirem um largo espectro de acdo, poucos efeitos secundarios e serem regra geral de baixo
custo . Isto levou ao aparecimento de resisténcia devido a uma pressao seletiva muito elevada
(Chopra & Roberts, 2001). Como consequéncia de uma utiliza¢do abusiva das tetraciclinas
em animais, quer em modo profilatico, quer terapéutico, observou-se a disseminagdo
generalizada dos seus mecanismos de resisténcia, o que podera justificar a elevada
percentagem de isolados de E. coli resistentes a tetraciclina.

Selim e Cullor em 1997 verificaram, usando testes comerciais de detecdo da presenca de
antimicrobianos, que 63% do leite de desperdicio era positivo a beta-lactamicos e a
tetraciclina. J& Langford (2003) detetou uma concentracdo média de 5,6 pl/kg (de 0,8 a 50,4
ul/kg) de antimicrobianos beta-lactdmicos no leite de desperdicio.

A exposicdo de bactérias a um antimicrobiano ndo implica que este tenha influéncia direta no
aparecimento de resisténcias mas origina uma pressao seletiva muito forte que potencia o
desenvolvimento de bactérias resistentes a diferentes antimicrobianos (Kaneene et al., 2008).
Varios estudos j& provaram que bactérias resistentes surgem, persistem e disseminam-se como
consequéncia de uma pressdo seletiva induzida pelo uso de antimicrobianos (Angulo et al.,
2000; De Francesco et al., 2004).

As resisténcias bacterianas ao sulfametoxazole/ trimetoprim (terceiro antimicrobiano com
uma maior percentagem de isolados resistentes - 49,7%) desenvolvem-se de modo lento e
gradual mas quando surgem sdo persistentes e irreversiveis. Esta associacdo de
quimioterapicos é muito utilizada, pelo seu largo espectro de acdo, sendo frequentemente
utilizada em animais de producdo como método de profilaxia (Gérniak, 2006). Podera ser esta
uma explicacdo para a percentagem elevada de resisténcia dos isolados de E. coli a este
antimicrobiano.

O uso generalizado e, por vezes, indiscriminado de antimicrobianos levou a emergéncia,

selecdo e disseminacdo de bactérias resistentes, de tal modo que a resisténcia aos
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antimicrobianos &, presentemente, uma das maiores ameacas para a Saude Publica (Direcao
Geral de Saude, 2010).

Sendo a E. coli comensal uma bactéria indicadora dos niveis de resisténcia a antimicrobianos
na microbiota intestinal de diferentes espécies animais (van den Bogaard & Stobberingh,
2000), é importante monitoriza-la devido ao potencial risco de saude publica que representa,
pela possibilidade de haver transferéncia de resisténcias a bactérias patogénicas (Guardabassi
etal., 2004).

Um melhor conhecimento do impacto de diferentes antimicrobianos, em diferentes nichos,
constitui um passo importante no controlo da emergéncia e disseminagdo da resisténcia em
geral (Costa, 2008).

Quase metade dos isolados obtidos neste estudo pode ser classificada como multirresistente
uma vez que sdo resistentes a pelo menos trés dos antimicrobianos utilizados. Esta grande
percentagem vem, no entanto, de encontro com o obtido noutros estudos recentes envolvendo
E. coli de diferentes proveniéncias (Centeno, 2011; Costa, 2011; Salazar 2011). J& no que
concerne a isolados suscetiveis (sensiveis a todos o0s antimicrobianos) o niumero obtido neste
trabalho € superior ao apresentado nos estudos acima referidos.

Vitelos jovens apresentam uma maior prevaléncia de E. coli comensal resistente do que
individuos adultos. Segundo Defrancesco (2004) e Sharma (2008), tal deve-se a elevada
exposicdo a diferentes antimicrobianos administrados como meio profilético, metafilatico ou
como meio terapéutico, a uma maior transmissdo fecal-oral e a um esforco elevado no
turnover da microbiota bacteriana do trato gastrointestinal. DeFrancesco (2004) demonstrou
esta diferenca obtendo 17% de isolados resistentes a pelo menos um antimicrobiano em vacas
adultas enquanto os vitelos apresentaram 72% de isolados resistentes a pelo menos um
antimicrobiano, sendo que nos dez padrdes de resisténcia mais comuns, nove eram padrdes de
multirresisténcia.

O aparecimento de bactérias multirresistentes, particularmente no caso da E. coli comensal, é
preocupante para a Salde Publica devido ao risco de disseminacdo de bactérias resistentes e
genes de resisténcia.

Quanto aos padr@es de resisténcia observados foi possivel concluir que a resisténcia simples a
tetraciclina foi 0 mais encontrado, ndo sendo possivel estabelecer nenhuma similaridade com
outros estudos (Centeno, 2011; Costa, 2011; Salazar 2011).

Tal como j& foi referido, o uso abusivo das tetraciclinas em animais apds a sua introdugdo no
mercado, levou a disseminagdo dos seus mecanismos de resisténcia (Kaneene, 2008). Sendo
este um antimicrobiano com largo espectro de acdo, boas caracteristicas de farmacocinética e

farmacodinamia e poucos efeitos secundarios (Chopra & Roberts, 2001) o aparecimento
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generalizado de resisténcias a este agente representa menos uma importante opcdo de
tratamento.

No que respeita a distribui¢do de suscetibilidades por exploracdo, ndo foi possivel estabelecer
nenhum padrdo de distribuicdo com excecdo de ser a tetraciclina o antimicrobiano com mais
resisténcias num maior numero de exploragdes. Uma vez que este antimicrobiano nao é
utilizado pela via intramamaria, a sua elevada presenca em leites de desperdicio (Selim e
Cullor em 1997) deve-se a sua excrecdo no leite apos ser administrado pela via parenteral no
tratamento de outras afecdes. Estes resultados, em termos praticos, dao informacdes Uteis que
podem vir a ser tidos em conta aquando da escolha de antimicrobianos a utilizar em cada
exploracéo.

Foi também possivel, com este trabalho, concluir que nas exploracbes em que era
administrado leite de desperdicio contendo residuos de antimicrobianos, o nimero de isolados
resistentes eram muito superiores, existindo, nestes casos, isolados multirresistentes. Foi
mesmo provada uma dependéncia entre estas variaveis. Nas exploracdes em que tal préatica
ndo era efetuada, embora estivessem presentes isolados resistentes, nenhum deles pode ser
considerado multirresistente.

Tal pode ser explicado pela pressdo seletiva imposta pela administracdo de leite de
desperdicio, contendo concentragdes desconhecidas de antimicrobianos, o que promove o
aparecimento de bactérias resistentes por dois motivos. Primeiro, porque ao haver uma
pressdo seletiva, havera uma disseminacdo preferencial das bactérias resistentes pela
existéncia de uma vantagem competitiva sobre as bactérias suscetiveis e, segundo, porque a
existéncia de uma pressdo seletiva vai facilitar a disseminacdo de possiveis genes de
resisténcia entre as bactérias (Call, Davis & Sawant, 2008).

No entanto, através dos resultados obtidos (elevada percentagem de resisténcias a tetraciclina,
enrofloxacina e gentamicina), antimicrobianos que ndo sdo vulgarmente utilizados via
intramamaria, indica que a utilizacdo destes nas exploragdes, e sua consequente presenca nos
leites de desperdicio, se deve a sua trivial utilizacdo noutras situacbes, ndo estando
diretamente relacionada com mamites e o seu tratamento.

Este resultado revela-se preocupante uma vez que o leite de desperdicio representa
aproximadamente 1 a 4% da producdo total das exploracfes (Duse, 2013) e é amplamente
utilizado para alimentacdo de vitelos, como foi possivel verificar como o questionario
implementado. A utilizacdo de leites de desperdicio deve ser pensada de forma ponderada e
consciente para cada exploragéo, pesando todos os beneficios e riscos da sua utilizacao.

No caso de exploracdes que ndo efetuavam a pratica acima descrita, mas procediam por
sistema a utilizacdo de pré-medicacdo, foi demonstrada uma expressiva diferenca entre a
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utilizacdo de toltrazuril (coccidiostatico) e aminosidina (antimicrobiano). Nos casos em que
era administrado este antimicrobiano de forma profilatica, foi possivel estabelecer uma
relacdo entre esta pratica e o aparecimento de isolados multirresistentes.

Contudo, ndo foi verificado um efeito cumulativo quando associada, a administracdo de leite
de desperdicio contendo residuos de antimicrobianos, com a pré-medicacdo com aminosidina.
A exposicdo dos animais a baixas doses de antimicrobianos, por longos periodos de tempo,
(como é o caso da utilizacdo da aminosidina de forma profilatica) pode selecionar resisténcia
aos antimicrobianos (McEwen, 2001) devendo, por isso, a necessidade do uso de
antimicrobianos de forma profilatica ser sempre considerada com prudéncia e preservada para
circunstancias especificas.

Verificou-se, também, uma relacdo entre o nimero de animais em lactacdo (dimensdo do
efetivo) e o aparecimento de isolados multirresistentes. Exploracbes com mais de 50 animais
em lactacdo revelaram possuir um maior risco de terem isolados de E. coli multirresistentes.
Com o aumento do numero de exploracfes de grandes dimensoes, esta € uma problemética
que deve ser tida em conta, pois nas mesmas condi¢fes 0 aumento da carga animal na
exploracdo esta diretamente relacionada com o aumento da pressdo microbiana existente na
mesma (Uhde, 2008).

Sendo o0 maneio de uma exploracdo um fator chave na producdo leiteira foi possivel, através
do questionario implementado, caracterizar alguns dos pontos mais relevantes para a
concretizacao deste trabalho.

Quanto a constituicdo do leite de desperdicio da exploracdo e a sua administracdo aos vitelos,
foi possivel perceber que na maioria das situacdes todos os leites ndo destinados a consumo
humano sdo, de alguma forma, aproveitados para alimentacdo dos vitelos. Tais praticas foram
também verificadas por Brunton (2012) e Duse (2013). No entanto, na Suécia (Duse, 2013),
foi demonstrado, na grande maioria das exploracGes, um especial cuidado em alimentar
apenas 0s machos com leites de desperdicio contendo residuos de antimicrobianos o que nédo
foi verificado neste estudo. O facto de este ser um recurso disponivel e a sua utilizacdo evitar
mais custos para a exploracdo justifica, na Otica do produtor, tais praticas. No entanto, 0s
riscos da sua administracdo devem ser conhecidos pelo produtor e a sua utilizacdo adaptada
de forma a minimizar o impacto na exploracao.

Observando a medicacdo normalmente utilizada para o tratamento de diarreias foi possivel
constatar que, de forma sistemética, 32 das exploracdes recorrem a administracdo de
antimicrobianos sistémicos/ orais para o seu tratamento o que, e particularmente no caso da
administracdo parenteral, apenas deveria ser usado em casos suspeitos de bacteriémia ou

quando se verificasse lesdo intestinal com invasdo microbiana (Stilwell, 2013). Em certos
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casos, a administracdo destes farmacos podera estar a ser feita de forma desnecessaria ou
inadequada, uma vez que a sindrome diarreia tem uma natureza multifatorial e varios agentes
podem estar implicados, as vezes em simultdneo, no mesmo animal/surto ndo necessitando
sempre de uma terapéutica antimicrobiana (Martins, 2011).

No ultimo ponto abordado no questionario, foram identificados os antimicrobianos (bisnagas
intramamarias) normalmente utilizadas para o tratamento de mastites nas diferentes
exploracbes. Destacam-se o Mamyzin® (estreptomicina+penetamato), utilizado com
regularidade em 62,2% das exploracbes, o Pathozone® (cefoperazona) em 54% e o
Ubrolexin® (cefalexina+canamicina) em 37,8% das exploragoes.

Estas percentagens sdo bastante superiores as obtidas por Bruton (2012) para antimicrobianos
intramamarios de primeira escolha no tratamento de mamites (estreptomicina+penetamato-
2%; cefoperazona 0,4%; cefalexina+canamicina 6,5%). O uso aleatério, indiscriminado e sem
aconselhamento veterinario, de bisnagas intramamarias, deve ser evitado e sempre que
possivel apenas utilizado apds realizagdo de TSA de forma a selecionar o antimicrobiano mais

adequado a cada caso.

LimitacGes do estudo e sugestdes para futuras investigacoes

Este estudo apresenta como principais limitacfes o facto de que, embora a amostra em estudo
seja razodvel, uma amostra maior daria sempre mais consisténcia a interpretacdo dos dados e
poderia, eventualmente, ter proporcionado a evidéncia de outras associagdes estatisticas. A
realizacdo do questionario nas exploracdes pode levar a que o produtor responda o que sabe
ser a hipotese “ideal” e ndo aquela que realmente pratica habitualmente o que pode deturpar
de alguma forma os resultados.

A nivel laboratorial revelou-se impossivel recolher os mesmos cinco isolados de E. coli por
amostra o que fez com que algumas explorac6es adquiram um peso estatistico superior.

No futuro seria importante dar continuidade ao estudo, nomeadamente:

e Estudar quais as implicacdes futuras destes resultados nas exploracdes e até mesmo na
Saude Publica, se o padrdo de resisténcias encontradas se manteria ao longo do tempo
nos animais em estudo e se seria coincidente com o encontrado em animais de outras
fases produtivas da exploragéo;

e Avaliar outros riscos da utilizagdo de leites de desperdicio, como a transmissédo de
agentes infeciosos;

e Aprofundar o estudo no sentido de encontrar solugbes acessiveis para a utilizacdo

deste recurso na alimentacéo de vitelos de forma mais segura.
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8. Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que, numa grande maioria das
exploracGes, o leite de desperdicio é utilizado na alimentacdo de vitelos. O estudo das
implicacdes da sua utilizacdo e possiveis solugdes para tornar 0 seu uso menos arriscado sao
pontos pertinentes a estudar e que acrescentam uma mais valia para a producao.

Neste estudo foi possivel observar uma grande percentagem de isolados que possuiam
resisténcias aos antimicrobianos em estudo, sendo a tetraciclina 0 que apresentava 0 maior
namero de isolados resistentes e a gentamicina o menor.

No caso da enrofloxacina, gentamicina e amoxicilina/acido clavulénico a percentagem de
isolados sensiveis foi superior a das resisténcias encontradas. Ja no caso da tetraciclina e do
ceftiofur o padrdo inverte-se apresentando estes uma maior percentagem de isolados
resistentes do que de sensiveis. No respeitante ao sulfametoxazole/ trimetoprim a
percentagem de isolados sensiveis e resistentes encontrada foi a mesma.

Foram registados neste trabalho 49% de isolados classificados como multirresistentes uma
vez que apresentavam resisténcia a trés ou mais dos antimicrobianos em estudo.

Foram também estabelecidos os padrbes de resisténcia dos isolados obtidos tendo sido a
resisténcia simples a tetraciclina o mais verificado.

Foi possivel concluir que a administracdo de leite de desperdicio contendo residuos de
antimicrobianos contribuiu para 0 aumento das resisténcias da E. coli de fezes de vitelos, em
particular de isolados multirresistentes. Também a administracdo de aminosidina de forma
preventiva estava associada a presenca de isolados multirresistentes. N&o se verificou, no
entanto, um efeito cumulativo entre a administracdo de leite de desperdicio e aminosidina.
Concluiu-se que a administracdo de leite de desperdicio contendo residuos de antimicrobianos
assim como a utilizacdo de aminosidina de forma profilatica estd relacionada com o
aparecimento de isolados multirresistentes.

Também quando o nimero de animais em lactacdo é superior a 50 foi demonstrado uma
maior probabilidade de a E. coli comensal possuir multirresisténcias.

Importa, entdo, pensar em solucdes para a utilizacdo destes leites, um recurso disponivel em

todas as exploragdes, de forma a minimizar os riscos da sua utilizag&o.
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ANEXOS

Anexo . Questionario implementado em cada exploracdo em estudo
Questionario

Exploracéo:
Local: Data:

Este questionario insere-se num trabalho de investigacdo a decorrer no ambito do Mestrado
Integrado em Medicina Veterinaria da Faculdade de Lisboa que tem por objetivo avaliar a
transmissao de agentes infeciosos através do leite dado aos vitelos e sua implicacdo no aumento de
resisténcias aos antibioticos.

1) N°de animais em lactacdo hoje:

2) A maternidade que possui na sua exploracéo é:

O Individual
O Grupo

3) Quantos animais adultos costumam estar na maternidade?

4) Quanto tempo os vitelos ficam com as mées apds o parto?
Menos de 1 hora

1 a4 horas

4 a9 horas

9a 12 horas

12 a 24 horas

Mais de 24 horas

Ooooooo

5) Qual o destino dado aos seus vitelos?

5.1) Machos: Recriad  VendaO
5.2) Fémeas: Recriad  VendaO

6) Da leite mamitico aos vitelos?

A nenhum

A todos

S6 aos machos

S6 as fémeas

A partir de certaidade  Qual?

ooooo

6.1) Se sim, provem de:

O Leite em intervalo de seguranca do antibiotico de secagem

O Leite durante o tratamento de mamites clinicas

OO Leite apds o tratamento de mamites clinicas mas durante o intervalo de seguranca
O Leite de vacas com descargas celulares elevadas, mas sem estarem em tratamento
O Outro:

6.2) Se sim, efetua algum tratamento ao leite mamitico? ~ Sim O Néo O
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6.3) Se sim, qual?
O Pasteurizacdo
O Acidificacdo
O Outro:

7) Medica preventivamente os vitelos? Sim O Néo O
7.1) Se sim, com:
O Gabbrocol
O Outro:

8) O colostro que administra é:
O Mistura de varias vacas
O SO da préopria méae
O Outro:

9) Como administra o colostro?

O Tetina
O Entubacdo
O Balde
O Outro:

10) Quando comeca a administracdo do colostro?
Primeiras 4h ap6s o0 nascimento

Entre 4 e 6h ap6s 0 nascimento

Entre 6 e as 9h apds o nascimento

Entre 9 e as 12h apds o nascimento
Mais de 12h apds o nascimento

ooooag

11) Que quantidade de colostro administra na primeira refeicdo?
O Menosde2L

O 2a3L
O 3a4lL
O Maisde4lL

12) Quantas vezes administra colostro no 1° dia?
O Uma
O Duas
O Mais de duas

13) Durante quanto tempo administra colostro?
O 1dia
O 1a3dias
O Mais de 3 dias

14) Apos terminar a administragdo do colostro, quantas vezes por dia administra leite aos vitelos?
O Uma
O Duas
O Mais de duas

15) Que quantidade de leite administra aos vitelos por dia?
O Menosde 4L
O 4a8L
O Maisde8L

16) O que utiliza para tratar as diarreias dos seus vitelos?
Antibiotico oral

Antibidtico sistémico

Re-hidratante oral

Re-hidratante sistémico

AINES

Outros:

Ooooooo
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19.

20.

21,

22,

17) Compra animais para introduzir na sua exploragdo?  Sim O N&o O

18.1) Se sim, ha quanto tempo foi a Gltima compra?

O
O
O
O

Ultimo ano
1a2anos

2 a3 anos
Mais de 3 anos

18.2) Quantos animais comprou nos Gltimos 5 anos?

O
O
O
O

Menos de 10
10a50

50a 100
Mais de 100

18.3) Que tipo de animais comprou?

ooono

Novilhas pré-parto
Novilhas pés-parto
Vacas de 22 barriga
Outros:

18.4) Qual a sua origem?

O
O

Nacional O Uma Unica vacaria
Estrangeiro O Negociante
O Outros:

Sabe se existe na sua exploracéo:

O IBR
O BVD
O Paratuberculose
O Micoplasma
O Outros:
Tem algum plano de controlo destas doengas? Sim O Néo O

20.1) Se sim, qual?

No ultimo ano detetou na sua exploragdo vacas que se encontrassem magras, com apetite e com diarreia
cronica sem cura? SimO Néo O
21.1) Se sim, quantas?

Que bisnagas utiliza para o tratamento de mastites?

OOooo0oOooooo

Trimlac

o O Synulox
Cloxambiotic O Sorogenta
Penicilina mista LIL O Kloxerate
Cefovet O Soromicina
Cobactan VL O Syvamast
Cooperclox O Mamyzin
Nafpenzal O Ubrolexin
Pathozone O Rilexine

Pirsue O Lincocin forte S
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Anexo I1. Principios ativos das bisnagas utilizadas no tratamento de mamites

Bisnaga
Cefovet®, Merial
Cloxambiotic®, Calier
Cobactan VL®, MSD
Cooperclox®, MSD
Kloxerate®, Zoetis
Lincocin Forte S®, Zoetis
Mamyzin®, Vetlima
Nafpenzal®, MSD
Pathozone®, Zoetis
Penicilina mista LIL®, Ceva
Pirsue®, Zoetis
Rilexine®, Virbac
Sorogenta®, Medinfar-Soroldgico
Sorocimicina®, Medinfar-Soroldgico
Synulox®, Zoetis
Syvamast®, Syva
Trimlac®, Bayer

Ubrolexin®, Vetlima

Substéancia ativa
Cefazolina
Cloxacilina + Ampicilina
Cefquinoma
Cloxacilina + Ampicilina
Cloxacilina

Lincomicina + Neomicina

Estreptomicina + Penetamato + Framicetina

Penicilina G + Estreptomicina
Cefoperazona
Penicilina + Estreptomicina
Pirlimicina
Cefalexina
Gentamicina
Penicilina + Estreptomicina
Amoxicilia + Acido clavulanico
Cloxacilina + Ampicilina
Sulfadiazina + Trimetropim

Cefalexina + Canamicina
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Anexo I11. Resultados do teste IMVIiC

Resultados IMVIiC

Ne° de Citrato

- VP Mobilidade H»S Indol E. coli
amostra Simmons

11 = =

=+ 1
'

1.2 - -

1.3 - =

1.4 - -

1.5 = =

2.1 - -

2.2 - =

2.3 - -

2.4 - -

2.5 - -

41 : -

S B S S R o o
1

42 - -

43 : -

4.4 - -

45 - -

51 - -

5.2 - -

5.3 - -

5.4 - -

|
1

5.5 - -

6.1 - - - -

6.2 - - - -

6.3 : - + -

6.4 - - - -

6.5 B - - -

7.1 - - - -

7.2 - - - -

7.3 - -

7.4 - -

1
N R e e e I IR R R R I E AR IR A A

+ |+
1

7.5 - -

7.6 = =

8.1 - -

8.2 = =

8.3 - -

8.4 B -

8.5 - -

9.1 = =

9.2 - -

9.3 = =

9.4 - -

B o T I S I S IS [ R o
1

9.5 = =

9.6 - -

10.1 - -

10.2 - -

10.3 = =

10.4 - -

ANANANANE VA NE NE N VA NE VA NENE NENENE A NE VA NE VA NE VA NENE VA N NE VA NE VA NE VA NE NE NE NE NENENE NE VA NE NE N NEN

1
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+ |+
1

10.5 = =
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N° de
amostra

Citrato
Simmons

VP

Mobilidade

H»2S

Indol

E. coli

111

11.2

11.3

114

115

12.1

12.2

12.3

12.4

12.5

13.1

13.2

13.3

o I o S o I o o B S

14.1

14.2

14.3

14.4

14.5

14.6

15.1

15.2

15.3

15.4

15.5

15.6

16.1

16.2

16.3

16.4

16.5

R o o I o I R S

17.1

17.2

17.3

+

17.4
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+

17.6
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+

18.2

+

+ |+ + ]
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18.4

18.5

+
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19.2

19.3
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+ |+ |+
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+

20.2
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5 -
ede | Sirato VP Mobilidade H2S Indol E. coli
20.3 - - + - + v
20.4 - - + - + v
20.5 - - i - i v
21.1 - - + - + v
21.2 - - + - + v
21.3 - - + - + v
214 = - + - + v
215 - - + - + v
21.6 - - + - + v
22.1 - - + . + v
22.2 - - - . + v
22.3 - - + - + v
22.4 - - - - - v
225 - - + - + v
22.6 = - + - + v
231 - - + - + v
23.2 - - + - + v
23.3 - - + - + v
23.4 - - + - + v
23.5 - - + - + v
24.1 5 = aF - + v
24.2 - - + - + v
24.3 - - + - = v
24.4 - - - - + v
24.5 - - + - + v
24.6 - - + - + v
25.1 - - - - n v
25.2 - - - - + v
25.3 - - + - + v
254 - - - - + v
255 - - - - - v
26.1 - - + - + v
26.2 - - + - + v
26.3 - - + - + v
27.1 - - + - + v
27.2 - - + - + v
27.3 - - + - + v
27.4 - - + - + v
27.5 - - + - + v
28.1 - - + - + v
28.2 - - + - + v
28.3 - - + - + v
28.4 - - + - + v
28.5 - - + - + v
30.1 - - + - + v
30.2 - - + - + v
30.3 - - i - i v
304 - - + - + /
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S -
ede | Sirato VP Mobilidade H2S Indol E. coli
30.5 - - + - i 4
32.1 - - + - + v
32.2 - - + - + v
323 - - + - + v
32.4 - - + - + v
325 - - + - + v
33.1 - - + - + v
33.2 - - + - + v
L - - + - + v
33.4 - - + - + v
335 - - + ) " v
35.1 - - + - + v
35.2 - - + ; + v
35.3 - - + - + v
35.4 - - + - i v
355 - - + - + v
36.1 - - + - i v
36.3 - - + - + v
36.4 - - + - i v
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Anexo V. Resultados dos TSA’s — didmetro dos halos observados

Resultados TSA
Diadmetro do halo (mm)
N° de ENR CN AMC TE EFT SXT
amostra
1.1 25 26 17 30 31 32
1.2 23 25 18 6 30 20
1.3 25 25 20 6 30 33
1.4 33 26 20 10 30 33
15 32 12 20 30 32 6
2.1 31 19 6 7 15 24
2.2 33 19 7 26 16 28
2.3 33 22 6 7 16 25
2.4 30 21 20 7 16 30
2.5 32 20 6 8 16 23
4.1 35 27 18 6 31 34
4.2 34 27 23 6 30 25
4.3 23 25 20 6 30 34
4.4 34 28 22 6 31 6
45 30 29 19 6 31 35
5.1 6 16 6 6 14 6
5.2 6 6 6 6 12 6
5.3 30 17 8 6 18 26
5.4 6 18 6 6 23 6
5.5 29 17 6 7 15 26
6.1 34 20 6 6 17 6
6.2 32 21 6 6 15 6
6.3 32 20 7 6 6 6
6.4 31 19 6 6 24 6
6.5 31 17 6 6 24 6
7.1 6 6 6 6 25 6
7.2 6 19 6 6 21 6
7.3 6 19 6 6 6 6
7.4 6 17 6 6 6 6
7.5 18 17 20 25 25 32
8.1 27 25 27 29 12 35
8.2 25 24 25 12 14 32
8.3 6 25 21 6 25
8.4 6 25 20 6 6 6
8.5 6 25 24 30 11 30
9.1 34 17 16 27 21 29
9.2 23 18 6 6 26 29
9.3 21 18 6 6 27 32
9.4 33 20 6 7 26 26
9.5 24 17 6 7 26 6
9.6 6 6 6 6 26 6
10.1 37 20 6 29 6 6
10.2 36 19 6 30 6 6
10.3 36 19 20 27 29 32
10.4 36 20 6 27 6 6
105 34 20 8 30 6 6
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N° de

. ENR CN AMC TE EFT SXT
11.1 30 18 21 8 25 14
11.2 33 17 20 6 24 20
11.3 30 20 27 6 25 15
11.4 31 17 25 6 25 20
11.5 30 20 25 6 24 21
12.1 31 18 26 16 25 30
12.2 22 18 27 25 25 20
12.3 21 17 25 24 23 17
12.4 19 18 20 19 24 31
12.5 30 19 18 19 25 31
13.1 31 20 15 6 29 6
13.2 31 20 25 10 25 33
13.3 24 25 19 7 28 29
15.2 27 27 26 6 6 35
15.3 6 17 23 6 14 6
15.4 6 25 22 6 10 30
15.5 29 25 22 6 16 24
15.6 6 25 23 28 8 29
16.1 6 26 16 6 16 6
16.2 6 26 18 6 15 6
16.3 6 26 18 6 16 6
16.4 6 26 19 6 13 6
16.5 6 26 18 6 12 6
17.3 33 21 24 8 14 28
17.5 32 20 22 26 6 6
17.6 31 20 20 27 29 6
18.1 6 20 6 6 6 6
18.2 6 7 6 6 13 6
18.4 6 19 6 6 6 6
18.5 6 6 6 6 6 6
19.1 30 17 20 25 24 30
19.2 28 18 20 25 23 30
19.3 29 18 25 6 25 30
19.4 25 13 22 6 26 6
19.5 28 19 24 14 20 30
20.1 33 20 25 8 25 31
20.2 33 20 25 8 14 31
20.3 31 19 25 10 14 32
20.4 31 19 25 10 14 30
20.5 31 20 25 6 14 31
21.1 33 13 21 6 6 6
21.2 36 12 21 6 6 6
21.3 37 12 20 6 6 6
21.4 37 13 24 6 6 6
215 6 6 25 6 20 6
21.6 8 21 23 6 12 6
22.1 33 24 24 13 6 30
22.2 33 21 23 21 6 34
22.3 6 10 15 6 15 6
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Diametro do halo (mm)

N° de

amostra ENR CN AMC TE EFT SXT
224 21 19 22 20 6 31
225 35 26 23 30 6 35
22.6 32 24 24 29 6 33
23.1 36 26 24 6 11 6
23.2 32 25 20 6 15 6
23.3 10 27 22 6 16 6
23.4 36 29 24 6 12 6
235 35 25 24 6 9 6
24.1 6 10 15 6 6 6
24.2 6 10 15 6 6 6
24.3 6 10 16 6 6 6
24.4 6 26 15 6 14 6
24.5 6 11 16 6 10 6
24.6 6 11 16 6 10 6
25.1 6 6 6 6 6 6
25.2 6 6 6 6 6 6
25.3 6 6 6 6 6 6
25.4 6 6 6 6 6 6
255 6 6 6 6 6 6
26.1 30 25 21 6 28 25
26.2 6 23 18 6 25 6
26.3 6 23 17 6 28 6
27.1 31 21 20 14 16 29
27.2 34 19 22 16 16 30
27.3 31 19 21 14 18 29
27.4 30 18 20 17 15 30
27.5 32 20 21 17 16 30
28.1 6 21 10 7 19 6
28.2 6 21 8 6 10 6
28.3 6 21 8 7 19 6
28.4 31 18 19 23 16 30
28.5 6 20 8 7 30 6
30.1 32 20 22 24 17 31
30.2 6 6 6 6 6 6
30.3 6 6 6 6 6 6
30.4 11 6 6 6 6 6
30.5 18 6 7 6 6 6
32.1 32 25 10 31 12 23
32.2 33 11 22 6 6 16
32.3 6 22 20 6 6 6
32.4 34 8 22 6 18 6
325 36 27 11 28 15 27
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Diametro do halo (mm)

N° de ENR CN AMC TE EFT SXT
amostra

33.1 32 17 30 34 30 38
33.2 32 15 29 30 32 38
33.3 34 16 24 6 32 6
33.4 38 16 28 6 31 36
33.5 38 17 32 10 32 36
35.1 40 18 30 6 33 28
35.2 34 17 30 6 30 26
35.3 36 17 30 6 30 28
35.4 32 17 30 6 30 28
355 34 16 28 6 30 26
36.1 36 16 34 34 34 36
36.3 36 17 29 34 31 34
36.4 6 18 24 8 32 6
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Anexo V. Resultados dos TSA’s — suscetibilidades.

Resultados TSA

RS

RS

RS

RM
MR

RM
MR

RM
MR

RS

RS

RS

RM
RS

MR

MR

RM
MR

MR

MR

MR

MR

MR

MR

MR

MR

MR

MR

RS

RM
MR

MR

RM

RM
RM
RM
MR

MR

MR

MR

MR

MR

SXT

EFT

TE

AMC

CN

ENR

N° de
amostra

1.1

1.2
1.3
1.4
1.5

2.1

2.2

2.3
2.4
2.5
41

4.2

43

4.4
4.5

51

5.2

5.3

54
55
6.1

6.2

6.3

6.4
6.5
7.1

7.2

7.3

7.4
7.5
8.1

8.2

8.3

8.4
8.5
9.1

9.2

9.3

9.4
9.5
9.6

10.1

10.2

10.3

10.4

10.5
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RM
RS

RM
RS

RS

RM
RS

RS

RM
MR

MR

RM
RM
MR

MR

MR

MR

MR

MR

RM
RM
RS

MR

MR

MR

MR

RS

RM
RS

RM
RM
RM
RM
RM
MR

MR

MR

MR

MR

MR

RM
RS

MR

RS

RS

RS

MR

MR

MR

SXT

EFT

TE

AMC

CN

ENR

N° de
amostra

111

11.2

11.3

114

11.5

12.1

12.2

12.3

12.4

12.5

13.1

13.2

13.3

15.1

15.2

15.3

15.4

155

15.6

16.1

16.2

16.3

16.4

16.5

17.3

17.5

17.6

18.1

18.2

18.4

18.5

19.1

19.2

19.3

19.4

19.5

20.1

20.2

20.3

20.4

20.5

21.1

21.2

21.3

21.4

215

21.6

22.1

22.2

22.3

22.4

22.5

22.6

23.1

23.2

23.3
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N° de

ENR CN AMC TE EFT SXT *

amostra
23.4 S S S R R R MR
23.5 S S S R R R MR
24.1 R R | R R R MR
24.2 R R | R R R MR
24.3 R R | R R R MR
24.4 R S I R R R MR
24.5 R R | R R R MR
24.6 R R I R R R MR
25.1 R R R R R R MR
25.2 R R R R R R MR
25.3 R R R R R R MR
25.4 R R R R R R MR
25.5 R R R R R R MR
26.1 S S S R S S RS
26.2 R S S R S R MR
26.3 R S | R S R MR
27.1 S S S R R S RM
27.2 S S S | R S RS
27.3 S S S R | S RS
27.4 S S S | R S RS
27.5 S S S | R S RS
28.1 R S R R I R MR
28.2 R S R R R R MR
28.3 R S R R I R MR
28.4 S S S S R S RS
28.5 R S R R | R MR
30.1 S S S S R S RS
30.2 R R R R R R MR
30.3 R R R R R R MR
30.4 R R R R R R MR
30.5 | R R R R R MR
32.1 S S R S R S RM
32.2 S R S R R S MR
32.3 R S S R R R MR
324 S R S R | R MR
325 S S R R R S MR
33.1 S S S S S S S
33.2 S S S S S S S
33.3 S S S R S R RM
33.4 S S S R S S RS
335 S S S R S S RS
35.1 S S S R S S RS
35.2 S S S R S S RS
35.3 S S S R S S RS
354 S S S R S S S
355 S S S R S S RS
36.1 S S S S S S S
36.3 S S S S S S S
36.4 R S S R S R MR
Legenda:

R- E. coli resistente ao antibiotico; 1- Sensibilidade intermédia; S- E. coli sensivel ao antibiético

*S-suscetivel; RS-resisténcia simples (1 AB);RM-resisténcia multipla (2 AB); MR-Multirresisténcias (3ou +AB)
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