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Resumo

A mastite é uma doenca de grande importancia e frequéncia, constituindo uma das
principais causas de perdas econdmicas nas exploracdes de bovinos leiteiros. O tratamento
tem por base a utilizagdo de antibioterapia, com prévia identificacdo dos agentes etiol6gicos
que lhe d&o origem, bem como a determinacdo da sensibilidade aos antibidticos “in vitro”
para que o tratamento seja mais efetivo. No presente trabalho foi determinada a prevaléncia de
agentes bacterianos a partir de amostras de leite mamitico, bem como a sua sensibilidade a
agentes antimicrobianos a partir de exploracGes de bovinos leiteiros de Sdo Miguel, Agores.
Num primeiro estudo retrospetivo, entre o periodo de Mar¢o de 2015 e Junho de 2016, 0s
agentes mais frequentemente isolados foram Escherichia coli, 42,4% (n=708), Streptococcus
uberis, 24,5% (n=409), Enterococcus spp., 17,2% (n=288), Staphylococcus coagulase
negativo, 11,3% (n=188), Streptococcus spp., 11% (n=184). No segundo estudo prospetivo
(2018), observou-se que as proporcdes de sensibilidade alta, intermédia e resisténcia
considerando todos os discos testados (n=725), foram de 52,0% (n=377), 42,2% (n=306) e
5,8% (n=42), respetivamente. As maiores proporcdes de atividade antimicrobiana foram
observadas em discos de danofloxacina (75,3%), seguidas por amoxicilina-acido clavulanico
(59,5%), cefalexina (55,6%), ampicilina (55,3%) e cefquinoma (53,6%). Inversamente, a
menor atividade antimicrobiana foi observada em cefazolina e trimetropim-sulfametoxazol
(25% cada). Uma alta proporc¢éo de resisténcia foi observada para trimetropim-sulfametoxazol
(25,0%) e espiramicina (24,5%). A danofloxacina foi o antimicrobiano eleito para
Escherichia coli (87,5%), demonstrando também alta atividade (> 50%) para Streptococcus
uberis e Staphylococcus coagulase negativo. Conclui-se que os isolados bacterianos obtidos a
partir de leite mamitico de vacas leiteiras micaelenses apresentam elevada propor¢do de
resisténcia as classes de sulfonamidas e de macrélidos, e inversamente, elevada sensibilidade

a fluoroquinolonas.

Palavras-chave: bovinos leiteiros, mastite, agentes etioldgicos, sensibilidade, resisténcia a

antimicrobianos.



Abstract

Mastitis is a disease of great importance and frequency and is one of the main causes
of economic losses in dairy cattle farms. The treatment is based on the use of antibiotic
therapy, hence the importance of identifying the etiological agents that give rise to it, as well
as the sensitivity to antibiotics so that the treatment is more effective. In the present work, the
prevalence of bacterial agents from milk samples with mastitis was determined, as well as
their sensitivity to antimicrobial agents from dairy cattle farms of Sdo Miguel, Azores. In a
first retrospective study, between March 2015 and June 2016, the most frequently isolated
agents were Escherichia coli, 42,4% (n=708), Streptococcus uberis, 24,5% (n=409)
Enterococcus spp., 17,2% (n=288), coagulase negative Staphylococcus, 11,3% (n=188),
Streptococcus spp., 11% (n=184). In the second study (2018), it was observed that the
proportions of sensitivity, intermediate and resistance considering all discs tested (n=725)
were 52,0% (n = 377), 42,2% (n = 306) and 5,8% (n=42), respectively. The highest
proportions of antimicrobial activity were observed on danofloxacin disks (75,3%), followed
by amoxicillin-clavulanic acid (59,5%), cephalexin (55,6%), ampicillin (55,3%) and
cefquinome (53,6%). Conversely, the lowest antimicrobial activity was observed in cefazolin
and trimethoprim-sulfamethoxazole (25% each). A high proportion of resistance was
observed for trimethoprim-sulfamethoxazole (25,0%) and spiramycin (24,5%). The
danofloxacin was the antimicrobial agent chosen for Escherichia coli (87,5%), also showing
high activity (> 50%) for Streptococcus uberis and coagulase negative Staphylococcus. It is
concluded that the bacterial isolates obtained from milk samples with mastitis from dairy
cows presented a similar resistance to the classes of sulfonamides and macrolides, and

conversely, a high sensitivity to fluoroquinolones.

Key words: dairy cattle, mastitis, etiological agents, sensitivity, antimicrobial resistance.
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I.  Reviséo bibliografica
1. A Mastite

A mastite é a inflamacdo da glandula mamaria que se caracteriza por apresentar
alteracOes patoldgicas no tecido glandular e uma série de modificagdes fisico-quimicas no
leite. As mais comummente observadas sdo alteracdo de coloracdo, aparecimento de coagulos
de leite e presenca de grande numero de leucocitos (Radostits, 2000). Entre as diversas
doengas que afetam o rebanho leiteiro, esta enfermidade destaca-se pela sua frequéncia e
perdas econdmicas como o descarte do leite, a queda da producdo leiteira, 0s gastos com
antibioticos e, eventualmente, o refugo do animal (Smith, 2006).

A etiologia desta doenca pode ser ter origem toxica, traumatica, alérgica, metabolica
ou infeciosa. No entanto, as principais causas sdo as de origem infeciosas destacando-se as
bactérias pela maior frequéncia, além de fungos, algas e virus (Radostits, 2000). De facto, a
mastite bovina ¢ uma doenca de grande importancia, sendo normalmente causada por uma
infecdo bacteriana ascendente (Kubota et al., 2007). Os agentes bacterianos podem ainda ser
classificados em dois grupos epidemioldgicos: contagiosos (Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Corynobacterium bovis e Mycoplasma
bovis, entre outros) e ambientais (E. coli e o Streptococcus uberis, entre outros), consoante o
seu modo de transmissdo e fonte de infecdo (Radostits et al., 2002; Smith, 2009). S&o
habitualmente estes agentes 0s que maiores entraves colocam aos produtores e aos
veterinarios no controlo de mamites (Teixeira et al., 2008).

Para fazer uma correta abordagem a mastite, implementando programas de prevencéo
e protocolos de tratamento adequados, é necessario um correto diagnéstico. Existem varios
métodos de detecdo de mastites, sendo a cultura bacteriolégica, no entanto, o meio
diagnostico gold standard (Smith, 2009; Malek dos Reis et al., 2011). A partir deste método é
possivel fazer a identificacdo dos agentes causadores de mastite e, posteriormente,
antibiogramas para implementacdo de protocolos de tratamento e prevencdo adequados.
Sendo a mastite uma doencga maioritariamente causada por bactérias, 0 seu tratamento baseia-
se, essencialmente, no uso de agentes antimicrobianos. A sua utilizacdo deve ser comedida,
cabendo ao Meédico Veterinario passar essa informacao aos produtores (Quinn et al., 2011).

Existe uma grande variedade de antibidticos utilizados no tratamento de mastite, cuja
escolha é realizada em funcdo do agente envolvido. Esta baseia-se nos resultados do

antibiograma e teste de sensibilidade in vitro, os quais nos indicam qual o farmaco
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antimicrobiano mais adequado. No entanto, numa primeira fase, a escolha pode ancorar-se no
historial do rebanho e nos sinais clinicos (Quinn et al., 2011). As preocupac0es relativas ao
impacto da utilizacdo de antimicrobianos em exploragdes pecuarias, e neste caso concreto, da
producdo de leite, devido as emergentes resisténcias, sdo cada vez maiores (Call et al., 2008).
No entanto, a relagdo entre a utilizacdo de antimicrobianos e o desenvolvimento de
resisténcias pode ndo ser totalmente claro (Call et al., 2008; Saini et al., 2012). O facto da
utilizacdo de antimicrobianos ser um fator que sempre contribuird para o desenvolvimento de
resisténcias (Call et al., 2008) leva a implementar programas de qualidade de leite para que
estes sejam aplicados de forma correta. Desta forma, interessa saber a situagdo atual da
distribuicdo de agentes bacterianos presentes no leite e respetivas resisténcias em vacas com

mastites.

1.1. Importancia econdmica das mastites

A mastite é a doenca com maior importancia econémica na exploracao leiteira (Bexiga
et al., 2005). Segundo Ribeiro et al. (2003) as perdas resultam tanto de mastites clinicas como
de mastites subclinicas. No entanto, a maioria dos produtores ndo se apercebe das grandes
perdas dado que esta doenca raramente causa mortalidade (Ravaomanana et al., 2004).

As perdas resultantes das mastites tém a ver com custos que se encontram, direta ou
indiretamente, relacionados com a circulacdo da doenca na exploracdo. Nas perdas diretas
estdo incluidas a perda da producéo leiteira, gastos com tratamentos médico-veterinarios e
farmacos. Enquanto, os custos que se geram indiretamente correspondem a diminuicdo da
producdo leiteira durante a restante lactacdo, por lesbes na glandula, penalizacbes por
aumento no numero de células somaticas e alteracdo dos parametros quantitativos (proteina e
gordura), necessidade de aumento de mdo-de-obra para tratamentos e cuidados adicionais,
maiores percentagens de refugo e reposicdo, vacas de refugo com menor peso da carcaga,
maior intervalo entre partos (menos nascimentos), bem como, reduc¢do do potencial genético e
mortes (Blowey et al., 1999).

Varios estudos foram realizados em diversos paises devido aos avultados prejuizos
provocados pelas mastites. Estudos recentes demostram que, por exemplo, em Espanha o
custo de uma mastite equivaleria a uma perda de 190 a 200 euros por vaca ano (Baucells,
2015). Noutro estudo efetuado em 2001, em Franca, 0 prejuizo por vaca acometida por

mamite clinica rondou os 78 euros (Seeders et al., 2003).



A grande maioria dos produtores ndo tem consciéncia de que se trata apenas da ponta
do iceberg e de uma pequena parte do custo real da doenga (Baucells, 2015). Por cada caso de
mastite clinica, ha 15 a 40 casos de mastite subclinica que, de forma lenta, oculta e latente,
causam o maior impacto economico devido a uma perda na producéo (Baucells, 2015).

A contagem de células somaticas € o pardmetro de avaliagdo leiteira mais diretamente
relacionado com a incidéncia de mamites numa exploragdo, pois estas refletem a resposta
imunitaria do animal a infecdo (Teixeira et al., 2008). As perdas sdo diretamente
proporcionais a percentagem de quartos infetados com mamite tendo em consideracao o

efetivo animal em producéo (Teixeira et al., 2008).

2. Agentes etioldgicos de Mastites

2.1. Classificacao dos agentes etioldgicos/ Classificacédo epidemioldgica

A mastite € uma doenca com agentes etioldgicos bem identificados, que resulta da
interacdo de trés fatores: agente etiologico, meio ambiente e animal (Radostitis, 2000).
Embora possam ter origem em causas fisicas, quimicas, fisiologicas ou microbioldgicas
(Teixeira et al., 2008) a etiologia das mamites é complexa e multifatorial (Anaya-Lopez et al.,
2006).

Embora existam fungos, algas e virus que possam provocar mamites, 0S
microrganismos predominantes sdo de origem bacteriana existindo mais de 200 diferentes
microrganismos deste tipo (Teixeira et al., 2008).

Os agentes etiologicos podem ser classificados, classicamente, segundo a sua
patogenia em agentes “maiores” e “menores”. Os agentes maiores sdo aqueles que estdo
geralmente associados a mastites clinicas, tais como o Str. agalactiae, St. aureus, Str. uberis,
Str. dysgalactiae, coliformes (como por exemplo, Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp. e Citrobacter spp.) e Pseudomonas spp. Micoplasma, prototecas e
leveduras, sdo também considerados agentes “maiores”. Em suma, os agentes “maiores” sdo
0S que provocam um impacto consideravel na salde da vaca, na qualidade do leite e na
produtividade (Zadoks and Fitzpatrick, 2009).

Os agentes “menores” sdo aqueles que se encontram normalmente na pele do ubere e
gue podem ser considerados como fazendo parte da flora bacteriana do Ubere. Estes
microrganismos apresentam uma interacdo muito complexa com o Ubere e podem estar

associados a elevadas CCS. Neste grupo estdo incluidas as bactérias Staphylococcus
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coagulase negativo (SCN) e Corynebacterium bovis. Estas bactérias produzem substancias
anti-bacterianas que podem proteger a glandula mamaria de infecBes por agentes maiores e
exercer efeitos de inibi¢do por competitividade (Biggs, 2009).

Os SCN tém assumido mais recentemente um papel importante na ocorréncia de
mastites em vacas leiteiras.

De modo geral, e tendo em consideracdo a fonte proveniente da infegdo, a mastite
pode-se subdividir em duas grandes categorias (Tabela 1): mastite contagiosa e mastite
ambiental (Radostitis et al., 2000; Smith, 2002). E importante referir, que esta divisio envolve
a epidemiologia dos agentes considerando principalmente as superficies/locais onde 0s
agentes etiologicos podem ser isolados e a forma como estes se transmitem de vaca para vaca
ou 0 modo como infetam o animal. Deste modo, facilmente se compreende que a profilaxia

das mamites esta relacionada com estes aspetos.

Tabela 1 - Agentes bacterianos causadores de mastite: microrganismos contagiosos e ambientais
(Teixeira et al, 2008).

Microrganismos contagiosos

Microrganismos ambientais

Staphylococcus aureus
Streptococcus agalactiae
Streptococcus dysgalactiae
Corynebacterium bovis
Mycoplasma spp.

Escherichia coli
Streptococcus uberis
Pseudomonas aeruginosa
Citrobacter spp.
Enterobacter spp.
Klebsiella spp.

Bacillus cereus

Bacillus licheniformis
Pasteurella spp.
Streptococcus faecalis
Fungi spp.

Streptococcus spp. (excepto Str. agalactiae)

A mastite ambiental surge quando o reservatério de agentes bacterianos ndo se
encontra na glandula mamaria, mas sim no ambiente que rodeia o animal. Neste tipo de

mastite ndo e necessario haver um animal com a glandula mamaria infetada para perpetuar a
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doenca dentro da exploracdo. A cama, a &gua contaminada, a matéria fecal ou fomites servem
de reservatdrio aos microrganismos capazes de originar a doencga se penetrarem na glandula
mamaria (Smith, 2002). As bactérias coliformes Gram negativas sdo as mais prevalentes desta
categoria de mastites, e incluem: Escherichia coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp., e ainda
outras com significado clinico, tais como, o género Pseudomonas, Serratia e Proteus
(Radostits et al, 2000; Smith, 2002). Diferentes espécies de Estreptococos ambientais podem
também estar envolvidos nesta categoria, sendo Str. uberis o agente isolado e identificado
com maior frequéncia.

A mastite contagiosa surge quando 0s microrganismos contagiosos se disseminam a
partir de quartos infetados para 0s outros quartos ou para outras vacas. O principal habitat das
bactérias causadoras de mastites contagiosas é o préprio Ubere ou lesbes do teto. Estes tipos
de agentes estdo mais associados a mastites crénicas ou subclinicas e a transmissdo é feita
através de fomites com leite contaminado, uso de panos comuns, maos do ordenhador e pela
maquina da ordenha. Os principais agentes patogénicos causadores de mastites contagiosas
sdo Strep. agalactiae, St. aureus e Mycoplasmas (Biggs, 2009), classificados deste modo
devido ao seu elevado grau de contagio e as grandes alteracBes que podem provocar na
glandula mamaria. Estes agentes sdo reconhecidos por provocar surtos nos quais um grande
namero de animais fica infetado num curto espaco de tempo (Britten, 2006). Uma reducédo da
prevaléncia destes microrganismos pode ocorrer atraves de um melhor conhecimento da
forma como estes agentes contagiosos estdo associados a praticas de ordenha e maneio das
exploracGes (Lombard et al, 2008).

Apesar desta classificacdo dividir os agentes etiolégicos em contagiosos e ambientais,
existem bactérias como Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae que podem
provocar mastites ambientais e/ou contagiosas (Smith, 2002).

Dos microrganismos referidos na tabela 1, os mais frequentes, quando se aborda o
problema das mamites na pratica da medicina de producdo de vacas leiteiras sdo: St. aureus,
Strep. agalactiae, Strep. dysgalactiae, Corynobacterium bovis e Mycoplasma bovis (agentes
contagiosos), e E. coli e Strep. uberis (agentes ambientais). Sdo habitualmente estes agentes
0s que maiores entraves colocam aos produtores e aos veterinarios no combate as mamites.

Ha determinadas carateristicas de cada um dos agentes etiologicos com importancia na
abordagem terapéutica e profilatica das mastites que é importante ter em conta, tais como a

forma de contagio e os reservatérios e que estdo referidas na Tabela 2.



Tabela 2 - Principais agentes etiol6gicos, a sua forma de contagio e reservatdrio (Teixeira et al.,
2008).

Agente etioldgico

Reservatorio

Forma de contégio

St. aureus
Strep. agalactiae

Strep. dysgalactiae

Corynebacterium bovis
Mycoplasma bovis
E. coli

Strep. uberis

Ubere infetado
Ubere infetado

Ubere infetado e camas

Ubere infetado
Ubere infetado
Camas e meio ambiente

Camas

Ordenha

Ordenha

Ordenha, superficies de repouso e
amamentacgéo

Ordenha (ma desinfecéo)
Ordenha

Ordenha e Repouso

Ordenha e Repouso

2.2. Principais agentes etioldgicos de mastites
2.2.1. Staphylococcus aureus

St. aureus € uma bactéria Gram+, hemolitica, coagulase positiva, anaerdbia facultativa
e catalase positiva (Teixeira et al., 2008). S. aureus é a bactéria mais vezes detetada efetivos
(Taponen et al., 2009), sendo o agente que mais frequentemente origina mastites contagiosas
nas vacas de leite. A sua prevaléncia ndo parece estar relacionada com o tamanho da
exploracdo ou regido onde se localiza (Lombard et al., 2008). A prevaléncia deste tipo de
mastites tem diminuido nas vacarias que adotam programas de controlo de mastites
(Radostitis et al., 2000). Este agente patogénico é considerado o mais temido pela sua
resisténcia aos antibidticos e a sua habilidade em persistir no efetivo sob a forma de mamites
subclinicas (Zhen et al., 2009). St. aureus é aquele que causa infecbes mais resistentes e de
mais dificil tratamento (Teixeira et al., 2008).

Do ponto de vista fenotipico, sdo microrganismos esféricos de 0,5 a 1,2 um de
diametro, e podem estar agrupados ou isolados, ndo esporulados, geralmente sem capsula,
anaerobios facultativos, ndo méveis e com metabolismo fermentativo. Crescem em placas de
agar sangue ou ainda numa meio seletivo como Baird Parker, em colénias de 3-4 mm de cor
amarelada e geralmente hemoliticas, cocos Gram- positivos, e catalase e coagulase positivos
(Biggs, 2009).

As mastites causadas por St. aureus sdo, na sua maioria, de caracter cronico e de
natureza subclinica, apresentando também forma clinica intermitente (Biggs, 2009).

Coloniza a pele bem como o canal do teto, aderindo-se a parede. E transmitida de

quarto para quarto e de vaca para vaca atravées das tetinas, dos panos de ordenha e maos do
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ordenhador durante as ordenhas (Teixeira et al., 2008). Esta bactéria ndo é um habitante
permanente da glandula mamaria (Rebhun, 1999). O reservatdrio principal € o quarto infetado
e o sistema de ordenha (Teixeira et al., 2008; Taponen et al., 2009). St. aureus ja foi isolado
em diversos locais com localizacdo extra-mamaria, colonizando frequentemente diversas
zonas corporais de vitelos e novilhas (Taponen et al., 2009). As moscas sd&o um veiculo
importante de transmissdo de S. aureus para as novilhas durante o pré-parto (Radostitis et al.,
2000). Em algumas exploragdes, este agente pode ser introduzido a partir de novilhas
recentemente adquiridas (Biggs, 2009). St. aureus possui diversos fatores de viruléncia:
hemolisinas, leucocidinas, enterotoxinas, toxinas relativas ao choque toxico, formagdo de
biofilme, entre outras, o que leva muitas vezes a necrose do tecido mamério com o
consequente desprendimento deste (Taponen et al., 2009). Estes microrganismos produzem 3
hemolisinas (a, B, ), sendo apenas a o ¢ a § verdadeiras toxinas. A maioria dos isolados de S.
aureus em vacas produz toxinas § ou uma combinagdo entre toxinas o ¢ . A toxina [ causa
lesbes nas células epiteliais da glandula mamaria, aumenta os danos causados pela toxina o e
aumenta a aderéncia do St. aureus as células epiteliais da glandula maméria e a sua
proliferacdo. A maioria das estirpes produz coagulase que converte fibrinogénio em fibrina, o
que favorece a invasdo dos tecidos (Radostits et al., 2000). A existéncia deste tecido
cicatricial permite que a bactéria se “esconda”, o que faz com que o medicamento/antibidtico
usado no seu tratamento ndo se distribua por todo o quarto afetado e consequentemente
reduza a eficiéncia do tratamento. A possibilidade do microrganismo também poder penetrar
nos macréofagos e outras células polimorfonucleadas (PMN) e ai permanecer faz com que,
consequentemente, este agente se encontre “protegido” da ac¢do dos antibidticos que por
norma simplesmente permanecem em circulagdo e ndo entram nestas células. Por outro lado,
este microrganismo é produtor de penicilinases, o que faz com que seja resistente a
antibioticos beta-lactamicos, inibindo a sua accdo (Teixeira et al., 2008). Também a
leucocidina produzida por S. aureus pode inactivar os neutréfilos (Radostits et al., 2000). De
qualquer maneira, é importante salientar que existem estirpes de St. aureus que sdo mais
resistentes a fagocitose e a morte, do que outros (Aslantas et al., 2007).

Esta bactéria pode ser considerada uma ameaca de potencial bioldgico, porque pode
ser produzida em grandes quantidades, as suas toxinas sao relativamente estaveis a inativagédo
quimica e fisica, e pequenas quantidades de toxinas (<1mg) poderem desencadear sintomas de

choque toxico (Srinivasan et al., 2006).



Podem ser considerados fatores de risco para o desenvolvimento desta infe¢do: a
inadequada desinfecdo pds-ordenha, ma higiene dos tetos, transmissdo através das tetinas,
desenho e funcionamento inadequado da sala de ordenha, méas condicdes de limpeza da sala
de ordenha, introducéo de vacas infetadas na exploracéo, inadequado diagnostico e tratamento
dos casos clinicos, inadequado tratamento das vacas secas e ma politica de refugo (Biggs,
2009).

Em situacdes agudas, o animal pode apresentar, sinais de toxémia, para além dos
quartos quentes e inchados. Em situacdes cronicas, o tecido pode encontrar-se gangrenoso e
frio devido a supressdo de circulacdo sanguinea provocada pela necrose dos tecidos. Uma
vaca com mamite bastante exuberante e persistente devera ser refugada (Teixeira et al., 2008).

Este microrganismo danifica o sistema de ductos, originando infe¢Ges pustulosas
profundas no tecido glandular, seguidas de formacdo de abcessos. Numa primeira fase da infecéo
os danos glandulares sdo minimos e reversiveis, no entanto, os abcessos podem libertar S. aureus
que iniciam o processo de infecdo noutras zonas da glandula mamaria com formacgdo de mais
abcessos e alteracdes irreversiveis nos tecidos glandulares, que podem, por sua vez, ser detetados
por palpacao do Ubere ou por observagdo visual (Biggs, 2009). Para além das alteracGes no tecido
glandular origina também elevadas quebras na producdo de leite podendo atingir a ordem dos
50% (Lévesque, 2004).

Segundo Smith (2002), a maior parte das infecGes sdo cronicas, subclinicas com
episddios esporadicos de exacerbacdo, havendo fibrose e formacdo de abcessos. A situacdo
hiperaguda surge frequentemente no inicio da lactacdo apresentando gangrena no Ubere. Na
fase mais tardia de lactacdo ou no periodo seco surgem situacdes cronicas ou agudas sem
envolvimento sistémico (Blood et al., 1991). O estadio inicial é sempre agudo, havendo
proliferacdo de bactérias nos ductos colectores e também nos alvéolos. Na forma aguda os
pequenos ductos sdo blogueados por fibrina afetando toda a area obstruida (Blood et al.,
1991). A forma cronica é mais branda. Existem menos focos de inflamacéo, restringindo-se
ao epitélio dos ductos que é substituido posteriormente por tecido conjuntivo, conduzindo a
consequente atrofia (Blood et al., 1991) detetada por palpacdo (Rebhun, 1999). As infecGes
subclinicas sdo caracterizadas por sinais in especificos tais como leite anormal com coagulos
que se podem observar no teste californiano de mamites e na placa de fundo escuro (Rebhun,
1999). O leite pode tornar-se numa secre¢do semelhante a pus (Smith, 2002) que com o
decorrer da doenca se pode tornar espesso (Rebhun, 1999; Smith, 2002). Nas exacerbac6es da

doenca a vaca encontra-se febril com o Ubere quente e doloroso (Rebhun, 1999). Em vacas no



periodo pds-parto é comum a mamite gangrenosa (Rebhun, 1999). Esta forma tem origem nas
alfa-toxinas produzidas por este agente patogénico (Smith, 2002), sendo altamente fatal
(Blood et al., 1991). Os sinais de toxemia agravam-se quando surge a gangrena (Rebhun,
1999), acompanhada de febre elevada (41°C/ 42°C), taquicardia, anorexia, depressdo profunda
e atonia ruminal (Blood et al., 1991). O quarto afetado estd duro e a coloragdo rosacea é
substituida por vermelho e posteriormente azul. Neste estadio, torna-se evidente a separagdo
do tecido afetado e do tecido sdo, bem como, a presenca de liquido sanguinolento na secrecéo
lactea e, por vezes, pode surgir gas em algumas glandulas (Rebhun, 1999). A contagem de
células somaéticas no leite aumenta por um longo periodo de tempo (Taponen et al., 2009).

A excrecdo intermitente de St. aureus ocorre porque esta bactéria pode resistir a
fagocitose dos neutrofilos, permanecendo no interior das células epiteliais até que ocorra a sua
morte. Isto tem um grande impacto na sensibilidade de culturas bacterioldgicas, uma vez que
nos casos subclinicos é bastante frequente existirem falsos negativos. Para se aumentar a
sensibilidade na detecdo de St. aureus é aconselhavel fazer uma pré-cultura e repetir a
amostragem (Biggs, 2009).

Normalmente a gravidade da infecdo relaciona-se com a fase da lactacdo em que as
vacas se encontram quando sao infetadas. Os casos crénicos resultam de infecdes no periodo
seco ou no fim da lactagdo, enquanto nos casos mais graves, em que ha reacdes sistémicas e
morte, a infe¢do ocorre no inicio da lactacdo (Archbald, 1999). Existe uma taxa relativamente
alta de vacas que apds estarem infetadas com St. aureus ndo recuperam das mamites
tornando-se estas cronicas e incurdveis. St. aureus é o0 microrganismo mais comummente
isolado em vacas no periodo de secagem (Teixeira et al., 2008).

E muito dificil conseguir a erradicagio deste agente etioldgico, mas pode reduzir-se o
seu aparecimento através de medidas de controlo, tais como: uma boa desinfecdo dos tetos,
tratamento das vacas secas, adequado diagndéstico e tratamento, bem como refugo das vacas

infetadas.

2.2.2. Staphylococcus coagulase negativo
O papel dos SCN como agente etiolégico de mastites ndo esta completamente
esclarecido segundo Piepers et al. (2009), no entanto, para uma parte significativa dos autores
0s SCN sdo uma importante causa de mastites (Almeida et al., 2001; Taponen et al., 2009).
Apesar das divergéncias dos varios autores, este grupo de microrganismos possui um

papel importante na génese das mamites bovinas (Vliegher, 2009).



Segundo Taponen et al. (2009) e Pyorélé et al., (2009), foram j& isolados mais de 10
espécies, sendo as mais frequentemente encontradas St. chromogenes e St. simulans, e
ocasionalmente St. epidermicus e St. hyicus (Pyoréla et al., 2009). Sdo agentes comensais,
normalmente encontram-se na pele dos tetos e do Ubere, sendo que algumas espécies tém a
capacidade de colonizar o canal teto.

Tal como St. aureus, estes agentes podem estar localizados em zonas extra-mamarias
(Taponen et al., 2009). Ao contrario de St. aureus, 0s SCN originam normalmente mamites
subclinicas ou clinicas moderadas (Pyoréala et al., 2009; Taponen et al., 2009).

Em relacdo as carateristicas fenotipicas estes agentes crescem em &gar sangue,
formando colonias brancas de 3 a 4 mm, normalmente ndo hemoliticas. Sdo cocos Gram-
positivos, sendo catalase positivos e negativos a coagulase (Biggs, 2009).

Os sinais clinicos incluem ligeiro aumento da glandula mamaria, algumas alteracfes
no aspeto do leite e a contagem de células sométicas é geralmente baixa (Taponen et al.,
2009; Zadoks et al., 2009). A elevacdo da temperatura e as mamites toxicas sdo sinais pouco
comuns (Taponen et al., 2009).

Segundo Vlieger (2009), os SCN sdo a causa primaria de infe¢bes intramamarias em
vacas primiparas. A prevaléncia das mamites por SCN é mais frequente nas primiparas do que
nas multiparas (Pyoréla et al., 2009), no entanto, parece existir afinidade dos agentes para
uma faixa etéria especifica. S. chromogenes é a espécie mais encontrada em vacas primiparas
e a infecdo ocorre no inicio da lactacdo, enquanto S. simulans é a espécie mais comummente
isolada em animais com varias lactacdes e a infe¢do acontece usualmente numa fase tardia da
lactagdo (Pyorala et al., 2009). E a bactéria mais prevalente em vacarias de alta producéo, em
que ja se instaurou um plano de controlo com agentes maiores (Lévesque, 2004).

A prevaléncia deste agente etiolégico de mastites € muito variado, num estudo
noruegués a prevaléncia foi de 16%, o valor aumentou para 50% noutro estudo na Finlandia
(Pyorala et al., 2009).

A prevencdo deste tipo de mastite passa por uma correta desinfecdo dos tetos ap0ds a
ordenha e antibioterapia das vacas secas. Deve ainda existir prevencdo ambiental, pois pode

constituir reservatorio para 0s SCN (Pyorala et al., 2009).
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2.2.3. Streptococcus agalactiae

Strep. agalactiae é o agente etiolégico que maiores perdas provoca na producdo de
leite das vacas afetadas. E uma bactéria Gram +, ndo hemolitica, catalase negativa (Teixeira et
al., 2008).

Caracteristicas fenotipicas: crescimento em placas de agar sangue e agar Edwards;
colénias com 1-2mm, lisas, transldcidas e convexas; beta-hemoliticos, cocos Gram-positivos
e catalase negativos, e pertencentes ao grupo B Lancefield (Biggs, 2009).

Strep. agalactiae é uma bactéria obrigatoria da glandula mamaria e é extremamente
contagioso, tal que, uma simples infecdo de uma vaca pode contagiar metade do efetivo
(Levesque, 2004).

Este microrganismo, como o proprio nome indica, provoca a diminui¢do da producéo
de leite. O seu Unico reservatorio € o leite dos quartos afetados. No entanto, podemos
encontra-lo em superficies que tiveram contacto recente com o leite, tais como tetinas, panos
de ordenha e maos do ordenhador (Teixeira et al., 2008). Estes agentes infetam a cisterna e
sistema de ductos da glandula mamaria, onde causam inflamac&o. Inicialmente ha uma rapida
multiplicacdo de Strep. agalactiae nos ductos galactoforos, seguida da passagem da bactéria
para os vasos linfaticos e linfonodos supramamarios. Nesta fase varios neutr6filos migram
para os ductos da glandula mamaria e a acumulacdo de detritos bacterianos intensifica a
resposta inflamatdria, o que resulta na destruicdo do tecido glandular e consequentemente
diminui a producéo de leite, podendo levar mesmo a agalaxia (Radostits et al., 2000).

A viruléncia das diferentes estirpes de Strep. agalactiae deve-se a sua capacidade de
aderirem ao tecido da glandula mamaéria, e 0 mecanismo usado para penetrar o canal do teto é
mais influenciado pelo diametro do que pela extensdo do canal (Radostits et al., 2000).

Normalmente causam mastites subclinicas com surtos de mastites clinicas periddicas
(Lévesque, 2004).

A taxa de disseminagdo deste microrganismo € extremamente elevada. Estas bactérias
apresentam-se em grande nudmero no leite infetado e, uma sé vaca infetada pode elevar a CCS
no tanque em mais de 100.000 bactérias por ml. A dificuldade no combate a este agente ndo
estd particularmente na sua resisténcia e capacidade de se “esconder” aos antibidticos (¢é
sensivel a uma grande variedade de antibidticos), mas sim na dificuldade no controlo da sua
rapida disseminacdo. As infecOes que sejam incorretamente tratadas poderdo desenvolver

cronicidade o que acrescentara uma dificuldade no seu combate (Teixeira et al., 2008).
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Strep. agalactiae é o agente menos frequentemente isolado quando se cumprem todas
as boas praticas de ordenha (Lombard et al., 2008), uma vez que a sua sobrevivéncia no
ambiente é rara. A transmissdao ocorre principalmente através das tetinas contaminadas, das
méos dos ordenhadores ou dos panos de limpeza dos tetos (Biggs, 2009).

Strep. agalactiae raramente causa mastites severas, no entanto, a longo prazo pode
ocorrer fibrose no quarto afetado e este deixar de ser produtivo nas lactacGes seguintes
(Archbald, 1999). De qualquer maneira, uma ordenha incompleta ou a ndo utilizacdo de pds-
dipping apos a ordenha pode aumentar a severidade de mastites causadas por este agente
(Radostits et al., 2000). Normalmente apenas é afetado um quarto, mas ndo € raro aparecerem
varios quartos afetados numa vaca, principalmente se Strep. agalactiae for endémico na
vacaria ha varios anos (Biggs, 2009).

A maioria das vacas infetadas ndo apresenta sinais clinicos caracteristicos, mas €
comum observarem-se elevadas CCS e uma diminui¢do na producdo de leite nas mastites
subclinicas (Lévesque, 2004). Em alguns casos as mastites subclinicas evoluem para mastites
clinicas e ai ha uma grande subida na CCS, sendo caracteristico destas infecbes a excre¢do
intermitente do agente (Biggs, 2009).

Este é o agente contra o qual os antibidticos apresentam maior eficacia durante a
lactacdo (80- 90%) e durante o periodo seco. Geralmente sdo muito sensiveis a penicilina.
Quando a infecdo se encontra estabelecida ha algum tempo, a taxa de cura é mais baixa. De
qualquer forma este € um agente que se consegue erradicar completamente de uma vacaria,
principalmente se o tratamento de secagem for feito por rotina, tendo-se tornado cada vez
menos comum (Lévesque, 2004). No entanto, deve ter-se em atencdo ao facto da infecdo se
espalhar muito rapidamente, e se apenas se tratarem as vacas no periodo seco, ira ocorrer
reinfecdo durante a lactacdo na sala de ordenha. Por isso, existem varias abordagens possiveis
a este problema: por um lado, podem tratar-se todas as vacas (em lactacdo e secas) e todos 0s
quartos simultaneamente com antibi6ticos, podem-se identificar e tratar apenas as vacas
infetadas ou entdo confiar totalmente nas boas praticas de maneio para controlar e,

eventualmente, erradicar Strep. agalactiae (Biggs, 2009).

2.2.4. Streptococcus uberis
Strep. uberis € uma bactéria Gram+ é um agente ambiental muito associado as camas
dos animais e & sua ma higiene e desinfecdo. Pode ser isolado em vérios locais do animal, no

entanto, em situacdes normais, poucas vezes atinge a glandula mamaria. Foi sugerido que este
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microrganismo, ndo constitui uma Unica entidade, mas sim um conjunto de microrganismos
que devera ser sujeito a nova classificacdo. Esta diferenciacdo teve em conta os varios graus
de resisténcia que estes organismos apresentam a fagocitose por parte das células do sistema
imunitario (Teixeira et al., 2008).

Caracteristicas fenotipicas: crescimento em agar sangue, agar Edwards e meio de
McConkey; colbnias de 1-2 mm, lisas, translicidas e convexas; normalmente sdo ndo
hemoliticas ou parcialmente alfa-hemoliticas; cocos Gram-positivos e catalase-negativos
(Biggs, 2009).

Este microrganismo é bastante resistente a baixas temperaturas e, para além de ser
encontrado nas camas, também tem sido isolado no solo, boca, vulva, tetos, pele do abdémen
e fezes das vacas (Tyler & Cullor, 2008). Algumas vacas estdo permanentemente colonizadas
com Strep. uberis e eliminam um grande numero de microrganismos pelas fezes, o que pode
estar associado a grande quantidade existente nas camas de palha onde este tipo de mastites
existe (Radostits et al., 2000). O nimero de microrganismos existentes nas camas varia muito
com o tipo de material organico usado, sendo muito menor nas camas de serradura do que nas
camas de palha. O facto das maternidades usarem na sua maioria camas de palha pode ser um
fator de risco para as mastites no inicio da lactagdo (Radostits et al., 2000).

Atualmente, Strep. uberis € 0 agente mais comum de infecBGes intra-mamarias que
ocorrem no periodo seco, verificando-se 0s casos clinicos no inicio da lactacdo (Radostits et
al., 2000). No entanto, este agente pode causar mastites clinicas ou subclinicas com aumento
na CCS (Pullinger et al., 2006).

As mastites causadas por Strep. uberis ddo origem a quartos edemaciados, quentes e
rigidos. O animal pode apresentar temperatura elevada durante 24 horas (Blowey, 1999). No
entanto, as mamites provocadas por este agente ndo sdo tdo exuberantes como as provocadas
por E. coli (Teixeira et al., 2008). Segundo Radostits et al. (2000), alguns serétipos de Strep.
uberis séo capazes de resistir a fagocitose dos neutrofilos.

A capacidade de uma estirpe de Strep. uberis catabolizar proteinas, como a caseina,
para libertar aminoacidos para a sua nutricdo, permite uma grande vantagem na sua
sobrevivéncia, de tal forma que se multiplica exponencialmente e é mais dificilmente
eliminado apenas com a ordenha (Biggs, 2009).

Quando vérias vacas de uma vacaria sdo infetadas por diferentes estirpes significa que

a infecdo tem um caracter ambiental, enquanto nas vacarias onde s6 é encontrada uma estirpe
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de Strep. uberis significa que este tem um caracter contagioso (Zadock & Schukken, 2003).
As estirpes ambientais afetam sobretudo as vacas no periodo seco ou novilhas, enquanto as
estirpes contagiosas afetam sobretudo as vacas em lactacdo (Biggs, 2009).

Os fatores de viruléncia utilizados por esta espécie de Streptococcus incluem as
proteinas de matriz extracelular e uma nova proteina designada de SUAM (Streptococcus
uberis adhesion molecule) que permite a ligacdo do mesmo a lactoferrina (proteina existente
no leite) (Oliver et al., 2004; Santos et al., 2007). A existéncia de capsula ndo esta relacionada
com a patogenicidade da estirpe (Pullinger et al., 2006).

A maioria dos casos responde bem a antibioterapia com penicilina, no entanto tem
havido um aumento recente de casos cronicos, em que o tratamento € ineficaz (Biggs, 2009).

A implementacdo de pré-dipping, pés-dipping, tratamento de vacas secas e tratamento
ou refugo de vacas infetadas é normalmente eficaz no controlo de mastites contagiosas e

previne surtos das mesmas (Zadoks & Schukken, 2003).

2.2.5. Streptococcus dysgalactiae

Strep. dysgalactiae € uma bactéria Gram+, hemolitica e catalase negativa. Em muitos
aspetos € semelhante a St. aureus e Strep. agalactiae. No entanto, tem algumas
particularidades como a caracteristica de sobreviver perfeitamente tanto na glandula mamaria
como no ambiente do estabulo classificando-se, muitas vezes, como agente simultaneamente
ambiental e contagioso.

Carateristicas fenotipicas: sdo esféricos ou ovodides de 0,8 a 1 um de diametro,
anaerobios facultativos, imdveis e alguns com cépsulas. Crescem em agar sangue € em agar
Edwards, formando colénias com 1 a 2 mm, regulares, translucidas e convexas. Estas colonias
sdo duras, ndo viscosas e empurram-se através do agar. Regra geral, sdo alfa-hemoliticas,
catalase negativos, Gram-positivos e pertencentes ao grupo C de Lancefield (Biggs, 2009).

Esta bactéria é encontrada no ambiente e pode permanecer nele durante um longo
periodo (Tyler & Cullor, 2002), tendo sido isolada da boca, das amigdalas e vagina das vacas
(Radostits et al., 2000). E um microrganismo estando presente nas amigdalas, faz que os
animais ao lamberem os tetos os infetem. Por esta razéo, talvez se explique o facto de ser uma
causa comum de mamites em novilhas e vacas secas (Teixeira et al., 2008).

Strep. dysgalactiae esta associado a um mau estado de saude dos tetos, sendo

frequentemente isolado em tetos gretados ou com feridas (Biggs, 2009).
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Este agente transmite-se maioritariamente pelo contato dos tetos com as fezes, solo ou
camas contaminadas e quando a preparacdo dos tetos para a ordenha é deficiente (Biggs,
2009). Esta bactéria é encontrada no ambiente e ai se mantém por um longo periodo de tempo
(Tyler et al., 2008).

Como fatores de risco podem-se considerar: 0 mau funcionamento da maquina de
ordenha que leva a danos nos tetos, més condi¢des dos tetos, danos fisicos nos tetos e
tratamento inadequado no periodo seco (Biggs, 2009).

Existem diferentes serétipos e cada um tem diversos factores anti-fagociticos, nos
quais estdo incluidos a proteina M-like, a2-macroglobulinas, cdpsula e fibronectina. Os
fatores de viruléncia incluem a hialuronidase e a fibrinolisina (Radostits et al., 2000).

Os casos clinicos de Strep. dysgalactiae tendem a ser esporadicos e relativamente
faceis de tratar. Normalmente é mais frequente no inicio da lactacdo, devido a infe¢do durante
0 periodo seco e tendem a durar menos de um més (Lévesque, 2004). No entanto, algumas
infecGes podem tornar-se persistentes, o que resultard num aumento da CCS. Nestas infecdes
pode ocorrer a transmissdo por contagio (Biggs, 2009). Clinicamente, caracteriza-se com uma
evolucdo aguda, com anoréxia e piréxia, além de sinais locais, bem como, anomalias no leite
(Blood et al., 1991). Strep. dysgalactiae também pode ser isolado nos casos de mastites de
Verdo, juntamente com as outras bactérias que originam esta mastite (Biggs, 2009).

Segundo Lévesque (2004), apesar de em alguns casos ocorrer a cura espontanea é
aconselhavel o tratamento com antibidticos nos casos clinicos. O tratamento durante o

periodo seco é normalmente eficaz e previne novas infe¢des no inicio da secagem.

2.2.6. Corynebacterium bovis

C. bovis pode ser um agente frequentemente isolado no leite, uma vez que vive no
canal do teto (Biggs, 2009). A prevaléncia deste agente patogénico a nivel mundial apresenta
valores semelhantes, rondando os 20 a 30% (Huxley et al., 2003). Este agente é contagioso,
mas a gravidade da infecdo € moderada, pelo que tem pouco impacto na CCS e na taxa de
mastites clinicas (Lévesque, 2004). Surge normalmente associado a vacas que nao foram alvo
de uma correta terapia e prevencdo durante o periodo de secagem (Teixeira et al., 2008).

C. bovis é um bacilo Gram positivo, ndo formador de esporos que pode ser aerébio ou
anaerdbio facultativo. Esta bactéria € a mais frequentemente isolada na glandula mamaria do
seu género (Crespo et al., 2005; Huxley et al., 2003; Watts et al., 2000).
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Alguns estudos tém demonstrado que esta bactéria pode ter algum efeito de protecdo
contra os agentes “maiores”, provavelmente devido a inibi¢do por competitividade, a efeitos
antagonistas ou a producéo de substancias antimicrobianas (como bacteriocina) (Biggs, 2009).

Quando é isolado C. bovis no leite do tanque, deve ter-se em conta que pode ser
indicativo da falta de desinfecdo do teto ou ineficacia do produto (Tyler & Cullor, 2008). E
um microrganismo muito lipofilico, o que significa que cresce bem na gordura encontrada no
leite. E importante referir que as colénias em agar sangue sdo bastante pequenas
(pulverulentas) e demoram cerca de 48 horas a crescer. Por isso, quando existe um
crescimento significativo de outros agentes patogénicos na mesma placa, facilmente esta
bactéria pode passar desapercebida (Biggs, 2009).

Medidas preventivas, como uma eficiente desinfe¢do do teto e um correto tratamento
das vacas no periodo seco, sdo normalmente suficientes para controlar esta infecdo (Lévesque,
2004).

2.2.7. Coliformes

Os coliformes sdo microrganismos com impacto em mamites. Sdo considerados
agentes patogénicos ambientais e oportunistas (Smith, 2002). Os coliformes que causam
mastites incluem E. coli, Klebsiella, Serratia, Enterobacter e Citrobacter (Blowey, 1999).

Normalmente, a infecdo ocorre apds o parto ou no inicio da lactacdo (Lévesque, 2004).
A incidéncia de mamites por coliformes aumenta no periodo de Verao, uma vez que, o calor e
humidade favorecem o seu desenvolvimento (Rebhun, 1999).

Caracteristicas fenotipicas: estes agentes crescem em agar sangue ou em meios
seletivos como McConkey, formam coldnias cinzentas claras de 2-5mm, podem ser
hemoliticos ou ndo, Gram negativos. Os fermentadores de lactose (Escherichia coli,
Klebsiella, Serratia, Enterobacter aerogenes e Citrobacter) dao origem a colonias cor-de-rosa
em placas de meio McConkey (Biggs, 2009).

A infecdo subclinica é comum, regra geral de curta duragdo. No caso de mastites
clinicas, a maioria das vezes a gravidade € moderada a grave, existindo, no entanto, casos
bastante graves (Lévesque, 2004).

As vacas que se encontram em vacarias com baixa incidéncia de infegGes intra-
mamarias por Streptococcus e Staphylococcus, bem como as vacas com baixas CCS estdo
mais predispostas a mastites por coliformes. Outro fator de risco para desenvolvimento de

mastites por coliformes é o sindrome de vaca caida, devido a elevada contaminagdo a que o
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Ubere e 0s tetos estdo sujeitos por contacto prolongado com as fezes e com o material da cama
(Radostits et al. 2000). Ao contrario dos agentes patogénicos contagiosos, a transmissdo de
vaca para vaca tem pouca relevancia (Smith, 2002).

As mastites clinicas sdo caracterizadas pelo aparecimento de leite aguado e amarelado
(Figura 1). As bactérias produzem endotoxinas que rapidamente levam ao aparecimento de
sinais de inflamacdo do Ubere, acompanhado por febre e sinais sistémicos de toxémia.
Frequentemente, o nUmero de bactérias é bastante baixo ou mesmo ausente, quando ocorrem
os sinais clinicos de mastite, pelo que pode haver auséncia de crescimento de bactérias nas

culturas microbioldgicas (Lévesque, 2004).

Figura 1 - Aspeto macroscopico de mastite por coliformes (AJAM). Foi isolado no laboratério da
AJAM (E. coli).

Os coliformes podem levar a perda do quarto e a propria morte da vaca em apenas 6 a
8 horas ap6s o aparecimento dos sinais clinicos. No entanto, na maioria das vezes, a vaca
recupera em 24 a 48 horas. Em alguns casos, a infecdo por estes microrganismos também se
pode tornar cronica, com alguns periodos de expressao clinica (Lévesque, 2004).

Uma vez que pode ser a endotoxina que esta a causar os sinais clinicos, os antibioticos

podem ser pouco eficazes nestes casos (Lévesque, 2004).
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E importante ter em conta que normalmente um elevado nivel de coliformes no leite
do tanque ndo é causado por mastites, mas sim por contaminacdo do leite com fezes ou
chorume, devido a uma ma higiene na ordenha (Lévesque, 2004).

Os procedimentos sanitarios antes da ordenha sdo muito importantes para a prevencao deste
tipo de mastites (Smith, 2002).

2.2.7.1. Escherichia coli

Este coliforme é uma bactéria Gram negativa que pode ser hemolitica, ou nao,
dependendo da estirpe (Teixeira et al., 2008) e fermentadora da lactose (Zadoks et al., 2009).
E. coli é um dos principais agentes patogénicos em todo o mundo (Zadoks et al., 2009). E o
agente ambiental mais prevalente nas exploracdes e, por isso mesmo, 0 agente ambiental que
mais provoca mastites (Biggs, 2009).

Encontra-se bastante disseminado no ambiente, em especial nas fezes, sobretudo em
exploracGes onde os cuidados de higiene e limpeza ndo sdo os adequados. A humidade
elevada contribui para ao seu desenvolvimento e infecdo durante o periodo seco (Teixeira et
al., 2008). Uma ma ventilacdo e sobrelotacdo animal podem aumentar a prevaléncia deste
agente, o que resultard numa incidéncia de novas mastites (Biggs, 2009).

E. coli penetra no canal do teto mas ndo se fixa as suas paredes e dai talvez se explique
a raridade da cronicidade deste tipo de mamites devido a sua facil eliminacdo no leite
(Teixeira et al., 2008).

Normalmente, as infecBes por E. coli sdo consideradas infe¢es oportunistas e de curta
duracdo. Os fatores de viruléncia associados aos diferentes serétipos de E. coli incluem as
adesinas, as toxinas, a parede celular, a capsula e a resisténcia ao sistema imunitéario (Guler
and Ginduz, 2007).

Na maioria das vezes, a reacdo inflamatoria é local e restringe-se ao quarto ou quartos
afetados com aumento local de temperatura, rubor e uma producéo de leite com um aspeto
aquoso. No entanto, por vezes, a reacdo inflamatéria pode dar origem a um quadro
generalizado provocando uma toxémia através da libertacdo para a circulacdo sanguinea de
uma endotoxina por lise bacteriana que podera, em casos hiperagudos e sem tratamento,

provocar a morte do animal em poucas horas (Teixeira et al., 2008).

18



Figura 2 - Mastite por E. coli (confirmagdo laboratorial). O animal j& apresentava sinais de toxémia,
tendo vindo a falecer.

Nos casos de mastites moderadas por E. coli, a infecdo é normalmente auto-limitante
e, muitos destes casos, nem necessitam de tratamento antimicrobiano (Biggs, 2009). Enquanto
umas vacas desenvolvem mastites clinicas, outras apenas apresentam uma pequena resposta
inflamatdria, com um aumento transitério na CCS (Biggs, 2009).

Tém sido reportados alguns casos de mastite cronica (Schukken et al., 2004), em que
as vacas se encontram contaminadas por E. coli e eliminam a bactéria sem que haja sinais
clinicos aparentes (Biggs, 2009).

As mastites provocadas por E. coli podem ocorrer em mais do que um quarto, mas por
ser um agente ambiental, é mais frequente afetar os quartos posteriores. O sucesso do
tratamento depende da gravidade dos sintomas, da resisténcia da vaca e da prontiddo do

tratamento (Biggs, 2009).

2.2.7.2. Klebsiella

Identificada ha ja bastante tempo como agente de mastites, esta bactéria pertence a
familia das Enterobacteriaceae. Tem sido causa de surtos de mastites, em diferentes paises
(Ribeiro et al., 2008). As espécies identificadas no leite sdo Klebsiella pneumoniae e K. oxytoca

(Zadoks and Munoz, 2007).
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Em muitos paises, K. pneumoniae tem sido reportada como causa de mastites clinicas,
principalmente nas primeiras duas semanas de lactagdo, sofrendo a glandula maméria,
alteracdes semelhantes aquelas provocadas por E. coli (Ribeiro et al., 2008).

A prevaléncia deste agente encontra-se, regra geral, associado a camas de serradura,
essencialmente quando esta se encontra armazenada em locais himidos e quentes (Blowey, 1999).
No entanto, também se encontra presente na comida, na agua e até mesmo nas pernas das vacas e
na pele dos tetos (Zadoks et al., 2008). Em alguns surtos tem havido transmissdo por contagio
(Biggs, 2009).

Segundo um estudo efetuado por Ribeiro et al. (2008) no caso de mastites clinicas por
Klebsiella, a vaca apresenta sinais sistémicos como pirexia (41°C), anorexia, polipneia, estase
ruminal, depressdo, taquicardia, tremores. Os quartos infetados apresentam-se edemaciados,
quentes, dolorosos, com a extremidade dos tetos fria e descorada, e os linfonodos mamarios
aumentados. Estas mastites hiperagudas ocorrem devido a absorcdo de endotoxina, levando a

sinais graves de toxémia (Henton, 2004).

2.2.8. Enterococcus spp.

Estes agentes etiologicos pertencem a flora gastrointestinal normal das vacas, mas
podem ser agentes ambientais oportunistas que causam mastites (Metzger, 2008).

As trés espécies mais comummente isoladas sdo Enterococcus faecalis, E. faecium e
E. casseliflavus. Segundo Metzger (2008), o E. faecium foi 0 agente mais isolado na glandula
mamaria e no material das camas. Para além destas espécies, também ja foi isolado E.
gallinarium no Ubere das vacas (Hillerton & Berry, 2003).

Vérias espécies sdo resistentes a varios agentes antimicrobianos (Metzger, 2008), dai a
necessidade de manter uma boa higiene nas vacarias, de modo a controlar o aparecimento de

mastites por este agente.

2.2.9. Bacillus spp.

Este agente é semelhante a bastonetes, sdo Gram-positivos que podem ser aerébios
estritos ou facultativos (Biggs, 2009). As espécies mais importantes sdo Bacillus cereus, B.
subtilis e B. licheniformis (Blowey, 1999), sendo pouco frequentes. As espécies do género
Bacillus spp. produzem endd6sporos que possuem a capacidade de ficar latentes por longos
periodos (Bigss, 2009).
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Estes agentes contaminam o ambiente e sdo encontrados no solo, agua, pé, ar, fezes,
vegetacao, feridas e abcessos (Biggs, 2009). Segundo o mesmo autor a infe¢do ocorre devido
ao tratamento intramamario usando cénulas contaminadas ou fazendo uma incorreta
desinfecdo do teto durante o tratamento (Biggs, 2009).

As mastites clinicas por B. cereus causam mastites gangrenosas muito graves, que
podem vir a ser fatais (Biggs, 2009). B. licheniformis causa mastites moderadas com
espessamento cronico do quarto afetado e pode ascender a vagina vindo a provocar

endometrite e diminuicdo da fertilidade (Blowey, 1999).

2.2.10. Mycoplasma bovis

Estes micoplasmas ndo possuem parede celular e tém um tamanho intermédio entre os
virus e as bactérias. S80 microrganismos de crescimento fastidioso, 0 método de cultura
microbioldgica habitual para os outros agentes ndo é suficiente para isolar este agente.

Uma vaca que apresente sinais recorrentes de mamite subclinica e que 0s seus
resultados de cultura a partir de amostras de leite sejam repetidamente negativos, devera ser
suspeita e sujeita a exame microbiol6gico para isolamento de micoplasma. Sdo agentes com
um grande grau de disseminacédo e de dificil (ou mesmo impossivel) tratamento (Teixeira et
al., 2008).

2.3. Fases de infecdo da glandula maméaria

O desenvolvimento de uma mastite pode ser dividido em trés fases: invaséo, infegéo,

inflamacéo (Teixeira et al., 2008).

2.3.1. Invaséo

A fase de invasdo corresponde a entrada do microrganismo no canal do teto, que
pode ocorrer na ordenha, ou entre ordenhas. Esta fase esta assim relacionada com a higiene na
ordenha. Este estadio influencia o grau de lesdo e o tonus muscular dos esfincteres, a
manutencdo da maquina de ordenha e a utilizagdo de substancias antimicrobianas (Blowey et
al., 1999; Teixeira et al., 2008).
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2.3.2. Infecéo

Durante a fase de infegdo o agente multiplica-se no canal ou cisterna do teto, ou na
cisterna do Ubere. O crescimento da bactéria pode continuar a diferentes ritmos, até atingir os
alvéolos galactoforos.

O tipo de bactérias envolvidas determina a capacidade de replicacdo no leite e a
aderéncia ao epitélio mamario. O nimero de leucdcitos e a presenca de substancias de carater

imunoldgico sdo influentes nesta fase (Blowey et al., 1999; Teixeira et al., 2008).

2.3.3. Inflamacéo

Estaddio no qual se manifesta a mamite clinica e se torna evidente 0 aumento na
contagem leucocitaria no leite (Piepers et al., 2009).

Nesta fase o organismo inicia uma resposta mais vigorosa, o0 sistema imunitario
comanda esta resposta com a passagem de leucdcitos da corrente sanguinea para os alvéolos
na tentativa de combater e neutralizar as bactérias invasoras. Os leucocitos aliados ao tecido
danificado, proteinas e bactérias comegam a formar “farrapos”/grumos por aglomeragdo entre
si. O animal apresenta, nesta altura, sinais de mamite clinica. Os grumos podem bloquear 0s
ductos de leite, provocando uma diminuigdo ou mesmo cessacao total da producéo leiteira. O
Ubere encontra-se inflamado, quente, rigido e doloroso. Toda esta cascata de acontecimentos
fisiopatolégicos corresponde a fase de inflamacdo de uma mamite clinica (Teixeira et al.,
2008).

As principais alteracdes no leite provocadas pelas mamites refletem-se na sua cor,
varia entre alteracdes minimas, impercetiveis, até leite de coloracdo sanguinolenta ou
amarelada, na presenga de grumos (“farrapos”), no aumento de nimero de leucdcitos e no
aumento do numero de células somaéticas que dai provém (Teixeira et al., 2008).

Das trés fases referidas, a prevencdo da fase de invasdo é aquela que oferece maior
potencial para reducdo da recidiva de mamite, através de um bom maneio e cuidados de
higiene (Blowey et al., 1999; Teixeira et al., 2008).

2.4. Classificacao clinica das mamites

De acordo com a forma de manifestacdo da infecdo, as mastites podem ser

classificadas como sendo clinicas ou subclinicas (Smith, 2002; McDougall et al., 2009).
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Sendo esta Ultima, a forma mais prevalente (Figura 3) e que causa maiores perdas
economicas, representando de 5% a 25% da producao leiteira (Santos et al., 2007).

Mastite
chinica

Mastite

-

11

Figura 3 - Representacéo esquematica da prevaléncia de mastite clinica e subclinica num rebanho de
bovinos de leite (Santos et al., 2007).

2.4.1. Mastite clinica

Na mastite clinica observa-se a presenca de sinais evidentes de inflamacéo, tais como
edema, aumento de temperatura, endurecimento e dor da glandula mamaéria (Ribeiro et al.,
2003; McDougall et al., 2009).

Existem diferentes graus de mastites clinicas. Nas mastites subagudas o leite
apresenta-se com alteracBes macroscopicas, observando-se a presenga de “farrapos”,
continuando o tbere com uma aparéncia normal. Os “farrapos” ndo passam de aglomerados
de detritos celulares, leucdcitos, fibrina e outras proteinas.

Nos casos moderados o Ubere apresenta-se visivelmente inflamado (vermelho, duro,
aumentado, quente e doloroso). Nas mastites agudas, o leite pode aparecer sanguinolento,
aquoso ou seroso e a sua producdo diminui bruscamente. Podem estar presentes sinais
sistemicos que incluem febre, anorexia, estase ruminal, aumento da pulsacao, desidratacéo e
depressdo do estado geral do animal. Como a infecdo pode provocar uma diminui¢do dos
niveis de calcio no sangue, a vaca pode apresentar sintomas de hipocalcemia (Lévesque,
2004).
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Para o diagndstico deste tipo de mamites é apenas necesséria uma caneca no fundo
preto, onde é possivel visualizar as alteragdes macroscépicas do leite (Ribeiro et al., 2003).

Segundo Smith a mamite clinica pode ser aguda, aguda gangrenosa e crénica (Tabela
3) (Smith, 2002).

Tabela 3 - Classificacdo da mastite clinica (Smith, 2002).

Classificacao clinica Caracteristicas

Sinais clinicos surgem de repente. Dor, Ubere edemaciado por vezes
Aguda endurecido. Sinais sistémicos podem ser ligeiros ou graves: anorexia,
depressdo, febre. A secrecdo lactea pode apresentar flocos, coagulos e
aspeto seroso, aquoso, ou purulento.

Raro. Os sinais clinicos mais comuns séo: anorexia, desidratacdo, depressao,
febre, e sinais de toxémia. No estadio inicial da doenca glandula maméria
apresenta-se vermelha, volumosa e quente. Posteriormente, em poucas horas
0 Ubere fica frio com secre¢do aquosa e sanguinolenta e apresenta areas
azuladas bem delimitadas.

Aguda gangrenosa

N&o ha exibicdo de sinais clinicos num longo periodo de tempo.
Cronica Periodicamente a secrecdo latea contém flocos, codgulos ou fibrina. O Ubere
pode apresentar formagdes endurecidas a palpacao.

2.4.2. Mastite subclinica

A mastite subclinica é responsavel pelo maior prejuizo econémico na exploracao
leiteira, sem alteracdes visiveis no Ubere ou leite, no entanto, com altera¢bes na composi¢do
do leite e presenca de organismos patogénicos (Bexiga et al., 2005).

Existe uma pequena inflamagdo da glandula mamaria ndo observével visualmente,
mantendo-se o leite e 0 quarto afetado com uma aparéncia normal. No entanto, é possivel
demonstrar a presenca de microrganismos no leite através da cultura microbioldgica. As
alteracdes inflamatdrias na glandula mamaria podem ser detetadas pelo aumento das células
somaticas que se verifica devido ao influxo de leucocitos. As mastites subclinicas podem
evoluir rapidamente ou lentamente para mastites clinicas, ou podem resolver-se
espontaneamente (Lévesque, 2004). Dependendo do tipo de agente, as mastites subclinicas

sdo cerca de 15 a 40 vezes mais frequentes do que as mastites clinicas (Biggs, 2009).
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Os agentes patogénicos mais associados com a mamite subclinica s&o os estafilococos
coagulase positivos e negativos, coliformes e estreptococos ambientais (Fox, 2009).

A mamite subclinica pode ser detetada através de exames microbioldgicos, métodos
quimicos indiretos e contagem de células somaticas dos quartos mamarios individuais ou do
efetivo. O Teste Californiano de Mamites € muito atil para o diagnostico de mamites
subclinicas pois é de rapida execugdo e pode ser utilizado no campo (Brito et al., 1997)

3. Detecéo e diagnostico de mastites

A detecdo e diagnéstico de mastite é importante para acompanhar o desempenho da
salde do Ubere (Lam et al., 2009).

O conhecimento dos agentes responsaveis pelas mastites, contagiosos ou ambientais, €
fundamental para desenvolver protocolos de tratamentos e para o desenvolvimento de
programas de controlo e prevencao.

O diagndstico precoce de mastites € extremamente importante. Porque as vacas
infetadas devem ser ordenhadas em ultimo lugar ou entdo com tetinas diferentes, de modo a
diminuir o risco de contagio. Por outro lado, um tratamento precoce aumenta a probabilidade
de cura e também diminui o risco de transmissdo da infe¢do a outros animais. Por ultimo, o
leite dos animais infetados deve ser rejeitado, para ndo contaminar todo o tanque com

bactérias, 0 que podera trazer um grande prejuizo para os produtores (Blowey, 1999).

3.1. Recolha de amostras de leite mamitico

Frequentemente € necessario identificar os microrganismos que provocam mastite para
definir solucBes. A colheita de leite pode ser feita nos quatro quartos em conjunto, mas é
preferivel fazé-la de quartos individuais, embora as amostras individuais possuam um custo
mais elevado. Os resultados dessa cultura sdo importantes para identificar os agentes
etioldgicos presentes no grupo de animais afetado, recomendar tratamentos e decidir o refugo
de vacas individuais (Philpot & Nickerson, 2000).

A colheita tambeém pode ser feita no tanque, onde as bactérias presentes no leite
podem ter origem nas glandulas mamarias infetadas, nas superficies dos tetos e dos Uberes e
em outras fontes do ambiente. A colheita de leite do tanque faz-se principalmente quando

queremos identificar agentes contagiosos na exploragdo, como St. aureus e Strep. agalactiae.
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O ndmero de microrganismos encontrados varia com o nimero de vacas infetadas, com a
producdo de leite e com a gravidade da infecdo. Estes testes tém uma sensibilidade baixa, mas
uma especificidade elevada (Radostits et al., 2007).

A colheita de amostras pode também ser feita para realizacdo de antibiograma,
permitindo averiguar qual o agente antimicrobiano mais indicado ao tratamento (Philpot &
Nickerson, 2000).

A colheita das amostras deve ser realizada de modo a reduzir a0 maximo a
contaminacdo exterior. Quando se colhem amostras dos quartos afetados, deverdo descartar-se
0s primeiros jatos de leite e a ponta do teto deve ser limpa com algod&o e alcool a 70%, o
tubo de colheita deve ser estéril e deve ser imediatamente refrigerada. A amostra pode ser
refrigerada até 24 horas ou congelada até um més antes da cultura (Philpot & Nickerson,
2000). Deve realizar-se a recolha com o maior cuidado e com assepsia, de forma a nao
contaminar a amostra recolhida (Teixeira et al., 2008).

E importante identificar cada frasco em concordancia com a vaca a que corresponde
(Teixeira et al., 2008).

As amostras deverdo ser enviadas ao laboratdrio o mais rapidamente possivel, com as
indicacOes da exploragéo, requerente e testes/culturas a serem efetuados (identificacdo dos
agentes, CCS e antibiograma). No entanto, e caso ndo seja possivel enviar as amostras no
mesmo dia para o laboratorio, estas poderdo/deverdo ser congeladas para posterior envio. Esta
possibilidade € particularmente util, no sentido que permite ao produtor, apos ter recebido
formacdo adequada, realizar a recolha das amostras daqueles animais que no momento da
recolha geral ndo se encontravam em lactacdo por estarem secos e, que de acordo com 0
parto, se vao juntando ao efetivo em lactacdo, sendo necessario também o conhecimento do

seu estado de infecdo em relacdo as mamites (Teixeira et al., 2008).

3.2. Cultura e isolamento de microrganismos provenientes de leite mamitico

A cultura bacteriana é comummente usada como diagndstico para resolver problemas
de mastites, uma vez que o conhecimento do agente causador da infegdo pode ser muito Util
na prevencdo da transmissdo destas infeces (Lam et al., 2009), bem como facilitar o
tratamento da mesma. Para além de ser um recurso importante para a caraterizagdo

epidemioldgica da exploracéo.
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Num estudo elaborado por Lam et al. (2009) verificou-se que aproximadamente 40%
das infe¢Bes intramamarias nunca expressaram sinais clinicos, dependendo essencialmente do

agente causador de mastite.

Tabela 4 - Numero de infe¢es intramamarias em 7 exploracdes durante 20 meses (Lam et al., 2009).

N° de infecbes N° de infe¢oes % de infecodes
intramamarias intra-mamarias intramamarias com
com sinais clinicos sinais clinicos
E. coli 105 99 94%
Staphylococcus aureus 171 62 36%
Streptococcus. dysgalactiae 80 52 65%
Streptococcus uberis 79 49 62%

Este método é recomendado quando se compra uma vaca, antes do tratamento de uma
mastite clinica, quando existem mastites subclinicas, rotineiramente nas vacas recéem-paridas
e para resolver problemas particulares numa vacaria (Lévesque, 2004).

As amostras de leite sdo posteriormente encaminhadas para o laboratério submetidas a
exames microbioldgicos, sendo semeadas em agar MacConkey e agar Sangue (sangue de
carneiro 5%) e incubadas a 37°C por 24 - 48 horas. As col6nias sdo submetidas a provas
bioquimicas e de diferenciacdo bacteriana quando em crescimento no 4gar MacConkey. As
leituras das placas séo realizadas as 24 e 48 horas com a descricdo da macromorfologia. A
micromorfologia é executada através de esfregaco em lamina e corada pela Técnica de Gram.
A identificacdo microbiolégica € realizada com base nas caracteristicas morfolégicas,
bioquimicas e tintoriais de acordo com Quinn et al. (2005).

E necessario ter em atencdo que podem surgir culturas falsas positivas e culturas falsas
negativas. As falsas positivas ocorrem essencialmente quando ha contaminacéo do leite por
uma ma higiene da ordenha. As falsas negativas podem ocorrer devido a um mau
acondicionamento da amostra, a presenca de leucécitos e/ou os antibidticos no leite que
podem destruir ou inibir o crescimento dos agentes patogénicos e, alguns microrganismos,
como Mycoplasma, requerem meios especiais de cultura, enquanto outros, como é o caso de
E. coli, podem ja ndo se encontrar no leite quando é colhida a amostra (Lévesque, 2004).

Como raramente coexistem mais de trés microrganismos na mesma infecdo, quando
sdo isolados mais de 3 agentes esta convencionado que a amostra é considerada contaminada
(Biggs, 2009). As amostras que apresentaram menos de 5 coldnias diferentes ou auséncia total

de coldnias foram classificadas como sendo sem crescimento (Pantoja et al., 2009).
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Ao longo de varios anos, tém sido testados varios métodos para aumentar a taxa de
identificacdo de microrganismos patogénicos, entre os quais estdo incluidos a incubagdo de
uma preé-cultura, congelamento da pré-cultura, aumento dos volumes de inoculacdo de uma
placa e PCR (Lam et al., 2009).

A cultura bacteriana tem como objetivo a identificacdo do agente etioldgico e posterior
prova de sensibilidade a antibidticos (antibiograma).

3.3. Antibiograma

Técnica destinada a determinacdo da sensibilidade bacteriana in vitro frente a agentes
antimicrobianos, também conhecido por Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos (TSA).

Sempre que ndo se conhece a sensibilidade de um microrganismo que contribui para um
processo infecioso, devem ser realizados testes, especialmente quando se trata de espécies
capazes de desenvolver resisténcia aos agentes antimicrobianos normalmente usados (Pereira,
2011).

Alguns microrganismos sdo reconhecidamente suscetiveis a certos agentes
antimicrobianos e o tratamento empirico é largamente utilizado (Teixeira et al., 2008). Detetar
resisténcia € mais importante do ponto de vista clinico, porque pode saber-se assim a
probabilidade de éxito terapéutico (Brito, 2009). Para tal, o antibiograma é um teste que
oferece resultados padrBes de resisténcia ou sensibilidade de um agente bacteriano a varios
antimicrobianos, e é também muito solicitado no diagnostico da mastite para auxiliar na
escolha do melhor tratamento (Teixeira et al., 2008).

Existem seis métodos que permitem determinar a suscetibilidade dos agentes microbianos a
determinados antibioticos: diluicdo em caldo, diluicdo em leite, diluicdo em agar, determinacéo da
concentragdo minima bactericida (CMB), determinacdo da cinética de morte e método de difusdo
em disco. Os primeiros cinco métodos sdo quantitativos, enquanto a difusdo em disco € um
método qualitativo (Constable & Morin, 2003).

O método mais utilizado é por difusdo em disco, onde se utilizam discos de papel
contendo quantidades conhecidas de antibidticos e que sdo aplicados em placas inoculadas
com o microrganismo testado. O antibiograma realizado desta forma é relativamente barato,
tecnicamente direto e confiavel se corretamente padronizado (Collins et al., 2004).

A suscetibilidade antimicrobiana pode ser definida qualitativamente de trés formas,

sendo Sensivel (S), que indica que a dose padrdo do antibidtico deve ser apropriada para tratar
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a infecdo pela estirpe bacteriana isolada; Resistente (R), que indica que a infecdo causada pela
estirpe bacteriana testada ndo devera responder ao agente antimicrobiano; e Intermediario (1),
onde as estirpes bacterianas sdo moderadamente suscetiveis ou moderadamente resistentes e
indica que a estirpe pode ser inibida por altas doses do antibiotico ou em locais onde o agente
antimicrobiano se concentra, como no leite, por exemplo (Collins et al., 2004).

A medicdo do didmetro dos halos é normalmente realizada utilizando uma régua
milimétrica. Aparentemente trivial, esta tarefa apresenta diversos desafios como sobreposi¢éo
de halos, formagdo ndo homogénea da circunferéncia, parcial atuacdo do antimicrobiano,
formagéo de segundo halo e problemas na semeagédo do microrganismo, que séo interpretados
de acordo com a experiéncia do profissional (Costa, 2014). Este teste realizado previamente
ao tratamento, aumenta as possibilidades de recuperacao, principalmente em casos que nao
apresentam melhoria e sugerem problemas de resisténcia ao antimicrobiano administrado
(Teixeira et al., 2008). A automacdo do antibiograma também permite a avaliacdo da
concentragdo inibitéria minima (MIC), traduzida como a menor concentragdo do

antimicrobiano capaz de inibir o crescimento do microrganismo in vitro.

4. Tratamento

A primeira abordagem no tratamento da mastite € a aplicacdo de formas farmacéuticas
por via intramamaria, contendo um ou mais antimicrobianos, e por vezes eventualmente
associados a corticosteroides. A aplicacdo sistémica de farmacos justifica-se nos casos de
infecBes graves, em situacOes de infecBes subclinicas presentes nos outros quartos ou pela
melhor difusdo do farmaco na presenca de codgulos ou micro-abcessos que impecam a
progressdo do medicamento por via intramamaria (Nunes et al., 2007).

No tratamento de mamites contagiosas (ex., St. aureus), 0 uso de uma associacao de
antibioterapia por via intramamaria com a via parentérica permite a obtencdo de bons
resultados na cura da vaca. No entanto, os tratamentos devem cingir-se a 3 dias, pois 0
prolongamento do tratamento ou aplicacdo tratamentos sucessivos com diferentes principios
ativos, pode desencadear complicacdes, como infegdes por leveduras e outros fungos, de
dificil combate. A administracdo de um farmaco com agéo anti-toxica e anti-inflamatoria (ex.,
flunixina meglumina) pode ser um bom adjuvante no tratamento deste tipo de mamites. As
vacas que apresentem recidivas ap6s este tratamento devem ser particularmente analisadas e

sdo candidatas ao refugo (Teixeira et al., 2008).
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Quando se trata de uma mamite aguda ambiental a prioridade é a diminuigcdo da
inflamacdo provocada pelos agentes e suas toxinas responsaveis pela destruicdo do
parénquima glandular. O uso de analgésicos com acgdo anti-inflamatéria e antitoxica (ex.
flunixina meglumina), a ordenha completa e auxiliada com o recurso farmacos que aumentem
a ejecdo de leite (ocitocina) e a utilizacdo de pomadas topicas mamarias de uso dérmico que
diminuam a inflamacdo (substancias demulcentes) constituem, atualmente, um protocolo e
eficaz no combate contra este tipo de mamites. No entanto, nos casos onde ha sinais de
toxémia é necessario recorrer a antibioterapia. Independentemente de se tratar de uma mamite
de origem contagiosa ou ambiental, pode também recorrer-se a fluidoterapia endovenosa com
solugdes hipertdnicas de modo a restabelecer o equilibrio hidrico, assim como doses elevadas
de farmacos com atividade anti-endotoxica, de modo a neutralizar a acdo das toxinas
(Teixeira et al., 2008).

4.1. Antibioterapia

A escolha do antibidtico deve ter como objetivo a eficacia terapéutica e os beneficios
econdmicos, do ponto de vista da recuperacao da producdo de leite e eliminacdo de fontes de
infecdo (Costa, 2006). Esta escolha deve ser sempre feita pelo veterinario assistente da
exploracdo, que tera em conta os problemas que se encontram na mesma (Blowey, 1999).

O antibidtico ideal seria aquele que permitisse controlar todos 0s processos infeciosos
do Ubere e ndo deixasse residuos no leite (Costa, 2006). Como ndo existe, para a escolha do
antibidtico deve-se ter em consideracdo varios fatores como: o espectro de acdo do
antimicrobiano, a sua capacidade em alcancar e manter a concentragdo terapéutica efetiva no
local de infecdo (leite, glandula mamaria e sangue), ter um tempo apropriado de tratamento,
ndo provocar efeitos adversos locais ou sistémicos e que ndo mantenha residuos durante
muito tempo (Constable & Morin, 2003).

Segundo Teixeira et al. (2008) os antibidticos mais indicados para o tratamento de
mastites sdo: penicilina, cloxacilina, ampicilina, penetamato de penicilina, gentamicina,
nafcilina, cefazolina, cefoperazona e cefquinoma.

Na maioria das vezes, os resultados da cultura bacteriana ndo chegam em tempo
oportuno para a escolha dos antimicrobianos, o seu uso pode ser limitado as mastites por

Gam- positivos, consoante as caracteristicas da infecdo (Roberson, 2003).
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Streptococcus spp. sd@o normalmente sensiveis a penicilina. No entanto, algumas
estirpes que produzem penicilases ndo sdo sensiveis a penicilina, pelo que se deve usar
penicilinas sintéticas (ex: cloxacilina), combinacdes de antibioticos (ex: amoxicilina e acido-
clavulanico) ou antibioticos resistentes as penicilases (ex: eritromicina e novobiocina). E. coli,
Pseudomonas e Klebsiella sdo resistentes a penicilina, dai que, para combaté-las, se privilegie
0 uso de tetraciclinas, cefalosporinas, amoxicilinas (Blowey, 1999) e quinolonas (Costa,
2006). E importante cada exploragio ter apenas um, ou no maximo dois, protocolos de rotina
(Blowey, 1999).

Segundo Biggs (2009), as vantagens da utilizagdo de antibioterapia em casos de
mastites sdo: aumento das hipoteses de sucesso no tratamento, particularmente nas infecdes
por Gram positivos; diminuicdo da excrecdo bacteriana no leite, 0 que reduz o contagio na
vacaria e 0 aumento na CCS no leite do tanque, bem como 0s seus impactos econdémicos;
resolucdo mais rapida dos sinais clinicos e, por isso, retorno mais rapido na producdo de leite;
melhoria da qualidade de gordura em relacdo a lactose e caseina; e reducdo da possibilidade
de recidivas. No que toca a desvantagens, 0 mesmo autor considera: 0s custos do tratamento e
perda de tempo por parte do ordenhador; custos das descargas presentes no leite, 0 que pode
ser particularmente relevante nas vacas de alta producgéo; risco de contaminagdo no leite do
tanque; teoricamente, risco de aumento das resisténcias aos antibioticos; auséncia de métodos
de controlo por parte dos produtores que passam a achar que o antibi6tico resolve todos os
problemas; e possibilidade de ndo afetar significativamente infeces especialmente por Gram
negativos.

A facilidade com que o farmaco penetra no Ubere, a concentracdo alcangcada no seu
interior e a persisténcia do farmaco no tecido mamario, ap6s a administracdo, sdo fatores que
afetam a acdo dos antibidticos (Blowey, 1999).

De um modo geral, os antibidticos devem atuar inicialmente ao nivel do tecido
mamario e s6 posteriormente serem absorvidos para a circulacao (Teixeira et al., 2008).

Quando a vaca se encontra na fase de lactacdo é desejavel que o farmaco tenha uma
persisténcia curta na glandula, de modo a reduzir a presenca de residuos no leite apds o
tratamento. Por isso, recomenda-se 0 uso de um antimicrobiano em veiculo aquoso, que
permite uma maior difusdo no leite. Os tratamentos realizados durante a lactacéo, sob o ponto
de vista custo-beneficio, ndo devem ultrapassar os 5 dias, uma vez que € no intervalo de 3a 5
dias que ocorrem os maiores indices de cura clinica (Costa, 2006). Para além disso, 0

prolongamento ou a aplicacdo de varios tratamentos sucessivos com diferentes
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antimicrobianos pode levar ao aparecimento de infegdes por leveduras ou fungos, que séo de
mais dificil combate (Teixeira et al., 2008).

A administracdo de antimicrobianos por via intramamaria deve ter em consideracao
algumas caracteristicas consoante a fase de lactacdo em que se encontra a vaca. Nas vacas em
lactacdo, o farmaco deve ser pouco irritante, ter uma baixa CMI, ter um baixo grau de ligacdo
as proteinas, um baixo grau de ionizacdo no Ubere, uma libertacdo répida e uma baixa
persisténcia. Nas vacas no periodo seco, este deve ter uma acao bactericida, ndo ser irritante,
ter alto grau de ligacdo as proteinas e ser estavel (Costa, 2006). No periodo seco pretende-se
que o farmaco tenha uma longa persisténcia na glandula mamaria, pelo que se associa 6leo
mineral com monoestearato de aluminio a 3% (Costa, 2006).

Segundo Costa (2006), os antimicrobianos com boa difusdo quando aplicados por via
intramamaria sdo: o penetamato, a ampicilina, a amoxicilina, o novobiocina, a eritromicina e a
tilosina. Com difusdo moderada sdo a penicilina G, a cloxacilina e a tetraciclina. Por outro
lado, a estreptomicina e a neomicina apresentam muito pouca difusdo na glandula maméria.

Uma das principais vantagens do uso de antibioterapia intramamaria é a alta
concentracdo que se pode verificar no leite quando se utiliza esta via. Segundo Pyorala
(2009), a concentracédo de penicilina G no leite é 100-1.000 vezes maior apds a administracéo
intramamaria comparada com a administragdo parentérica. As bisnagas para a terapéutica
intramamaria deve ser introduzidas com bastante cuidado higiénico, de modo a que ndo haja
introducdo de bactérias, leveduras ou fungos na glandula mamaria. As canulas utilizadas
devem ser curtas, de modo a que penetrem so até ao esfincter externo para reduzir o risco de
entrada de agentes patogénicos (Radostits et al., 2000).

Frequentemente, o tratamento com antibi6ticos locais € coadjuvado com antibi6ticos
parentéricos, principalmente nos casos de surtos de mastites (Teixeira et al., 2008). O
tratamento sistémico deve ser utilizado sempre que ha mastites clinicas com sinais sistémicos.
O que permite evitar que ocorra bacteriémia e septicémia (Radostits et al., 2000), verificando-
se mais rapidamente a normalizacdo da temperatura e da producdo de leite (Cuteri et al.,
2008). Os antimicrobianos usados por esta via devem atingir facilmente as concentracdes
Otimas na glandula mamaria, sem afetar outros sistemas, como o sistema gastro-intestinal.
Para isso, estes farmacos devem ter uma alta lipossolubilidade, baixa percentagem de ligacéo
as proteinas plasmaticas e serem uma base fraca quando se considera o pH ligeiramente acido

do leite normal. Em condi¢Bes normais, apenas os macrolidos (eritromicina e tilosina), as
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tetraciclinas, o trimetoprim e as fluoroquinolonas apresentam boa distribui¢cdo na glandula
mamaria (Costa, 2006).

Existem varios fatores que interferem na eficacia de um tratamento com recurso a
antibioterapia tais como:

e A presenca de exsudado purulento e detritos que bloqueiam os ductos e alvéolos é
uma das principais causas, o que faz com que o antibidtico seja incapaz de penetrar no
local da infecdo, é uma situacdo frequente nas mastites por St. aureus, embora possa
ocorrer nas infegdes por Strep. agalactiae e Strep. dysgalactiae (Blowey, 1999);

e Algumas estirpes de Staphylococcus e Strep. uberis conseguem sobreviver no interior
de células, o que os protege contra a acdo dos antibidticos (Blowey, 1999);

e As alteragcdes anatomopatoldgicas que ocorrem em algumas mastites, como é 0 caso
das provocadas por Arcanobacterium pyogenes, cuja reacdo tecidual é tdo intensa que
pode dificultar o acesso do antimicrobiano ao foco de infecdo (Costa, 2006);

e Alguns agentes patogenicos como Mycoplasma, Prototheca, Nocardia, Pseudomonas
e leveduras ndo respondem ou respondem pouco a tratamentos com antibidticos
(Morin, 2004);

e No tratamento de Strep. agalactiae estd recomendado fazer-se um protocolo
terapéutico radical, denominado por “Blitz”. Este protocolo consiste no tratamento de
todo o efetivo, através de antibioterapia intramamaria em todos os quartos durante 4 a
5 ordenhas consecutivas, de preferéncia com penicilina. O impacto econémico que
este procedimento provoca, devido a ndo comercializacdo de leite durante cerca de
uma semana (devido ao IS dos farmacos utilizados), faz com que o produtor seja
normalmente muito reticente a esta op¢éo (Teixeira et al., 2008).

4.1.1. Antibioticos mais utilizados no controlo de mastites

» Penicilinas: as penicilinas ndo se distribuem bem na glandula mamaria. A
concentracdo bactericida minima pode ser obtida com administracdo parenteral. Quando se
usa a via intramamaria, recomenda-se uma dose de 11.000 UIl/Kg a cada 12 horas. No caso de
vacas secas, a penicilina deve ter um veiculo de monoestearato de aluminio, na dose de
100.000- 200.000 UI por quarto. O uso de penicilina com novobiocina apresenta excelentes
resultados em alguns casos de mastite. A cloxacilina (penicilina sintética) tem sido cada vez

mais utilizada, sendo recomendada a dose de 500 mg no periodo seco. A ampicilina, por sua
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vez, apresenta alta difusdo na glandula mamaria, sendo a dose recomendada de 10 a 20 mg/Kg
por via parentérica e 60 a 65 mg/quarto por via intramamaria, aplicada 2 vezes ao dia, durante
3 a 5 dias. A ampicilina intramamaria pode ser associada a uma penicilina por via parentérica,
apresentando uma eficiéncia de 50% em mastites por Staphylococcus e por Streptococcus e
40% nas mastites por Arcanobacterium pyogenes (Costa, 2006). Strep. uberis tem
demonstrado ser bastante sensivel as penicilinas, apesar de existirem muitos microrganismos
resistentes a penicilina G (Hillerton & Berry, 2003). A amoxicilina tem demonstrado ser
bastante eficaz no tratamento de mastites por Strep. agalactiae, por SCN e por Streptococcus
spp. (Wilson et al., 1999). Segundo Pyoréld (2009) o penetamato, por ser mais lipofilico que a

penicilina G, apresenta uma melhor difuséo no leite.

= Cefalosporinas: a cefoperazona e o cefalonio, cefalosporinas de 12 geracao, tém uma
boa atividade contra bactérias Gram-positivas, mas pouca atividade contra as Gram-negativas,
enquanto os farmacos de 3% geracdo tém uma moderada atividade contra bactérias Gram-
positivas, e uma boa atividade contra as Gram-negativas (Moroni et al., 2006). A
cefoperazona, na dose de 250 mg/quarto, apresenta uma eficacia de cerca de 80% nos
principais agentes de mastites. N&o é irritante e persiste no Ubere, em concentragdes
adequadas, durante 48 horas ap6s a administracdo por via intramamaria. A associacdo de
cefoxazol e penicilina tem apresentado bons resultados, assim como a cefapiridina (dose 500
mg/quarto), o cefacetril e a cefquinona (uma cefalosporina de 42 geracao) (Costa, 2006). Num
estudo realizado por Roy et al. (2008), a cefapirina demonstrou ser eficaz no tratamento de
vacas infetadas por St. aureus. A cefquinona tem uma O6tima distribuicdo nos tecidos e uma
baixa CMI para as bactérias Gram-negativas, assim como o ceftiofur (cefalosporina de 32
geracdo) tem uma excelente atividade contra agentes Gram-negativos (Erskine et al., 2003).
Num estudo realizado por Hallberg (2006), a administracdo de 500 mg de ceftiofur por via
intramamaria na ultima ordenha da lactacdo, foi eficaz na eliminacdo de infegdes

intramamarias presentes durante a lactacdo e na prevencao de novas infecGes.

» Tetraciclinas: atingem uma boa concentragdo na glandula maméria quando
administrados por via parental. A oxitetraciclina é recomendada como primeira escolha no
tratamento de mastites por Mannheimia haemolytica e Aerobacter aerogenes. As tetraciclinas
de longa acéo, na dose de 20 mg/Kg, sdo capazes de manter a concentragdo 6tima durante 72

horas, com um IS de 96 horas. Devido ao seu IS longo, ndo é recomendado o0 seu uso durante
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a lactacdo. A doxiciclina tem sido indicada como bastante eficiente nas mastites por Nocardia
spp. e Chlamydia. Mycoplasma spp., apesar de apresentar sensibilidade a doxaciclina in vitro,

na pratica esta ndo se tem apresentado muito eficaz in vivo (Costa, 2006).

= Macrolidos e lincosaminas: dois grupos de farmacos que apresentam um
comportamento farmacocinético semelhante. Estes antibioticos tém uma concentracdo 6tima,
equivalente a 3 a 5 vezes a concentracdo do plasma, ultrapassando por isso os valores de CMI
para a maioria dos microrganismos Gram-positivos, alguns anaerdbios e Nocardia asteroides.
A eritromicina pode ser aplicada por via parentérica ou intramamaria. No entanto, quando o
pH da glandula mamaria aumenta, podera ser diminuido o aporte por via parenteral. A tilosina
tem-se demonstrado efetiva no combate de Mycoplasma spp., e quando associada a
tetraciclina é usada no tratamento de Pasteurella spp. Os valores de CMI da tilosina séo
relativamente baixos para Streptococcus beta-hemoliticos, St. aureus e Corynebacterium spp.,
apresentando bons resultados na prética. A pirlimicina tem sido recomendada nas mastites
causadas por Gram-positivas € no combate aos microrganismos que resistem a fagocitose,
como € o caso de St. aureus e St. epidermidis (Costa, 2006), sendo capaz de manter a
concentragéo efetiva apenas com a administracdo de uma dose por dia, mesmo que se efetue a

ordenha 3 vezes por dia (Erskine et al., 2003).

» Polimixinas: os derivados da polimixina B e colistina podem ser Uteis no tratamento
de mastites por Gram-negativos, como E. coli, Pseudomonas spp., Enterobacter spp.,
Pasteurella spp. e Proteus spp. Estes farmacos sdo considerados de exceléncia no tratamento
de mastites por E. coli, ndo s6 porque tém uma grande atividade contra este microrganismo,
como também porque diminuem os efeitos sistémicos da endotoxina. A dose recomendada é

de 7 mg/Kg por via parenteral e de 200 mg/quarto por via intramamaria (Costa, 2006).
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Tabela 5 - Agentes antimicrobianos e via de administracdo mais apropriada para cada agente.
Adaptado de Constable et al. (2008) e George et al. (2008).

Agente

Antimicrobianos

Via de
administracdo

Streptococcus spp.

Penicilina G, cloxacilina, ampicilina,
amoxicilina, cefalosporinas

Intramamaria

Stretococcus agalactiae

Amoxicilina, penicilina G,
cloxacilina, cefalosporina

Intramamaria

Streptococcus dysgalactiae

Penicilina G, cloxacilina e
cefalosporinas

Intramamaria

Staphylococcus aureus

Penicilina G, cefalosporinas,
cloxacilina, pirlimicina

Intramamaria

Staphylococcus coagulase

negativo

Penicilina G, amoxicilina,
cefalosporinas, pirlimicina

Intramamaria

Streptococcus uberis

Intramamaria e

Penicilina G, ampicilina, cloxacilina Parenteral
Sulfonamidas, aminoglicosideos,
Coliformes amoxicilina, tetraciclinas, Parenteral
cefalosporinas de 32 e 42 geracdo,
polimixina B,quinolonas
Mycoplasma bovis Tilosina, quinolonas Parenteral

Corynebacterium spp.

Penicilinas

Intramamaria

=  Aminoglicosideos: a estreptomicina, a neomicina e a gentamicina tém sido usados

isoladamente ou associados a outros antibioticos no tratamento de mastites. Estes farmacos

apenas sao utilizados por via intramamaria; no entanto, o leite reduz a atividade dos

aminoglicosideos, especialmente da neomicina (Costa, 2006). Para além disso, 0s

escolha frequente (Pyorala, 2009).

Aminoglicosideos apresentam um intervalo de seguranca grande, pelo que ndo devem ser uma

= Sulfonamidas: tém um bom espectro de atividade contra os principais agentes

patogénicos de mastites, principalmente quando associadas ao trimetoprim (Costa, 2006).

= Quinolonas: as fluoroquinolonas sdo as quinolonas mais frequentemente utilizadas
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durante o periodo seco (Costa, 2006). S&o também Uteis nas mastites por coliformes, quando

administrados por via parenteral.

4.2. Tratamento no periodo seco

O tratamento durante o periodo seco apresenta muitas vantagens: promove a
eliminacdo de infecOes presentes no Ubere no final da lactacdo (entre 70 a 90% de eficécia) e
reduz a incidéncia de novas infe¢Ges, em cerca de 50 a 75%, particularmente no que diz
respeito a Streptococcus ambientais (Lévesque, 2004); permite que ndo haja desperdicio de
leite; a resposta é muito mais eficaz, uma vez que as doses de antibidticos administradas sdo
normalmente maiores (ndo ha a preocupacdo da presenca de residuos no leite); podem
utilizar-se antibiéticos com um tempo de atuacdo muito maior; permite aumentar a protecao
contra “mastites de Verdo” e reduz a incidéncia de mastites clinicas na altura do parto (Biggs,
2009).

E essencial ter cuidados durante esta fase, pois a probabilidade de ocorrerem novas
infecdes intramamarias durante os primeiros 21 dias do periodo seco é 6 vezes maior do que a
verificada durante a lactacdo (Hallberg et al., 2006);

O tratamento de secagem deve ser evitado durante as duas Ultimas semanas antes do
parto, devido ao risco de provocar a contaminacdo do leite com antibidticos. E importante
também referir que a resposta dos animais ao tratamento de mastites durante o inicio do
periodo seco decresce com a idade (Teixeira et al., 2008).

Certos autores tém aconselhado o uso de tratamento a todas as vacas e a todos 0s
quartos afetados, uma vez que existem sempre vacas que funcionam como reservatério de
agentes infeciosos, sem que apresentem sinais clinicos (Blowey, 1999; Lévesque, 2004). Por
outro lado, outros autores consideram que se deve tratar apenas as vacas infetadas. Uma vez
que, se reduzem os custos em tratamentos, a eliminacdo dos agentes considerados “menores”
pode tornar a vaca mais suscetivel aos agentes ambientais e, por fim, previne-se a possivel
emergéncia de novas resisténcias bacterianas (Pyoréla, 2002; Radostits et al., 2000).

Nas vacas com mastites por SCN, o tratamento no periodo seco consegue eliminar
entre 80% a 100% das infe¢des, enquanto apenas 73% podem curar espontaneamente (Sears
& McCarthy, 2003).

No caso do St. aureus tem-se verificado um grande sucesso no tratamento durante o
periodo seco, para além de também prevenir o aparecimento de novas infecdes. O protocolo

terapéutico usado nestes casos deve ser efetuado durante 6 a 8 dias, de modo a que se
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mantenham os niveis terapéuticos de antibiotico (Sears & McCarthy, 2003). Zafalon et al.
(2007) realizaram um estudo onde se obteve uma taxa de cura de cerca de 80% no tratamento
durante o periodo seco de vacas com St. aureus. Sendo este considerado o agente mais dificil

de eliminar, particularmente quando as infecGes ja sdo cronicas (Lévesque, 2004).

4.3. Tratamento de novilhas

Uma vez que é durante a primeira lactacdo que ocorre um maior desenvolvimento do
tecido da glandula mamaria (Davidson & Staberfeldt, 2007), uma infecdo na altura do parto
pode ter efeitos adversos no futuro da glandula mamaria (Nickerson et al., 1995).

Um estudo efetuado por Borm et al. (2006), na América do Norte, demonstrou que
63% das novilhas e 34% dos seus quartos tinham infecdes intramamarias no primeiro parto.

Em termos de prevencdo, 0 maneio e a higiene a que as novilhas estdo sujeitas sdo 0s
pontos mais importantes. O uso de antibioterapia intramamaria em novilhas antes do parto
tem sido sugerido como uma estratégia para redugdo das mastites ao parto. No entanto, como
é considerada uma tarefa complicada e pouco prética, a administracdo parentérica de tilosina
demonstrou ter algum efeito na reducdo de infe¢bes intramamarias nesta altura (Contreras &
Sears, 2008).

Foram efetuados varios estudos: Erskine et al. (2003), considera que as infusdes
intramamarias com antibidticos beta-lactdmicos, 7 a 14 dias antes da data prevista do parto,
reduzem a taxa de mastites nestes animais apds o parto, enquanto Nickerson et al. (1995)
consideram que a antibioterapia intramamaria realizada mais de 45 dias antes do parto é a que
apresenta maior reducdo do nimero de mastites ao parto. Por sua vez, Radostits et al. (2000)
referem que o tratamento de novilhas com cefapirina, 10 a 12 semanas antes do parto, elimina
90% das infecBes intramamarias de St. aureus, Streptococcus spp., Staphylococcus spp. e

coliformes.

4.4.  Tratamento de suporte

Terapia de suporte, incluindo administracdo parenteral de fluidos isoténicos,
principalmente aqueles que contem glucose, esta indicada em casos de lesdes extensivas e
toxémia grave. Um método que tem sido avaliado como forma de fornecer terapia de fluidos

em vacas com mastite grave, especialmente mastite coliforme hiperaguda, tem como base a
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administracdo de soro salino hipertonico seguido do acesso imediato ao bebedouro (Radostitis
et al., 2000).

. Fluidoterapia: nas mastites agudas, as vacas podem apresentar-se com sinais bastante
graves, desenvolvendo choque téxico, que muitas vezes é acompanhado de diarreia. Nestes
casos, 0s animais apresentam-se desidratados e torna-se fundamental recorrer a fluidoterapia
para repor o equilibrio hidro-electrolitico. Podem ser utilizados soros isotdnicos ou
hipertonicos (Biggs, 2009). O mais frequente € o uso de 1 a 3 litros de soro salino hiperténico

para encorajar a vaca a beber agua (Lévesque, 2004).

. Anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES): sdo farmacos com grandes capacidades
anti-inflamatorias, anti-endotoxicas e antipiréticas. Os AINEs tém ainda propriedades
analgésicas, que sdo muitas vezes subestimadas (Biggs, 2009). Para além da sua grande
importancia na reducdo dos efeitos da endotoxina nos casos de mastites por E. coli ou outros
coliformes, ainda favorece a acdo de alguns agentes antimicrobianos. O mais utilizado € a
flunixina meglumina, na dose de 1,1 mg/Kg, via intramuscular (IM) ou endovenosa (EV). O
cetoprofeno (dose de 2 mg/dia por via IM) também tem demonstrado ser Gtil no tratamento de
mastites agudas (Costa, 2006).

. Corticosteroides: podem ser utilizados nos estadios iniciais de inflamacéo, mas néao
tém grandes efeitos quando a inflamacéo ja esta instalada (Biggs, 2009). Tém propriedades
anti-inflamatorias, mas podem ter um impacto negativo no sistema imunitéario (no caso de uso
prolongado), pelo que pode ser contraproducente a sua utilizacdo, para além de poderem
provocar o aborto em vacas gestantes (Costa, 2006). Alguns antibi6ticos de administracdo
intramamaria contém corticosteréides, com o objetivo de reduzirem o efeito irritante do

antibidtico ou servirem de anti-inflamatorio (Biggs, 2009).

. Ocitocina: usada como tratamento adjuvante para a remocdo do leite infetado do
guarto. Em mastites muito severas, em que o Ubere se encontra muito doloroso devido ao
blogqueio dos alvéolos e ductos pelo leite, 0 seu uso apenas poderia exacerbar esse efeito nas
células mioepiteliais. No entanto, o uso de altas doses de ocitocina tem demonstrado que

alarga as juncGes entre as celulas secretoras, o que permite a passagem de mediadores
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inflamatorios do sangue para o limen da glandula maméria, onde se encontra a maioria das
bactérias (Biggs, 2009).

. Remocdo do leite: a remocdo regular do leite infetado do quarto permite a
recuperacdo mais rapida, uma vez que se vai eliminando parte dos agentes microbianos
encontrados na glandula mamaéria (Biggs, 2009), assim como os metabolitos produzidos na
decorréncia do processo inflamatdrio e os seus mediadores de inflamacéo (Costa, 2006). A
remocdo do leite é fundamental nas mastites por coliformes (Biggs, 2009). Num estudo
realizado por Almeida et al. (2005) verificou-se que a utilizacdo de ordenhas mdltiplas foi
capaz de eliminar a infecdo por Staphylococcus aureus em metade dos animais infetados. No

entanto, este estudo foi realizado a uma pequena amostra de animais.

. Unguentos ou pomadas topicas: o uso de massagem local permite que haja uma
chamada de sangue ao local e encoraja os processos de defesa natural, o que poderéa ainda ser
mais facilitado com a ajuda das pomadas. A sua capacidade irritante provoca a dilatacdo dos

capilares superficiais e aumenta o fluxo de sangue para a pele do Ubere (Biggs, 2009).

. Calcio: algumas vacas com mastites toxicas apresentam hipocalcémia; no entanto, tem
sido dificil determinar a sua causa e qual a associacdo entre mastites e hipocalcemias (Biggs,
2009).

5. Resisténcia aos agentes antimicrobianos

As preocupac0es relativas ao impacto da utilizacdo de antimicrobianos em exploragdes
pecuérias sdo cada vez maiores devido as emergentes resisténcias (Call et al., 2008).

A antibioterapia ndo deve ser usada no lugar de outros métodos de controlo e prevencéao
de doenca. Fatores como nutricdo, ambiente, higiene, maneio e vacinagcdo devem sempre ser
levados em conta (Jackson & Cockcroft, 2007). A diminuic¢do do uso de antibioticos, facilita a
obtencéo de produtos de origem animal livres de residuos de antibidticos, bactérias zoondticas
resistentes e bactérias resistentes que possam transferir essa resisténcia a bactérias do ser
humano (Jackson & Cockcroft, 2007).
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Questdes de saude publica, nomeadamente a emergéncia de resisténcias bacterianas aos
antibioticos, determinaram recomendacGes para a redugdo e para o uso racional de
antibioticos em medicina veterinaria (Apifarma, 2004). Os animais de producdo podem servir
como um reservatério de bactérias resistentes que mais tarde podem vir a afetar o ser humano
(Gentilini et al., 2002). Por este motivo, tém sido desenvolvidos sistemas de monitorizacdo de
resisténcias a antimicrobianos em alguns paises, como o0 NARMS (National Antimicrobial
Resistance Monitoring System) nos EUA (White et al., 2006).

Em certas exploracdes, as decisdes terapéuticas sdo geralmente empiricas e baseiam-
se, infelizmente e na maioria dos casos, nas experiéncias anteriores de sucesso de tratamentos.
Questdes de saude publica, em especial as relacionadas com a presenca de residuos e a
disseminacdo de resisténcias bacterianas aos antimicrobianos determinaram recomendac6es
no sentido de diminuir gradualmente a utilizacdo destas substancias ativas em medicina
veterinaria (WHO, 2001). Assim, a identificacdo dos agentes etioldgicos de infecdo e a
avaliacdo do seu perfil de suscetibilidade a antimicrobianos é fundamental para a escolha
adequada da terapéutica a instituir.

Sempre que possivel, o tratamento com agentes antimicrobianos deve ser selecionado
tendo em conta os resultados dos antibiogramas, que consistem em testes que determinam a
sensibilidade dos agentes microbianos aos diferentes antibidticos. Este € um aspeto essencial,
uma vez que o problema das resisténcias tem vindo a acentuar-se cada vez mais, devido ao
uso indiscriminado e inadequado dos antibidticos (Costa, 2006). O método mais
frequentemente utilizado é o da difusdo em disco, devido ao seu baixo custo e rapidez. No
entanto, este método apresenta algumas limitagdes (Erskine et al., 2003), uma vez que se trata
de um método qualitativo (os resultados sdo apresentados em: sensivel, intermédio e
resistente) e mudancas subtis na suscetibilidade podem néo ser aparentes (Makovec & Ruegg,
2003). Sabe-se que alguns microrganismos resistentes a determinadas concentracdes de
antibidticos tornam-se sensiveis quando se aumenta a concentracdo da dose, normalmente
duas a cinco vezes a CMI. No entanto, deve-se ter em atencéo o risco de aparecimento de
efeitos toxicos (Costa, 2006).

As resisténcias antimicrobianas podem ser classificadas como naturais, como é o caso
de St. aureus as penicilinas, ou adquiridas (Costa, 2006). No caso das resisténcias adquiridas,
estas desenvolvem-se por meio de mutagdes cromossomicas, embora também os plasmideos a

possam transmitir, pois podem conter genes de resisténcia e tém a capacidade de se mover
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entre bactérias, podendo assim disseminar a resisténcia entre agentes. (Makovec & Ruegg,
2003).

A resisténcia aos farmacos beta-lactdmicos inclui a producdo de betalactamases e
producdo de proteinas que tém uma baixa afinidade de ligacdo as penicilinas, designadas
PBP2a (Gentilini et al., 2002).

No caso das tetraciclinas e aminoglicosideos, devido ao seu largo espectro, estes tém
sido usados frequentemente para tratar doencas respiratérias e outras doencgas dos bovinos,
pelo que se tem vindo a verificar um aumento das resisténcias a estes farmacos (Moroni et al.,
2006).

Streptococcus spp. demonstraram ser suscetiveis a penicilina, ampicilina e
cefalosporinas, enquanto St. aureus é muitas vezes resistente a antibiéticos que podem ser
inativados pelas P-lactamases. Por sua vez, 0s microrganismos Gram-negativos Ssao
naturalmente resistentes a Vvarios agentes antimicrobianos, exceto as quinolonas, aos
aminoglicosideos, as sulfamidas e as cefalosporinas (Erskine et al. 2003),

Os coliformes sdo resistentes aos macrélidos em geral, a pirlimicina e a penicilina
(Morin, 2004).

Segundo Hillerton & Berry, (2003) tem-se verificado uma grande resisténcia de Strep.
uberis a cloxacilina, e enquanto em certos paises, a resisténcia de St. aureus as penicilinas tém
aumentado, noutros tem vindo a diminuir (Barkema et al., 2006). Um estudo realizado por
Leemput e Zadoks (2006) demonstrou que Strep. uberis apresenta 21% de resisténcia a
eritromicina.

Segundo um estudo realizado por Corréa et al. (2005), vérias espécies de Staphylococcus
coagulase positivo apresentaram mais frequentemente resisténcia as sulfonamidas,
ampicilinas, penicilinas e lincomicinas. Além disso, praticamente todos os isolados
apresentaram resisténcia a dois ou mais antimicrobianos.

Segundo Sears & McCarthy (2003), a maioria dos SCN sdo resistentes as sulfamidas-
trimetoprim, ampicilina e eritromicina.

As enterobacteriaceas do género Serratia sdo resistentes aos derivados da polimixina
B e colistina (Costa, 2006).

Segundo Costa (2006), os agentes microbianos isolados nos casos de mastites tém
apresentado poucas resisténcias as cefalosporinas. Por outro lado, num estudo realizado pelo
mesmo em varias regides de S&o Paulo e Minas Gerais no Brasil, verificou-se uma grande

resisténcia as sulfonamidas por parte dos agentes patogénicos.
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Farmacos de geracBes mais recentes, com um maior espectro de agdo, surgem como
uma alternativa facil, associada a uma maior probabilidade de sucesso terapéutico. No
entanto, a adaptacdo das estirpes microbianas aos novos farmacos ocorre de uma forma muito
rapida; por isso, para evitar que se desenvolvam resisténcias a estes farmacos, estes nunca
deverdo ser a primeira escolha terapéutica (Nunes et al., 2007).

A primeira escolha terapéutica deve sempre incluir um antibidtico de largo espectro,
como a penicilina G, e so se este ndo se revelar eficaz € que se deve usar uma cefalosporina
de 32 ou 4@ geracao, para combater 0 aumento das resisténcias aos antimicrobianos (Pyorala,
2009).

6. Controlo e prevencao das mastites bovinas

Um programa de controlo e prevencdo de mamites deve ser, metodico, criterioso e
dinamico. E importante que seja continuo no tempo (Teixeira et al., 2008).

O conhecimento técnico-cientifico aliado ao trabalho de entidades habilitadas e
competentes (laboratdrios de referéncias) permite que o veterinario, elo de ligacao a realidade
de cada exploracdo, aumente a taxa de sucesso em cada programa. Bons métodos de
diagnostico, uma avaliacdo global mas ao mesmo tempo particular da exploracéo leiteira e de
todas as atividades e logisticas inerentes a esta, deverdo ser pontos comuns em qualquer
programa de controlo e prevencdo de mamites (Teixeira et al., 2008).

Segundo Philpot e Nickerson (2000) os pontos-chave no controlo e prevengdo de
mastites sdo a higiene, a maquina de ordenha, a selagem dos tetos, o tratamento de mastites
clinicas e o refugo dos animais irrecuperaveis.

Um programa de controlo e prevencdo de mamites de uma exploragéo, deve iniciar-se
sempre pelos mesmos denominadores comuns, 0s quais 0 veterinario devera procurar aceder e
efetuar os respetivos registos:

Conhecimento real e objetivo do estado sanitario da exploragéo;
v’ Percentagem de animais infetados e agentes etiol6gicos presentes;
v" Rotina de ordenha e maneio animal;
v Habitos (maneio) gerais da exploracao Leiteira. (Teixeira et al., 2008)

43



Segundo o NIRD (National Institute for Research in Dairying), o programa de controlo de
mastites deve ser desenvolvido tendo em conta 10 pontos (Radostits et al., 2000):
1 — métodos adequados de higiene do Ubere e gestdo da ordenha;

2 — correta instalacdo, funcionamento e manutencéo do equipamento da ordenha;
3 — gestdo e tratamento das vacas secas;

4 — tratamento adequado de mastites durante a lactagéo;

5 — abate das vacas com infe¢des cronicas;

6 — manutencdo de um ambiente adequado;

7 — manutencéo de bons registos;

8 — monitorizacdo do estado de satde do Ubere;

9 — revisdo periddica da gestdo da saude do Ubere;

10- estabelecimento de metas para o estado de saude do Ubere.

De acordo com Teixeira et al. (2008), de uma forma geral, um programa de controlo
deve ter como base:
1- Reducdo da duracéo da infecéo:
v' Tratamento de todos os quartos de todas as vacas com mamites subclinicas
imediatamente antes do periodo seco;
v" Tratamento dos casos clinicos quando ocorrem;
v Refugo vacas com infecGes crénicas.
2- Reducdo da taxa de disseminacao dos microrganismos:
v" Mergulho dos tetos em solucdo desinfetante antes e ap6s a ordenha (pré-dipping e
pos-dipping);
v" Verificacdo do correto funcionamento da maquina de ordenha;
v Ordenha das vacas infetadas apés as restantes.

O refugo de animais com afecBes cronicas e incuraveis, uma correta terapia dos
animais, da pratica de ordenha, da manutencdo da maquina de ordenha aliada a uma recria
controlada e compra de animais comprovadamente isentos de agentes de mamite, a uma
alimentacdo adequada em quantidade e qualidade de acordo com as necessidades dos animais
entre outros fatores, s&o pontos essenciais no caminho a percorrer (Teixeira et al., 2008).

Cerca de 20% a 30% das infecOes da glandula mamaria sdo eliminadas
espontaneamente pelo sistema imunitario do animal, tornando-se essencial tomar boas

medidas de maneio, alimentagdo adequada e auséncia de stress para reduzir o numero de
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infecOes (Tozzetti et al., 2008), maximizando os mecanismos de defesa natural dos tetos e do
Ubere (Blowey, 1999).

Um procedimento que tem demonstrado ser de extrema importancia no periodo seco é
a selagem dos tetos, apés a ultima ordenha e ap6s a administracdo dos antibioticos
intramamarios, € normalmente realizada através da administracdo do selante que fecha o canal
do teto & entrada de novos agentes. Este método é particularmente eficaz durante as primeiras
trés semanas apos a instilacdo, o que coincide com o periodo mais suscetivel a novas infecdes
(Teixeira et al., 2008), reduzindo a incidéncia de novas infecGes durante o periodo seco e
reduzindo a CCS e os casos de mastites clinicas na lactacdo subsequente (Leslie, 2004;
Seegers et al., 2008). Uma vez que este método ndo elimina nenhuma infecdo, s6 deve ser
utilizado nos animais que comprovadamente nédo estdo infetados (Hillerton & Berry, 2005).

Existem vacinas contra 0s agentes responsaveis por mastites, mas esta questdo tem-se
revelado problematica. Um dos problemas é o elevado nimero de agentes patogénicos e a sua
heterogeneidade e outro é o facto de as imunoglobulinas em circulagdo sé entrarem no Ubere
depois de se desenvolver uma mastite (Pyoréld, 2002). Contudo, na auséncia de um programa
de controlo de mastites e na presenca de grandes resisténcias aos agentes antimicrobianos, a
vacinacdo contra alguns dos agentes patogénicos parece ser a melhor escolha para reduzir as
perdas causadas pelas mastites (Yousaf et al.,2009).

As vacinas contra os coliformes ndo reduzem o namero de infe¢des, mas reduzem a
severidade dos sinais clinicos. Segundo Lévesque (2004), o uso de vacinas contra coliformes
é economicamente compensador quando a incidéncia de mastites por este agente é superior a
2%.

A maioria das vacinas contra Staphylococcus foram direcionadas para a redugédo de
novas infecbes intramamarias em novilhas, através do uso de bacterinas associadas ou nédo a
toxoide, de modo a dar uma boa protecdo cruzada. Tanto os adjuvantes como as toxinas
contribuem para melhorar a resposta imunitaria e reduzir a severidade das infecfes (Sears &
McCarthy, 2003), verificando-se efetivamente uma diminuigdo na prevaléncia e incidéncia de
mastites por St. aureus (Yousaf et al., 2009). No entanto, nas vacarias com grandes problemas
com Staphylococcus spp., 0 uso de vacinas de rebanho pode ser recomendado (Haynes, 2001).

Das tradicionais exploracdes leiteiras até as modernas “empresas de produgdo de
leite”, onde se pretendem implementar os mais recentes projetos de HACCP (Hazard Analysis

and Critical Control Point), o combate & mamites e a sua erradicagdo serdo sempre alvo de
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destaque quer pelas suas implicages na salde publica quer pelas suas implicacGes
econOmicas (Teixeira et al., 2008).

A presenca de registos numa exploracdo constitui uma peca importante, tanto para o
seu funcionamento diario, como para a tomada de decisfes de uma forma fundamentada sobre
a situacdo da exploracéo, face a objetivos definidos. Existem diversos programas informaticos
de gestdo de exploracGes, mas exigem tempo e dedicagdo por parte do produtor para manter
os dados sempre atualizados. Ao contrario dos registos manuais que sdo faceis de
implementar e utilizar. Num programa de qualidade de leite, um bom sistema de registos é
aquele que, para cada caso de mastite clinica, identifica a vaca afetada, a data de ocorréncia,
os dias de lactacédo, os quartos afetados, os dias de tratamento e qual o protocolo efetuado, os
dias em gque ndo se aproveitou o leite devido ao intervalo de seguranca, a quantidade de leite

descartado e a o0 agente responsavel pelo episodio de mastite (Radostits, 2007).
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Il. Estudo laboratorial

1. Objetivos

O presente trabalho teve como principais objetivos (1) a determinagdo da prevaléncia
dos agentes etioldgicos (bacterianos) em mastites bovinas por um periodo alargado de tempo
e (2) as proporc¢oes relativas de sensibilidade aos antimicrobianos testados de exploracdes

leiteiras da ilha de S. Miguel (Acores).

2. Material e métodos

O presente estudo foi realizado utilizando dados correspondentes ao periodo entre
Marco de 2015 e Junho de 2017 (estudo retrospetivo), e entre Janeiro e Margo de 2018
(estudo prospetivo) provenientes de 73 exploracBes da ilha de Sdo Miguel na area de
influéncia da AJAM/CJA. As amostras eram colhidas pelo veterinario assistente ou pelo
produtor e entregues no laboratério da associacdo. A colheita teve procedéncia de um ou mais

quartos de vacas afetadas por mamite clinica ou subclinica.

2.1. Amostras de leite

As amostras de leite provenientes de vacas com mastite clinica ou subclinica (teste
californiano para mastite positivo) foram colhidas em frascos esterilizados individuais, de acordo com
os procedimentos recomendados pelo National Mastitis Council (1987). Os frascos (até 50 ml)
contendo as amostras foram encaminhados o mais rapidamente possivel (normalmente até 24
h apo6s colheita), sob refrigeracdo, ao laboratorio onde eram processados até as 24 horas
seguintes.

A colheita de leite foi realizada em um ou mais tetos, apesar de as recomendacfes
apontarem no sentido de recolher amostras individuais de cada teto permitindo assim
identificar quais os tetos afetados. No entanto, e por questdes econdmicas (as amostras
individuais tém um custo mais elevado), optou-se pela colheita em conjunto (Reyher e
Dohoo, 2011), uma vez que considerdamos no presente estudo o Ubere/animal como unidade e

nédo cada quarto.
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A colheita das amostras de leite foi feita de modo a reduzir ao maximo a contaminagéo
exterior, utilizando frascos estéreis. A ponta dos tetos foi previamente limpa com uma
compressa de alcool a 70%, ap0s a limpeza normal a que todos os tetos sdo submetidos antes
da ordenha. Os primeiros 2 ou 3 jatos de leite foram descartados, uma vez que as células e
bactérias que apresentam apenas refletem a contaminacéo do canal do teto, e ndo do leite da
cisterna do teto e/ou Ubere (Radostits et al., 2007).

As amostras de leite foram colhidas no campo pelo produtor ou pelo Médico
veterinario ao detetarem animais com suspeita de mamite subclinica ou clinica, ou foram
entregues ao técnico do laboratério da AJAM/CJA ap6s a sua colheita. O leite é sempre
colhido para frascos estéreis e devidamente identificados com o nome do produtor, n° da
marca auricular e data. Foram entregues o mais rapido possivel no laboratério. Quando nédo é

possivel, os frascos foram refrigerados (4°C) até que fosse possivel a entrega no laboratorio.
2.2. Cultura bacteriana

De cada amostra retirou-se 10 pl de leite, com uma ansa de repicagem calibrada e
esterilizada, semeados logo de seguida em agar Columbia +5% de sangue de carneiro (placa
COS) de acordo com as instrucbes do fabricante (BioMérieux SA®, France). Na placa de
Petri faz-se a identificacdo onde se coloca o nome do proprietario, identificacdo do animal e a
data em que foi realizada a amostra. As placas foram divididas em 3 partes, ou seja sdo feitos

isolamentos de 3 amostras diferentes na mesma placa, por motivos econdémicos (Figura 4).

Figura 4 - placa de Petri com 3 amostras diferentes, apds periodo de incubacéo, apresentando
crescimento bacteriano (AJAM/ CJA).

Apds inocular os microrganismos, as placas foram incubadas na temperatura adequada

para o procedimento, 37 °C, com leituras efetuadas as 24 e 48h.
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ApOs a incubacdo procedia-se a contagem do nimero de col6nias desenvolvidas.
Quando existiam 4 ou mais coldnias diferentes, a amostra era considerada como contaminada.
Quando ndo se observava crescimento de coldnias ou menos de 5 coldnias no meio de
Columbia + 5% de sangue de carneiro (BioMérieux SA ®), o resultado era considerado
negativo (sem crescimento) (CLSI, 2008).

Considerou-se 0 agente prevalente, aquele em que se observou maior n.° de unidades
formadoras de colonias, sendo os restantes classificados como secundarios.

A identificacdo das colonias foi feita com base na morfologia, tipo de hemdlise,
coloracdo de Gram. A caraterizacdo bioquimica incluiu testes de catalase, coagulase, oxidase,
CAMP, esculina e manitol. Meios de cultura seletivos como agar MacConkey (Gram
negativos). As espécies bacterianas ou o género foram confirmados usando testes API®
Biomeérieux (Gp Mini API®, Gn Mini API®, API® Staph, API® rapid Strep).

2.3. Antibiograma

A avaliacao da suscetibilidade dos isolados aos agentes antimicrobianos foi determinada
pela técnica de difusdo em placas de agar Mueller-Hinton.

De acordo com a metodologia descrita por Bauer et al. (1966), cinco col6nias com
morfologias semelhantes e identificadas pelas caracteristicas morfotintoriais, foram colhidas
com auxilio de uma ansa de inoculacéo e transferidas para um tubo de ensaio contendo 4 ml
de solucdo fisioldgica 9%, comparando com o tubo de 0,5 na escala de Mc Farland com
concentracdo aproximada de 1,5 x 10® unidades formadoras de colénias (UFC)/mL. Dez
minutos apos o ajuste de suspensdo bacteriana, foi introduzida uma ansa comprimida contra a
parede do tubo a fim de retirar o excesso do inéculo, que foi semeado de forma homogénea
em trés direces diferentes por toda a superficie da placa de Petri em meio agar Mdueller-
Hinton.

Segundo a técnica de difusdo em discos padronizada pelo NCCLS (2012a), foram
testados os seguintes discos antimicrobianos: amoxicilina-acido clavulanico (AMC) 20 ug +
10 pg (Thermo Scientific-Oxoid, England); ampicilina (AM/ AMP) 2 ug (Bio-Rad, France);
cefquinoma (CEQ) 30 pg (Thermo Scientifi-Oxoid); cefoperazona (CFP) 75ug (Thermo
Scientifi-Oxoid); cefalexina + canamicina (CFX) 15ug + 30upg (Ubro Red, Boehringer
Ingelheim, UK); cefalexina (CN/ CXN) 30 pg (Bio-Rad); cefazolina (KZ/ CZN) 30 ug (Bio-
Rad); danofloxacina (DFX) 5 pg (Mast Diagnost, France); lincomicina (LN) 15 pg (Bio-Rad);
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penicilina (P/ PG) 6 ug (Bio-Rad); penicilina 10 IU + estreptomicina (MAM - Mamyzin L)
Mast Diagnost; espiramicina (SP/ SPN) 100 pg (Bio-Rad), trimetropim-sulfametoxazol (TS/
STX) 1.25 ug + 23.75 ug (Bio-Rad), colocados equidistantes, e com o auxilio de uma pinga
estéril pressionados levemente na superficie do agar para uniformizar o contato.

As placas de Petri foram incubadas invertidas a 35°C por 18-24-36 horas, para 0
desenvolvimento da cultura (Figura 5). Por fim, realizaram-se trés leituras de acordo com o
diametro do halo de inibicdo, que foram medidos em milimetros com auxilio de uma régua na
parte de tras da placa de Petri invertida, com base nas medidas estabelecidas pela NCCLS
(2012b) e classificados como sensiveis, intermediarios ou resistentes aos agentes
antimicrobianos testados.

Figura 5 - Resultado de antibiograma ap6s incubacao das placas (AJAM/ CJA).

Para cada isolado foram utilizados quatro a oito discos antimicrobianos diferentes e as
placas foram divididas em duas partes (foram realizados dois testes de sensibilidade a
antimicrobianos na mesma placa). A selecdo dos discos foi feita de acordo com o registo das
exploragdes. Esse procedimento laboratorial foi realizado devido & minimizacdo de custos e
para maximizar a oportunidade de detetar os antimicrobianos com maior sensibilidade,
permitindo o tratamento da mastite. Foram utilizados no total de 725 discos antimicrobianos.

No estudo retrospetivo, foram somente recolhidos os dados respeitantes aos isolamentos
bacterianos. No estudo prospetivo, avaliou-se também a sensibilidade dos isolados aos
antibioticos testados, sendo o registo da classificagdo sensivel, intermédio e resistente (CLSI,
2008). Os isolados bacterianos foram classificados como multirresistentes aos antibidticos,

quando se observou resisténcia a trés ou mais classes de antibioticos.
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3. Resultados e discussao

3.1. Estudo 1

3.1.1. Proporgéo de microrganismos observados entre Marco de 2015 e Junho de 2017
Das 1669 amostras de leite mamitico foram obtidos 2100 isolamentos de culturas,

entre Margo de 2015 e Junho de 2017. Na tabela 6 e Figura 7 encontram-se descriminadas as
diferentes proporcdes relativas.

Tabela 6 - Proporgdo de microrganismos em mastites observados entre Marco de 2015 e Junho de

2017

. . Upper Lower N.° de amostras s6
0,
Microrganismo & N 95% 95% com 0 agente
E. coli 42,42061 708 44,7941 | 40,04712 441
S”el'j’f)‘;cr‘i’sccus 2450569 | 409 | 26,57134 | 22,44005 233
Enterococcus 17,25584 288 19,07053 | 15,44115 159
Staphylococcus | 1) oer05 | 188 | 1278256 | 97459 74
coagulase negativo
Streptococcus spp. | 11,02457 184 12,52868 | 9,52045 117
Corynebacterium 4,43379 74 5,42236 | 3,44523 25
Staphylococcus spp. | 3,89455 65 4,82366 | 2,96544 42
Enterobacter 3,83463 64 4,75686 | 2,91241 44
Staphylococcus | 5 gaga1 | 44 | 3.40573 | 1,86689 34
aureus
Streptococcus 1,4979 25 | 2,08125 | 0,91455 19
dysgalactidae
Streptococcus | 4 47807 | 23 | 103794 | 0,8182 19
agactidae
Micoplasma 0,65908 11 1,04767 | 0,27048 7
Bacillus spp. 0,47933 8 0,81102 | 0,14763 1
Alcaligenes 0,23966 4 0,47449 0 1
Klebesiella 0,17975 3 0,38317 0 2
Pseudomonas 0,11983 2 0,28598 0 2

No estudo 1, o agente mais frequentemente isolado foi E. coli, 42,4% (n=708),
seguindo-se Str. uberis, 24,5% (n=409), Enterococcus spp., 17,2% (n=288), SCN, 11,3%
(n=188), Streptococcus spp., 11% (n=184). Estes foram o0s agentes mais prevalentes
apresentando uma percentagem significativa.

Os principais agentes contagiosos, St. aureus, Strep. dysgalactiae e Strep. agalactiae,
apresentaram uma baixa propor¢éo (2,6%, 1,5% e 1,4%, respetivamente) comparando com
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outros estudos (lzak et al., 2007; Bexiga et al., 2005; Riekerink et al., 2008 e Albornoz et al.
2008).

O facto de Strep. agalactiae apresentar uma baixa propor¢édo relativa pode ser um
indicio de que se cumprem boas praticas de ordenha, uma vez que este agente € um bactéria
colonizadora obrigatdéria da glandula maméria e a sua sobrevivéncia no ambiente € rara.
Segundo Zadoks e Fitzpatrick (2009) este agente encontra-se erradicado em Vvarios paises da
Europa Ocidental que aplicam programas de controlo de mastites. No entanto, os resultados
do nosso estudo ndo sdo compativeis com o estudo realizado em Portugal (Bexiga et al.,
2005), podendo o0s nossos resultados estarem mascarados por elevadas prevaléncias de

microrganismos ambientais.

Proporgao relativa de microoganismos patogénicos em
mastites

1%
3% 2% 1% \W

0%

3%

= E. coli = Streptococcus uberis = Enterococcus
Staphylococcus coagulase negativo = Streptococcus spp. = Corynebacterium

= Staphylococcus spp. = Enterobacter = Staphylococcus aureus

= Streptococcus dysgalactiae = Streptococcus agalactiae = Micoplasma

= Bacillus spp. = Alcaligenes Klebsiella

Pseudomonas

Gréfico 1 - Proporcdo relativa de microrganismos patogénicos em mastites observados entre Marco de
2015 e Junho de 2017.

No presente estudo verificou-se discrepancias em relacdo a outros estudos
relativamente ao agente E. coli. Este microrganismo apenas foi isolado no estudo de
Riekerink et al. (2008), enquanto noutros estudos nao tem sido isolado (Albornoz et al.
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(2008), Brechbuehl et al. (2008), Izak et al. (2007), Bexiga et al. (2005), Pitkala et al. (2004),
Lévesque (2004)), o que sugere uma elevada contaminagdo ambiental no nosso estudo. E. coli

encontra-se bastante disseminada no ambiente, em especial nas fezes, sobretudo em

exploracGes onde os cuidados de higiene e limpeza ndo sdo os adequados. A humidade

elevada contribui para ao seu desenvolvimento e infecdo durante o periodo seco (Teixeira et

al., 2008).
Tabela 7 - Prevaléncias e frequéncias de agentes patogénicos causadores de mastites em diferentes
estudos.
Estudo Riekerink | Albornoz | Brechbuehl lzak Bexiga | Pitkadla | Lévesque
tual et al. et al. et al. et al. et al. et al. (2004)
Aa ua (2008) (2008) (2008) (2007) | (2005) | (2004) NY e
(i) Canada Uruguai Suica Arg. Portugal | Filandia | Pensilv.
E. coli N 84 - - - - - -
: 42,4 # | (17,6)
Streptococcus 19 6,3 ) i 4 74 0,7 )
uberis (24,5) (13,3) (11,9) ’ (1,9)
Enterococcus 14 2,2 i ) i ] 0,4 )
spp. (17.3) (4,7 (1,2)
9 51 2 9,7 16,6
SCN w3 | @7 | @9 | " @9 | ¥ [w@we | *7°
Streptococcus 9 2,1 15 ) 0,07
spp. (11) (4,4) (35,5) 6 74 0,2) 6.0
Corynebacterium 4 0,2 ) 5 115
spp. 44 | 04 B9 s | 2 @y | 100
Staphylococcus 3 01 ) i ) i i )
spp. (3.9 0.3)
2 10,3 22 8,2 3.4
Staph aureus 2,6) 21.7) (52) 1,6 (24.5) 7,8 (10,2) 1,6
Streptococcus 1 0,1 3 16 0,02
agalactiae (1,4) 0,3) (6,6) 0.2 (4,8) 13.9 (0,07) 0.2
Streptococcus 1 4 ) i 2 28 0,05 )
dysgalactiae (1,5) (8,4) (6,0 ’ 0,1)
: 55 3 0,1
Coliformes (11,5) - 0,2 9.0) 7,9 (0.4) 0,2
. 0 1,1
Bacillus spp. (0,5) 2.2) - 0,9 - 17,2 - 0,9
Culturas
negativas 43,9 56,7 44,7 66,5 23,5 62,4 51,5
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* valores correspondem a prevaléncia dos agentes  # valores correspondem a frequéncia dos agentes
NY — New York; Pensilv. — Pensilvania; Arg. — Argentina; SCN — Staphylococcus coagulase negativo

Quanto a Corynebacterium spp., a sua prevaléncia pode ser considerada normal, uma
vez que coloniza no canal do teto (Biggs, 2009). O isolamento deste agente pode ser
indicativo da falta de desinfecéo do teto no pés-dipping ou ineficacia do produto usado (Tyler
& Cullor, 2008). No entanto, no nosso estudo a sua prevaléncia ndo é muito significativa.
Strep. uberis e Streptococcus spp. também sédo considerados agentes ambientais e apresentam
maior prevaléncia em relacdo aos restantes estudos (Tabela 7), mais uma vez tornando
evidente que a contaminagdo ambiental nos rebanhos leiteiros na ilha do Acores é o principal
fator predisponente para o aparecimento de mastites, é necessario ter mais cuidados de
higiene e implementar medidas preventivas.

Em relacdo aos SCN, 0 nosso estudo apresenta uma baixa prevaléncia em relacdo a
maioria dos estudos apresentados (Tabela 7) (Brechbuehl et al. 2008; Izak et al. 2007; Bexiga
et al. 2005; Pitkala et al., 2004, Levésque, 2004) o que pode significar uma correta desinfecéo
dos tetos apds a ordenha, (uma vez que sdo agentes comensais, capacidade de colonizar o

canal teto) e antibioterapia das vacas secas (Pyorala et al., 2009).

3.2. Estudo 2

Resultados

As proporcdes relativas dos agentes patogénicos isolados nas amostras de leite séo
38,9% (n=56) para E. coli, 20,1% (n=29) para Strep. uberis, 17,4% (n=25) para SCN, 6,2%
(n=9) para Streptococcus. spp., 6,2% (n=9) para Enterococcus spp., 3,5% (n=5) para
Staphylococcus spp., 3,5% (n=5) para Corynebacterium spp., e 4,5% (n=6) para os restantes
isolados (Micrococcus spp., n=2; Bacillus spp., n=1; Klebsiella spp., n=1; S. aureus, n=1;
Strep. dysgalactiae, n=1).

Dos 144 isolados, 8,4% (n=12) foram sensiveis a todos os discos testados, 76,4%
(n=110) apresentaram sensibilidade intermédia a pelo menos um disco e 15,3% (n=22) foram
resistentes a pelo menos um antimicrobiano. No geral as propor¢des de sensibilidade alta,
sensibilidade intermédia e resisténcia, considerando todos os discos testados (n=725), foram
de 52,0% (n = 377), 42,2% (n = 306) e 5,8% (n = 42), respetivamente.

As maiores proporcdes de atividade antimicrobiana foram observadas em discos de

danofloxacina (DFX) (75,3%), seguidas por amoxicilina-acido clavulanico (AMC) (59,5%),
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cefalexina (CXN) (55,6%), ampicilina (AMP) (55,3%) e cefquinoma (CEQ) (53,6%).
Inversamente, a menor atividade antimicrobiana foi observada em cefazolina (CZN) e
trimetropim-sulfametoxazol (TS) (25% cada). Uma alta proporcdo de resisténcia foi
observada para TS (25,0%) e espiramicina (SPN) (24,5%), seguida por CZN (15,0%) e
penicilina (PNG) (10,5%). A proporcdo para cada antimicrobiano € relatada no Gréfico 2.

Numero total de isolamentos
116 47 84 58 68 27 20 81 56 74 21 49 24

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Percentagem

% 2

AMC AMP CEQ CFP CFEX CXN CZN DFX LN MAM PNG SPN TS

M Sensivel M Intermédio [ Resistente

AMC: amoxicilina — &cido clavulanico; AMP: ampicilina; CEQ: cefquinoma; CFP: cefoperazona; CFX:
cefalexina-canamicina; CXN: cefalexina; CZN: cefazolina; DFX: danofloxacina; LN: lincomicina; MAM:
penicilina-estreptomicina; PGN: penicilina; SPN: espiramicina; TS: trimetropim-sulfametoxazol.

Grafico 2 - Percentagem de sensibilidade alta, intermédia e resisténcia, de acordo com cada

antimicrobiano.

O perfil de sensibilidade para os trés principais agentes isolados, E. coli, Strep. uberis
e SCN é relatada na Tabela 8. Para os isolados de E. coli, uma propor¢do moderada (> 50%) a
alta (> 75%) de sensibilidade foi observada em 4 dos 13 antimicrobianos testados: DFX
(87,5%), CXN (62,5%), CEQ (62,2%) e AMC (54,2%). Para os isolados de Strep. uberis, essa
proporcao foi observada em 5 dos 13 antimicrobianos testados: AMP (77,8%), DFX (66,7%),
SPN (61,5%), penicilina-estreptomicina (MAM) (56,3%) e AMC (54,6%). Para o SCN, 7 dos

13 antimicrobianos testados demonstraram essa propor¢do: cefalexina-canamicina (CFX)
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(80%), AMC (75%), SPN (72,7%), lincomicina (LN) (71,3%), DFX (66,7%), MAM (58,3%),
CEQ (53,3%).

Tabela 8 - Perfil de sensibilidade de E. coli, Strep. uberis e Streptococcus coagulase negativo (SCN).

Antimicr E. coli Strep. uberis SCN
obiano (56 isolados) (29 isolados) (25 isolados)
S% 1% R % S% 1% R % S% 1% R %
AMC 54,2 458 0 54,6 40,9 45 75,0 25,0 0
(26/48)  (22/48) (12/22)  (9/22) (1/22) (15/20)  (5/20)
AMP 46,7 46,7 6,6 77,8 11,1 11,1 455 54,5 0
(7/15) (7/15)  (1/15) (8/9) (1/9) (1/9) (5/11)  (6/11)
CEQ 62,2 35,1 2,7 25,0 53,3 18,7 53,3 40,0 6,7
(23/37)  (13/37)  (1/37) (4/16) (9/16) (3/16) (8/15)  (6/15)  (1/15)
CEP 429 57,1 0 50,0 50,0 0 50,0 50,0 0
(9/21) (12/21) (6/12) (6/12) (5/10)  (5/10)
CEX 35,0 65,0 0 42,1 47,4 10,5 80,0 20 0
(7/20) (13/20) (8/19) (9/19) (2/19) (12/15)  (3/15)
62,5 37,5 33,3 66,7 50,0 50,0
CXN (5/8) (3/8) 0 153 (23) 0 Q1) () 0
CZN 37,5 62,5 12,5 50,0 25,0 25,0 0 100.0 0
(3/8) (4/8) (1/8) (2/4) (1/4) (1/4) (4/4)
DEX 87,5 13,5 0 66,7 22,2 111 66,7 33,3 0
(42/48) (6/48) (6/9) (2/9) (1/9) (6/9) (3/9)
LN 42,3 57,7 13 30,8 69,2 0 71,3 9,1 0
(7/23) (13/23)  (3/23) | (4/13)  (9/13) (5/7) i)
MAM 46,4 53,6 0 56,3 31,2 12,5 58,3 41,7 0
(13/28)  (15/28) (9/16)  (5/16) (2/16) (8/13)  (5/13)
50,0 50,0 50,0 50,0 100,0
PNG (2/4) (2/4) 0 @) (@) 0 0 212) 0
SPN 15,4 23,1 61,5 61,5 30,8 7,7 72,7 9,1 18,2
(2/13) (3/13) (8/13) (8/13) (4/13) (1/13) (8/11)  (1/11)  (2111)
TS 36,4 455 18,2 0 66,7 33,3 50,0 50,0 0
(4/11) (5/11)  (2/11) (416) (2/6) (1/2) (1/2)
Total 53,0 41,6 5,6 473 43,1 9,6 60,2 374 2,4
(150/284)  (143/284) (16/284) | (69/146) (63/146)  (14/146) | (74/123) (46/123) (3/123)

S: sensivel; I: intermédio; R: resistente

AMC: amoxicilina-4cido clavulanico; AMP: ampicilina; CEQ: cefquinoma; CFP: cefoperazona; CFX:
cefalexina-canamicina; CXN: cefalexina; CZN: cefazolina; DFX: danofloxacina; LN: lincomicina; MAM:
penicilina-estreptomicina; PGN: penicilina; SPN: espiramicina; TS: trimetropim-sulfametoxazol.

A multirresisténcia aos antibioticos foi observada em 3 isolados, obtidos de 2
exploracOes leiteiras (Tabela 9). As proporcdes relativas de multirresisténcia de cada tipo
(2/29) Strep. uberis e 12,5%

Aproximadamente metade (47,9%; n=69) desses isolados foram classificados como

bacteriano foram 6,9% (1/8) Enterococcus spp..

intermédios a pelo menos trés discos antimicrobianos.

56



Tabela 9 - Perfis de multirresisténcia a antibioticos de isolados de mastite bovina clinica e subclinica
na ilha de Sdo Miguel, Acores.

Isolados Fendtipo

Strep. uberist AMC — AMP — CEQ — CFX - DFX - MAM

Strep. uberist CEQ - CFX-MAM - TS

Enterococcus spp. CEQ - CZN - DFX - PNG

1 Isolados obtidos a partir da mesma exploragéo

Discussao

A maior suscetibilidade antimicrobiana (75,3%) foi observada para os discos de
danofloxacina. Como um derivado de quinolona de segunda geracdo, a danofloxacina é um
antimicrobiano comummente usado em medicina veterinaria, especialmente para o tratamento
da doenca respiratoria bovina e mastite, especialmente se causada por E. coli (Taponen et al.,
2017). De acordo com os resultados in vitro, a danofloxacina foi o antimicrobiano de escolha
para E. coli (87,5%), demonstrando também alta atividade (> 50%) para o Str. uberis e SCN.
No entanto, o uso deste antimicrobiano ou outras fluoroquinolonas (Grandemange et al.,
2017) deve ser restrito para o tratamento da mastite. Além disso, a suscetibilidade
antimicrobiana de diferentes espécies bacterianas, incluindo outros tecidos ou secrec¢des (por
exemplo, secregdo bronquica durante a pneumonia) deve ser avaliada para manter este
antimicrobiano com alta atividade, fornecendo informagcfes para o uso racional de
fluoroquinolonas.

Num estudo na Suica, amoxicilina-acido clavulanico (total: 96,5%; 3817/3954) e AMP
(total: 70,0%; 2769/3954) mostraram alta proporcao de suscetibilidade antimicrobiana a partir
de isolados incluindo coliformes, Str. uberis, SNC e Enterococcus. spp. (Ruegsegger et al.,
2014). No presente estudo, a suscetibilidade geral a amoxicilina-acido clavulanico foi 59,5%
e para ampicilina 55,3%. No entanto, as suas proporcdes relativas de suscetibilidade variaram
de acordo com as trés principais espécies bacterianas.

Ruegg et al. (2015) sugeriram que a resisténcia aos antimicrobianos poderia estar
ligada ao seu uso sistémico. Este argumento ndo € suportado pelo presente estudo: varios
antimicrobianos usados atualmente em tratamentos sistémicos, por exemplo, danofloxacina e
ampicilina, demostram altas propor¢Oes de atividade, enquanto outros (por exemplo,

trimetropim-sulfametoxazol e espiramicina) demostram um nivel de resisténcia alto. No
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entanto, a cefazolina, uma cefalosporina de primeira geracdo, amplamente administrada por
via intramamaria (Cortinhas et al., 2013) mostrou baixa propor¢do de atividade (25,0%). Por
este motivo, o efeito da via de administracdo deve ser avaliado para cada formulacdo do
farmaco. Por exemplo, o St. aureus tem mais probabilidade (odds ratio = 1,63) de ser
resistente & penicilina quando administrado sistemicamente; e mais probabilidade (odds ratio
=2,07) de ser resistente a pirlimicina apds administracdo intramamaria (Saini et al., 2012).

Num recente estudo europeu, incluindo isolados de mastite clinica bovina, foram
observadas atividades de baixa resisténcia de E. coli a amoxicilina-acido clavulanico (3,9%; n
= 8) e cefalexina (4,8%; n=10) (de Jong et al., 2018). No presente estudo, nenhuma resisténcia
de E. coli a esses antimicrobianos foi detetada. Isto deve ser interpretado com cuidado, pois
pode existir resisténcia, mas ndo ser detetada devido ao tamanho da amostra ser relativamente
pequeno, por razbes metodoldgicas ou outras. A sua ocorréncia no campo e detecdo em
estudos futuros deve ser considerada muito provavel. Curiosamente, no presente estudo, a
atividade intermediaria de E. coli com amoxicilina-acido clavulanico e cefalexina foi
observada em 45,8% e 37,5% dos isolados, respetivamente, muito superior aos observados em
3,4% e 10,6%, respetivamente, do estudo europeu. Essas altas proporcdes de sensibilidade
intermediéria devem ser confirmadas num estudo mais amplo e também monitorizadas.

As maiores proporgdes de resisténcia de E. coli foram observadas na espiramicina
(61,5%) e trimetropim-sulfametoxazol (18,2%), em Strep. uberis a trimetropim-
sulfametoxazol (33,3%) e cefazolina (25%), enguanto o SCN apresentou resisténcia
predominantemente a espiramicina (18,2%). No estudo europeu acima mencionado,
espiramicina e trimetropim-sulfametoxazol n&o foram testados. Como medicamentos
baseados nas classes macrélidos e sulfonamidas sdo amplamente utilizados no tratamento da
mastite e pneumonia bovina, a ocorréncia de resisténcia deve ser monitorizada. Semelhante a
outros estudos na Europa e Canada, no presente estudo apenas uma baixa proporcdo de
isolados exibiu resisténcia antimicrobiana mdaltipla (Hinthong et al., 2017; de Jong et al.,
2018). Dos trés isolados multirresistentes, os dois Strep. uberis foram obtidos na mesma
exploracdo, sugerindo que a disseminacdo da multirresisténcia aos antibioticos ocorre, e que
medidas preventivas a nivel do rebanho devem ser consideradas. Isso destaca o papel dos
agentes ambientais, que potencialmente espalham genes de resisténcia a antibioticos para o
meio ambiente, populacdes animais e/ ou populacdo humana (Hinthong et al., 2017; Tark et
al. 2017).
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Concluimos que, em geral, uma alta proporcdo de isolados foi sensivel a
danofloxacina. A resisténcia foi observada principalmente para trimetropim-sulfametoxazol.
A resisténcia antimicrobiana e multirresisténcia aos antibioticos parecem ocorrer em niveis
baixos. A sensibilidade intermédia ocorreu numa grande proporcdo de isolados. Mais
pesquisas sobre a sua importancia para o tratamento da mastite bovina em rebanhos leiteiros

acorianos sao necessarias.
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4. Conclusao

De acordo com os dados obtidos, no laboratorio de microbiologia da Associacdo de
Jovens Agricultores Micaelenses, o principal microrganismo isolado entre Marco de 2015 e
Junho de 2017 a partir de leite mamitico de vacas leiteiras foi Escherichia coli, o que
provavelmente esta associado a mamites por contaminagdo ambiental/fecal. A natureza do
foco de origem das mamites, por contaminacdo ambiental, é reforcada pelo isolamento, em 2°
lugar, de Streptococcus uberis. De facto, pelo menos metade das amostras de leite mamitico
contém um destes microrganismos, 0 que estd consonante com o sistema de produgdo em
pastoreio. Estes dados indicam ser necessario, uma atencdo especifica no controlo de
microrganismos de origem ambiental, assim como de possiveis infecdes iatrogenicas.

No estudo dois foi observada uma alta proporcdo de atividade antimicrobiana para
danofloxacina seguida de amoxicilina-acido clavulanico e ampicilina com atividade
moderada, ao contrério para cefazolina e trimetropim-sulfametoxazol, foram observadas altas
proporcbes de atividade intermediaria. A resisténcia foi observada principalmente para
trimetropim-sulfametoxazol e espiramicina. A resisténcia antimicrobiana e multirresisténcia
aos antibioticos parecem ocorrer em niveis baixos. No entanto, a sensibilidade intermédia
ocorreu numa grande proporcéo de isolados. Mais pesquisas sobre a sua importancia para o

tratamento da mastite bovina em rebanhos leiteiros acorianos sdo necessarias.
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