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Utilizacdo intramamaria de benzilpenicilina procainica na terapéutica de

mamites por Streptococcus uberis

Resumo

Streptococcus uberis é um agente etiolégico de mamites, ubiquitario no ambiente das vacas
sendo considerado ambiental, porém com alguma componente contagiosa. Atualmente, é
considerado um dos agentes mais preocupantes, que produz mamites tanto subclinicas
como clinicas graves e, frequentemente, associadas a contagens de células somaticas
(CCS) elevadas. Estas infe¢cbes acarretam uma grande dificuldade no processo de cura e as
medidas classicas de controlo de mamites ndo se demonstram eficazes contra este agente,
pois dispbde de varios fatores de viruléncia. Deste modo, o estudo apresentado visa avaliar a
efichcia de varias terapéuticas a base de benzilpenicilina procainica intramamaria (IMM),
com diferentes duragfes, e a vantagem de associar um antibiético sistémico, neste caso a
ampicilina.

De forma a proceder a este trabalho, desde dia 16 de setembro de 2019 até 18 de fevereiro
de 2020, foram recolhidas amostras de leite de vacas com sinais de mamite, tais como
guartos mamarios edemaciados e/ou tumefactos e/ou alteracdes no leite, de varias
exploracbes leiteiras pertencentes a Proleite. Todas as vacas identificadas
microbiologicamente com S. uberis foram submetidas a um dos trés protocolos terapéuticos
em estudo: benzilpenicilina procainica IMM durante sete dias, uma terapia combinada com
ampicilina intramuscular durante cinco dias e outra apenas com administracdo IMM num
periodo de cinco dias.

Assim, através das taxas de cura clinica, analisadas pela CCS, foi percetivel que tanto a
terapia combinada (57,1%) como o tratamento IMM de sete dias (54,5%) proporcionaram
uma taxa de cura razoavel, ao contrario da terapéutica IMM de cinco dias (25%). A fase
produtiva do animal podera ter tido alguma influéncia nas taxas de cura atingidas, ja que se
verificou que apenas 42,1% das vacas multiparas atingiu a cura clinica. Também a duracao
destas infecBes podera ter sido limitante, uma vez que somente 35,7% das vacas com |IM
prolongada apresentaram cura clinica. Apés a aplicacdo de qualquer protocolo terapéutico
foi visivel uma diminuigdo nas células somaticas presentes no leite das vacas afetadas,
todavia estas mantém-se em valores elevados.

Quanto a epidemiologia, confirmou-se que S. uberis é bastante prevalente (5,8%), esta
associado a elevados valores de células somaticas e foi, também, percetivel que 77,3%
destas mamites ocorrem num periodo préximo da secagem, que 0s animais com uma fase
produtiva mais avancada sao mais suscetiveis (86,4%) e que sdo normalmente infe¢des ja

subclinicas e de longa duragéo (63,5%).
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Intramammary use of procaine benzylpenicillin in the treatment of

Streptococcus uberis mastitis

Abstract

Streptococcus uberis is an etiologic agent of mastitis, that is ubiquitous in the environment of
cows, so it is considered as an environmental agent, however with a contagious component.
Currently, it is considered one of the most worrying agents, which produces both subclinical
and severe clinical mastitis, frequently associated with high somatic cell counts (SCC).
These infections are known by the problematic healing process and most of the classic
control measures do not demonstrate any use against this agent, because it can exhibit
several virulence factors. In this way, the study presented aims to evaluate the effectiveness
of various therapies based on intramammary (IMM) procaine benzylpenicillin, with different
durations and to know the advantage of associating a systemic antibiotic, in this case
ampicillin.

In order to proceed with the study, from September 16, 2019 to February 18, 2020, milk
samples from cows with signs of mastitis, such as swollen teats and/or changes in milk, from
various types of dairy farms belonging to Proleite, were collected. All infections
microbiologically identified with S. uberis were subjected to one of the three therapeutic
protocols under study: procaine benzylpenicillin IMM for seven days, a combination therapy
with intramuscular ampicillin for five days and another one with only IMM administration for
five days.

Thus, trough the clinical cure rates, analyzed by the SCC, it was shown that both, the
combination therapy (57,1%) and the seven-day IMM treatment (54,5%), had a reasonable
cure rate, in contrast to the five-day IMM therapy (25%). The animal’s productive stage may
have some influence on the cure rates achieved, which has been verified because only
42,1% of the multiparous cows achieved the clinical cure. The duration of these infections
may also have been a limitation, since only 35,7% of the cows with prolonged IMI showed a
clinical cure. After the application of any therapeutic protocol, a reduction in the somatic cells
present in the milk of the affected cows was detected, however these remain in high values.
Regarding epidemiology, it was confirmed that it is a very prevalent agent (5,8%) and that is
associated with high values of somatic cells. It was also noticeable that 77,3% of the S.
uberis mastitis occurred close to the drying period, that animals with a more advanced
productive stage are more susceptible (86,4%) and that these infections are mostly already

subclinical and long lasting (63,5%).
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1. Relatério de Estagio

O estagio curricular decorreu ao longo de cerca de 4 meses, desde 16 de setembro
de 2019 a 24 de janeiro de 2020, e foi realizado na Proleite — Cooperativa de Produtores de
Leite do Centro Litoral, incidindo, predominantemente, em bovinos leiteiros. Durante este
periodo, foram acompanhadas diariamente atividades das diversas areas de atuacdo da
cooperativa, como clinica, reproducdo, sanidade, qualidade de leite e
aconselhamento/acompanhamento de gestdo de exploracdes. Além de bovinos leiteiros, a
pratica veterindria incidiu também em bovinos com aptiddo para carne, ovinos e suinos,
porém numa propor¢ao muito inferior.

Na érea de clinica, tanto médica, como cirargica, procedeu-se, de uma forma geral, a
elaboragdo de exames fisicos de diagnostico, administragdes farmacoldgicas, recolha de
amostras para exames complementares, intervengfes cirlrgicas e assisténcia a partos.
Especificamente, a nivel metabdlico, foram acompanhados véarios casos de cetose e de
hipocalcémia, no trato respiratério destacaram-se casos de pneumonia, no aparelho
digestivo, situacbes de deslocamento de abomaso a esquerda, hipomotilidade ruminal e
diarreias, no aparelho reprodutor foram frequentemente acompanhados casos de metrite e
retencdo placentaria e no que toca a saude do Ubere destacam-se as mamites.

Palpacgbes retais e exames ecogréficos foram realizados no ambito do controlo
reprodutivo, desempenhando diagnosticos de gestacdo, assim como detecbes e
sincronizacdes de cio, através de protocolos hormonais. Quanto a sanidade animal, as
atividades consistiram em intervengdes profilaticas, tais como vacinacdo e desparasitacdo
de efetivos bovinos, e em colheita e envio de amostras de sangue e de leite para serologia.
Foram, ainda, analisados contrastes leiteiros, testes de sensibilidade a antibidticos e
relatérios de identificacdo de agentes no leite, com o0 objetivo de proporcionar um
acompanhamento na area da qualidade de leite.

Com vista a elaborar o estudo abordado na presente dissertacdo, no decorrer de
todo o estagio, foi possivel implementar varios protocolos terapéuticos para mamites

identificadas com o agente etioldgico S. uberis e recolher os respetivos resultados.



2. Introducao

As perdas econOmicas nas exploragdes leiteiras devem-se maioritariamente a
mamites (Gomes et al. 2016), tendo sido implementadas varias medidas de controlo das
mesmas, que resultaram num declinio da sua incidéncia. Uma correta rotina de ordenha
com boa manutencao dos equipamentos, desinfecdo dos tetos e higiene do ordenhador, o
tratamento desta doenga com recurso a antibiéticos e o refugo de animais persistentemente
infetados, reduziu substancialmente a carga microbiana do leite no que toca a agentes
contagiosos, diminuindo, assim, o risco de novas infecdes. Porém, o controlo de mamites de
carater ambiental continua a ser um desafio (Bradley 2002; Constable et al. 2017; Wente et
al. 2019).

Streptococcus uberis é um agente patogénico ubiquitario no ambiente das vacas
sendo, portanto, considerado ambiental, no entanto existem determinadas estirpes que se
comportam como contagiosas (Archer et al. 2017; Klaas e Zadoks 2018). Atualmente,
representa um dos agentes mais preocupantes, uma vez que apresenta uma prevaléncia
significativa (Shome et al. 2012), produz mamites tanto subclinicas como clinicas graves
(Zadoks et al. 2003; Kromker et al. 2014) associadas a contagens de células somaticas
elevadas e acarreta uma grande dificuldade no processo de cura (Douglas et al. 2000). As
medidas classicas de controlo de mamites ndo se demonstram eficazes contra este agente,
que além de ser ambiental, possui inimeros fatores de viruléncia (Bradley 2002; Wente et
al. 2019).

Assim, é considerado um motivo de frustracdo tanto para a medicina veterinaria
como para o setor leiteiro, pois os tratamentos aplicados ndo demonstram grandes
resultados e o facto de diminuir a producéo de leite, induzir ao refugo prematuro de animais,
rejeicdo do leite com elevadas contagens de células sométicas (Heikkila et al. 2018) e de
aumentar 0s custos em servigos veterinarios representa um grande impacto econémico nas

exploracdes (Rato et al. 2008; Constable et al. 2017).

3. Reviséo Bibliografica
3.1. Mamites

As mamites sd@o definidas como uma reacéo inflamatéria do parénquima da glandula
mamaria e caraterizadas por uma grande variedade de alteracdes patolégicas no tecido,
assim como fisicas e quimicas no leite (Blowey e Edmondson 2010; Constable et al. 2017).
Estas podem ser consequéncia, na maior parte dos casos, de uma infecdo por bactérias,
algas ou leveduras, no entanto infecdes virais e agressoes fisicas ou quimicas também

pertencem a etiologia das mamites, porém com menor frequéncia (Bradley 2002). Como s&o



responsaveis por grande parte das perdas econOmicas em exploracdes leiteiras,

representam umas das maiores preocupacoes do setor leiteiro.

3.1.1. Patogénese

Geralmente, as mamites desencadeiam-se em trés fases. A primeira consiste na
invasdo da glandula maméria por microrganismos, geralmente através do teto.
Seguidamente estes colonizam a glandula maméaria, multiplicam-se de uma forma célere e
disseminam-se por todo o Ubere provocando uma infecdo. Por dltimo, instala-se a
inflamacao, visto que existe um aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos e,
consequentemente, uma mobilizacdo massiva de neutréfilos polimorfonucleares recrutados
através de mediadores inflamatérios emitidos pelos leucécitos e células epiteliais locais
(Figura 1; Kehrli e Shuster 1994; Bradley e Green 2005; Constable et al. 2017).

Com a persisténcia da infecdo, os ductos da glandula mamaria apresentam-se
bloqueados, provocando a retencao de leite que induz nas células secretoras um estado nao
produtivo e culmina na atrofia dos alvéolos. Posteriormente, podera desenvolver-se uma
destruicdo completa e substituicdo das estruturas alveolares por tecido conjuntivo como
mecanismo de defesa por parte do organismo. Deste modo, a progressdo da doenca leva a
um aumento das células somaticas presentes no leite e a uma permanente reducdo na
producao de leite (Bogni et al. 2011).
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Figura 1 - Representacdo esquemaética do desenvolvimento de uma mamite. 1 — Invasdo do
Ubere através do teto; 2 — Multiplicacdo do agente; 3 — Fagocitose por parte dos neutréfilos
(Adaptado de Constable et al. 2017)



3.1.2. Tipos

A detecdo de uma mamite bovina depende da resposta inflamatéria desencadeada,

que por sua vez é condicionada pelo agente etiologico, idade, raca, capacidade imunitaria e

fase de lactacdo. E, entdo, possivel assumir uma classificacio quanto a severidade da

mesma em clinica, subdividindo-se em aguda e crénica, e subclinica (Blowey e Edmondson
2010; Bogni et al. 2011).

Mamite Clinica: inflamacao do Ubere visivel, ou seja, com producédo anormal de leite,
como por exemplo, leite com coagulos, flocos ou secrecbes serosas (aparéncia
aguosa), e demonstracdo ou ndo de sinais clinicos. Estes podem ser locais, tais
como, dor, vermelhiddo, edema e tumefacdo dos quartos afetados, ou sistémicos:
febre, perda de apetite e desidratacdo (Bogni et al. 2011; Smith 2015). Normalmente,
este tipo de mamite é acompanhado de grandes decréscimos na producao de leite
(Constable et al. 2017) e de aumentos significativos das células somaticas no leite
(De Haas et al. 2002; Roth e Wolfenson 2016).

o Aguda: inflamacdo de curta duracdo com sinais clinicos severos (Blowey e
Edmondson 2010).

o Crobnica: inflamacéo persistente da glandula mamaria com uma severidade
moderada (Blowey e Edmondson 2010; Bogni et al. 2011). S&o mamites
refratarias a terapéutica, provocando grandes alteragbes no parénquima.

Mamite Subclinica: infecdo do ubere com auséncia de sinais locais ou sistémicos
visiveis (Blowey e Edmondson 2010), requerendo métodos auxiliares de diagndstico
para a sua detecdo, como € o caso da contagem de células sométicas (CCS) e da
medicdo da condutividade elétrica no leite, assim como do teste californiano de
mamites (Bogni et al. 2011). Tém duracgédo variavel, podendo ser uma via de infecdo
para o restante efetivo (Smith 2015), porém o aumento das células somaticas no leite
e 0 decréscimo na producdo ndo sdo tdo pronunciados como em mamites clinicas
(Roth e Wolfenson 2016; Constable et al. 2017). Consoante o tipo de agente
etioldgico, estas mamites podem resolver-se espontaneamente ou evoluir para
mamites clinicas (Lévesque 2004).

Existem varias etiologias envolvidas no aparecimento de uma mamite, sendo 0s

agentes infeciosos a mais comum. No que concerne a epidemiologia, estas infegcbes podem,

entdo, ser caraterizadas como contagiosas e ambientais (Smith e Hogan 1993; Constable et
al. 2017).

Mamite Contagiosa: associada a agentes que apresentam boas condicbes de
sobrevivéncia no hospedeiro, especialmente a nivel do Ubere, tais como
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Mycoplasma bovis (Bradley
2002; Bogni et al. 2011; Gomes et al. 2016; Constable et al. 2017). Tem como
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veiculos de transmissdo maquinas de ordenha, méos dos operadores e panos ou
papéis de limpeza dos tetos, ja que a sua transmissao ocorre de animal para animal.
Estas mamites provocam, geralmente, infecdes subclinicas por periodos alongados
(Fox e Gay 1993; Bradley 2002; Bogni et al. 2011; Constable et al. 2017).

e Mamite Ambiental: provocada por agentes que se encontram no meio ambiente do
animal, como no material de cama, agua ou fezes. Escherichia coli, Klebsiella spp. e
Enterobacter spp. sdo alguns dos causadores deste tipo de mamites, ndo estando
adaptados a sobrevivéncia no hospedeiro (Bogni et al. 2011; Gomes et al. 2016).
Qualquer época da vida do animal — periodo de lactacao, periodo seco e peri-parto —
€ suscetivel ao aparecimento de mamites deste género, que normalmente tém curta
duracdo e caracter clinico (Smith e Hogan 1993; Bradley 2002; Constable et al.
2017).

Alguns agentes patogénicos apresentam duplo carater, sendo considerados
ambientais com componente contagiosa, como é o caso das bactérias Streptococcus uberis

e Streptococcus dysgalactiae (Bogni et al. 2011).

3.2. Streptococcus uberis
3.2.1. Fisiopatologia e Epidemiologia

A bactéria Streptococcus uberis € um coco Gram-positivo anaerdbio aerotolerante
(Kromker et al. 2014), apresentando as seguintes carateristicas: catalase negativo, oxidase
negativo e esculina positivo (capacidade de hidrolisar a esculina; Constable et al. 2017). E
considerado um agente ambiental, contudo dispbe de mecanismos de sobrevivéncia e
persisténcia na glandula mamaria que lhe dao um carater contagioso. Esta vertente deve-se
a existéncia de estirpes com capacidade para produzir biofiime e para colonizar o tecido
epitelial do teto, entre outros mecanismos, originando mamites cronicas que sado fonte de
contaminacao e infegdo para outras vacas (Zadoks et al. 2003; Santos et al. 2007; Archer et
al. 2017; Klaas e Zadoks 2018; Wente et al. 2019).

Encontrado, fundamentalmente, nas camas de palha, um substrato organico
favoravel a sua replicacao, foi também isolado em vérias partes do corpo da vaca (boca,
vulva, tetos, pele do abdémen e feridas), assim como no solo e pastagens (Zadoks et al.
2003; Pullinger et al. 2006; Klaas e Zadoks 2018). E, portanto, considerado ubiquitario no
ambiente destes animais, uma vez que se encontra nas fezes e na mucosa do trato
digestivo, disseminando-se por todo o meio (Kromker et al. 2014; Smith 2015; Constable et
al. 2017; Wente et al. 2019).

A infecdo intramamadria ocorre através da entrada da bactéria pelo canal do teto e
consequente multiplicacdo no interior do Ubere (Lopez-Benavides et al. 2007). Assim, a

contaminacao tanto pode ocorrer no inicio da ordenha, aquando da colocacéo das tetinas —
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por entradas de ar que transportam as bactérias para o interior —, como durante o periodo
de repouso da vaca (Zadoks et al. 2003; Wente et al. 2019). Outra forma de transmissao
possivel é por intermédio de novilhas que ao “mamar” nos tetos das coabitantes inserem o
agente, que esta presente na cavidade oral, no ubere (Kromker et al. 2014). Deste modo,
provoca um grande espetro de infecdes, desde clinicas a subclinicas persistentes e até
crénicas, podendo ter uma severidade média ou alta (Wente et al. 2019).

Os periodos mais suscetiveis a infecdo por S. uberis sdo o periparto e a secagem
(Lopez-Benavides et al. 2007), ja que existem alteragdes nas secrecdes mamarias, 0 agente
tem a capacidade de se agregar as lactoferrinas existentes no Ubere nesta altura e o
sistema imunitario do hospedeiro esta comprometido (Blowey e Edmondson 2010;
Constable et al. 2017). Deste modo, as mamites surgem, maioritariamente, no inicio da
lactacdo ou até mesmo no fim do periodo seco e sdo acompanhadas de uma rapida
afluéncia de neutroéfilos que se apresentam ineficazes na prevencdo da multiplicagdo desta
bactéria, resultando em mamites subclinicas persistentes e com elevadas contagens de
células sométicas (Khan et al. 2003; Smith 2015). J& as infe¢cdes clinicas sao,
frequentemente, observadas durante a lactagdo (Khan et al. 2003).

Entre os véarios fatores de risco para este tipo de infe¢des estdo a idade dos animais,
sendo que vacas com mais de quatro lactacdes apresentam maior vulnerabilidade (Jayarao
et al. 1999; Zadoks, Allore, Barkema, Sampimon, Wellenberg, et al. 2001; Kromker et al.
2014); o histérico de mamite, uma vez que quando existem episddios de mamite anteriores
por qualquer agente, mesmo apés cura, ha um maior risco de infecdo por esta bactéria
(Lopez-Benavides et al. 2007), e as condicdes de pastagem, areas sombrias, com ma
drenagem, lamacentas e com elevado aglomerado de animais representam um risco

superior (Constable et al. 2017).

3.2.2. Fatores de Viruléncia

De forma a obter acesso a glandula mamaria, colonizar o tecido e ficar aderente ao
mesmo, S. uberis desenvolveu uma variedade de carateristicas que |he permitem resistir
aos mecanismos inatos de defesa do organismo e a tentativas de eliminacdo. Contudo,
estes fatores de viruléncia ndo estdo totalmente descobertos e caraterizados, podendo
variar entre as varias estirpes desta bactéria (Kromker et al. 2014).

No processo de estabelecimento da infecdo, este agente recorre a internalizacéo nas
células epiteliais mamarias. Assim, a sua localizacao intracelular permite uma evasao ao
sistema imunitario e também a alguns procedimentos antimicrobianos. Os métodos deste

agente para atingir este posicionamento sdo aos seguintes:



e Capacidade de formar hialuronidase livre, decompondo o &cido hialurénico em
oligossacarideos, 0 que incapacita a formacdo de um epitélio continuo e facilita a
colonizacao e distribuicdo pelo tecido maméario (Kromker et al. 2014).

e Presenca de ativadores de plasminogénio especificos na superficie celular da
bactéria, proteinas PauA e PauB (Leigh 1999; Khan et al. 2003). Estes promovem a
conversao de plasminogénio em plasmina — enzima proteolitica que desempenha um
papel fundamental na degradacdo de fibrina e de outras proteinas da matriz
extracelular e também no processo de remodelacdo dos tecidos —, favorecendo
entdo a penetracdo nas células. Desempenham, ainda, a ativacao de plasminogénio
endogeno, presente no leite, que resulta na libertacdo de péptidos utilizados como
aminoacidos essenciais na nutricdo de S. uberis (Segura e Gottschalk 2004; Shome
et al. 2012).

Durante o periodo seco, as vacas dispdem de um componente bacteriostatico
inespecifico na glandula maméria disponibilizado pelas lactoferrinas. S&o glicoproteinas
quelantes de ferro produzidas pelas células epiteliais e pelos leucdécitos que, na presenca de
bicarbonato, sequestram os ides de ferro livres no leite (Patel et al. 2009). A sua acgéo
bacteriostatica deve-se, fundamentalmente, a capacidade de evitar a multiplicacdo de
algumas bactérias, por exemplo Staphylococcus e coliformes, que necessitam de elevados
teores de ferro para se multiplicar (Fang e Oliver 1999). As lactoferrinas retém os ifes de
ferro e facilitam a fagocitose, j4 que induzem a producdo de radicais superoxido utilizados
pelos neutréfilos na degradacao destes agentes (Kawai et al. 2007). Também participam na
modulacéo e regulagdo da fungdo dos macrofagos, linfocitos e neutréfilos (Fang e Oliver
1999).

Contudo, S. uberis demonstra uma capacidade de interacdo com as lactoferrinas
através de proteinas da sua superficie celular denominadas de moléculas de adeséo de
Streptococcus uberis (SUAM; Patel et al. 2009; Shome et al. 2012). Estas permitem a
ligagdo ao recetor destas glicoproteinas presentes nas células epiteliais mamarias,
implicando ndo so6 a utilizacdo de ferro para o seu desenvolvimento (Kromker et al. 2014),
como uma resisténcia a sua acdo antimicrobiana e utilizagdo das mesmas para aderir e
proceder & internalizacdo no epitélio da glandula mamaria (Fang e Oliver 1999; Santos et al.
2007; Patel et al. 2009; Almeida et al. 2015). Portanto, também durante a secagem este
agente patogénico dispde de um escape aos mecanismos de defesa do hospedeiro, além
dos ja referidos.

ApOs colonizacao, S. uberis desempenha igualmente técnicas de defesa contra a sua
eliminacdo. Uma delas é a formacdo de capsulas de &cido hialurénico que impedem a
fagocitose por parte dos neutréfilos, atraves do bloqueio dos recetores de superficie das

células fagocitarias (Segura e Gottschalk 2004) e consequente inativacdo dos seus
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componentes opsonizantes (Leigh 1999). Outra técnica, € o facto de possuir capacidade
para formacéo de biofilme — aglomerados de células incluidos numa matriz produzida pelas
mesmas, que confere uma tolerancia a fagocitose e aos antimicrobianos convencionais
(Gomes et al. 2016) — mediada por proteinas. Estas sdo a alfa-caseina e beta-caseina
presentes no leite que quando catabolizadas pela atividade proteolitica de S. uberis além de
disponibilizarem aminoacidos para a sua nutricdo, permitindo uma grande vantagem na sua
sobrevivéncia, também potenciam a sua multiplicacdo exponencial e assim maximizam a
formacédo de biofilme (Varhimo et al. 2011; Gomes et al. 2016). O transporte de glutamina e
0 metabolismo de acucares sdo igualmente processos que facilitam a geracdo de biofilme
precocemente (Crowley et al. 2011).

Quanto a patogenicidade, este agente é portador do denominado “fator uberis” (Khan
et al. 2003), que confere a capacidade de proceder a uma hemdlise sinérgica através da
interagdo da sua proteina extracelular — co-hemosilina ou fator CAMP — com uma toxina
produzida por Staphylococcus aureus — esfingomielinase C, uma toxina beta (Segura e
Gottschalk 2004).

Portanto, todos estes fatores de viruléncia demonstrados por S. uberis, que lhe
permitem invadir as células epiteliais da glandula mamaria e escapar aos mecanismos de
defesa do hospedeiro e aos agentes terapéuticos de acdo antimicrobiana, permitem o
estabelecimento de infe¢Bes crénicas ndo responsivas a tratamento (Blowey e Edmondson
2010; Constable et al. 2017).

3.2.3. Sinais Clinicos

Apesar de grande parte das mamites por este agente patogénico se apresentarem
de forma subclinica, existem varias formas de demonstracdo desta afecdo, sendo que as
mamites clinicas apresentam sinais muito variados e inespecificos. Sistemicamente, podera
demonstrar-se temperatura elevada durante as primeiras 24h e inapténcia (Hockett et al.
2000). J& localmente, podem existir alterages no leite, como libertacdo de secrecdes mais
aguosas com coagulos; no Ubere, com quartos guentes, tumefactos e edemaciados e na
producéo leiteira, estando esta diminuida e com contagens de células soméaticas elevadas
(Hockett et al. 2000; Constable et al. 2017).

Um caso tipico de mamite por S. uberis, geralmente, tem inicio subito e apresenta os
guartos mamarios afetados tumefactos e edemaciados, com grandes coagulos brancos no
leite e, por vezes, com temperatura corporal elevada (Blowey e Edmondson 2010). Estas
infecdes tém duracdo variavel, podendo existir umas auto-limitantes e outras que evoluem

para cronicas e permanecem durante toda a lactacéo (Kromker et al. 2014).



3.2.4. Métodos de Diagndstico

Para um bom acompanhamento da saude do Ubere é imprescindivel o uso de
métodos de diagndstico fiaveis e acessiveis (Lam et al. 2009), uma vez que o diagndstico
precoce de mamites € extremamente importante, pois permite a instauracdo de uma
terapéutica atempada, aumentando a taxa de cura e diminuindo o risco de transmisséo da
infecdo a outros animais. Inicialmente, deve fazer-se uma avaliacdo visual e palpacao do
Ubere para, desta forma, detetar sinais de inflamacao, como inchaco, calor, dor e rubor do
quarto afetado. Posteriormente, deve ser feita a rejeicdo dos primeiros jatos de leite, de
modo a permitir uma avaliagdo macroscopica do leite e detecao facil de possiveis coagulos
no mesmo (Lévesque 2004; Lam et al. 2009; Constable et al. 2017).

A contagem de células soméaticas e a condutividade elétrica sdo os métodos de
diagnostico mais frequentes na detecdo de inflamacdo subclinica do Ubere, contudo na
identificacdo propriamente dita de S. uberis, ou seja, de infe¢do intramamaria, sdo mais
utilizados a cultura bacteriolégica e os testes moleculares (Constable et al. 2017), como por
exemplo, o polymerase chain reaction (PCR).

3.2.4.1. Contagem de Células Somaticas

O leite é constituido por varios tipos de células, como macréfagos, linfécitos,
neutrdéfilos e células epiteliais mamarias (Pyorala 2003; Bradley e Green 2005); deste modo,
a sua contabilizacdo € expressa sob a designacdo de contagem de células somaticas
(CCS). Esta contagem reflete o estado de saude da glandula maméaria, medindo o risco de
ocorréncia de alteracdes nao fisiolégicas na composicdo do leite, tais como a afluéncia de
leucocitos para o leite aquando da entrada de microrganismos no Ubere (Blowey e
Edmondson 2010).

A avaliagdo das células sométicas pode ser feita com recurso ao teste californiano de
mamites (TCM), permitindo uma determinagdo semi-quantitativa da CCS e, assim, de forma
indireta a detecdo de mamites subclinicas (Lam et al. 2009; Smith 2015). A relacdo entre o
TCM e a CCS nao é muito precisa, mas € possivel uma correspondéncia aproximada (tabela
1; Ruegg 2003; Smith 2015; Constable et al. 2017). Este é um método barato, rapido e
simples que pode ser efetuado pelo ordenhador (Blowey e Edmondson 2010). Procede-se,
entdo, a adicdo de um reagente (detergente que permite a lise da parede celular e nuclear,
reagindo com o DNA das células, com um indicador de pH — teepol e puarpura de
bromocresol, respetivamente) a um volume pequeno de leite previamente colhido para uma
placa de teste (anexo 1). A informacdo de quais as vacas com CCS elevadas e de quais 0s
quartos infetados (Lam et al. 2009) adquire-se através da observacdo de uma reacdo
(gelificacdo do leite) na respetiva placa de teste apds 15 segundos de homogeneizacéo
(Smith 2015; Constable et al. 2017).



Tabela 1 - Interpretacéo e leitura do TCM, demonstrando a correspondéncia aproximada com a
CCS (Adaptado de Ruegg 2003; Smith 2015 e Constable et al. 2017).

Resultado Reacio Visivel Intervalo de CCS
TCM & (CS/ml)
Negativo Mistura mantém-se liquida, sem precipitacéao. 0 — 200 000

Precipitado ligeiro, que desaparece aquando de

. ~ . 150 000 — 500 000
homogeneizac&o continua

Vestigio

1 Precipitado sem evidéncia de formacéo de gel 400 000 — 1 500 000

2 Mistura engrossa rapidamente e dirige-se para o centro da 800 000 — 5 000 000
placa de teste

Precipitado marcado com formacé&o de gel e superficie
convexa

3 > 5000 000

Contudo, o TCM possui algumas desvantagens, entre as quais o facto de nao
permitir obter um valor de CCS exato, de apenas detetar, com clareza, quartos com CCS
iguais ou superiores a 400 000 CS/ml de leite e ainda de ser uma técnica dependente da
pericia dos seus operadores (Blowey e Edmondson 2010).

Por tudo isto, a medicdo da CCS é feita, maioritariamente, com recurso a contadores
eletrénicos automaticos, disponibilizando com exatidao este valor. O método mais utilizado é
o Fossomatic cell counter® (Blowey e Edmondson 2010) que baseia a sua tecnologia no
principio da citometria de fluxo (Lam et al. 2009), e pode ser aplicado tanto numa amostra
de vacas individuais — identificacdo de mamites subclinicas —, como numa de tanque de leite
— estimativa geral da prevaléncia de [IM da exploracéo e determinacéo da qualidade do leite,
o que influencia o preco final pago ao produtor, a nivel industrial (Blowey e Edmondson
2010; Constable et al. 2017).

A interpretacdo do valor da CCS pode ser dificil, visto que este parametro é
influenciado por varios fatores — por exemplo, o nimero de lactacées ou idade dos animais,
fase da lactacdo, estacdo do ano, diferencas fisioldgicas inatas do animal, intervalo entre
ordenhas, momento de colheita das amostras de leite, transporte e armazenamento das
mesmas, alimentagéo e stress —, porém a principal causa de variacdo neste parametro € a
presenca de infecdo intramamaria (Bradley e Green 2005; Lam et al. 2009; Blowey e
Edmondson 2010; Constable et al. 2017). Assim, o valor proposto como limiar no leite para
detecdo de mamite é de 200 000 CS/ml, ao nivel da vaca, e uma CCS superior a 100 000
CS/ml, ao nivel do teto, poderd j& ter impacto negativo na qualidade do leite (Bradley e
Green 2005; Blowey e Edmondson 2010; Constable et al. 2017).
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3.2.4.2. Teste de Condutividade Elétrica

Outro teste indireto para a detecdo de inflamagdo no Ubere é o teste da
condutividade elétrica. Esta varidvel é determinada pela concentragdo de anides (Cl) e
catibes (Na" e K*) no leite, medindo a resisténcia do leite a uma corrente elétrica. Existem
dispositivos portateis para determinacdo da condutividade elétrica, porém medicbes
automaticas associadas a sistemas de maquinas de ordenha sdo mais fidedignas. O teste
pode ser realizado ao nivel de cada quarto mamario, permitindo uma avaliacdo através da
comparacao dos valores de todos eles. Possibilita a medicdo da lesdo real do Ubere, ao
contrario da CCS que fornece informacao sobre a resposta imunitaria do animal aos danos
causados, o que poderia permitir um diagnéstico precoce, porém a sua sensibilidade e
especificidade ndo sado suficientemente aceitaveis para testes de triagem de mamite por si
s6 (Bradley e Green 2005; Constable et al. 2017).

Numa situacdo de mamite, as primeiras alteracdes no leite correspondem as
alteracdes eletroliticas (Constable et al. 2017), deste modo, existe uma diminuicdo na
concentracdo de K* e aumento das concentragdes de Na“ e CI (Pyorala 2003), pois a
permeabilidade capilar esta elevada e existe destruicdo das zonas de oclusdo celulares e
das bombas de ibes (Ruegg 2003), resultando, entdo, num aumento do valor da
condutividade elétrica. No entanto, também este pardmetro apresenta limitacdes, sendo
estas a sua variacdo com a temperatura do leite, a fase de lactagdo, o teor em gordura, o
intervalo entre ordenhas e a raca do animal (Woolford et al. 1998; Pydrala 2003; Ruegg
2003).

3.2.4.3. Cultura Bacterioldgica

O tratamento e a prevencdo de mamites sédo baseados no conhecimento da etiologia
das mesmas, sendo, portanto, muito importante a recolha de amostras asséticas para
cultura bacteriol6gica (Blowey e Edmondson 2010; Smith 2015) — um dos métodos mais
comumente utilizados na identificagdo dos agentes causadores de mamites. Esta técnica &
atii em casos de detecdo de CCS elevadas com o auxilio do TCM, ou seja, mamites
subclinicas, antes do tratamento de mamites clinicas (de forma a direcionar a terapéutica) e
rotineiramente, aquando de compras de animais e em vacas recém-paridas, uma vez que
fornece um diagnéstico precoce de possiveis IIM (Lévesque 2004).

Em laborat6rio podem ser submetidas tanto amostras de leite de tanque — permite
uma nocao geral dos microrganismos presentes na exploracdo —, amostras compostas dos
varios quartos do Ubere e/ou amostras de quartos individuais — fornecem informacdes mais
relevantes (Smith 2015; Constable et al. 2017). No entanto, os resultados da cultura sédo
extremamente dependentes da qualidade da amostra (Blowey e Edmondson 2010). Deste

modo, a recolha deve ser feita apos a desinfe¢édo dos tetos, antes do processo de ordenha

11



propriamente dito e com recurso a luvas descartaveis, assim como a ponta do teto deve ser
desinfetada, passando uma gaze com alcool a 70%, de forma a minimizar a possibilidade de
contaminacdo bacteriana da amostra. O tubo para amostra deve estar estéril, e deve ser
aberto sem tocar no seu interior; o leite € recolhido diretamente para o interior do tubo, apés
descartar os dois ou trés primeiros jatos, e este é imediatamente fechado apés a recolha.
Trés a cinco mililitros de leite sdo suficientes, devendo ser identificados e refrigerados a 4°C
até a cultura, que pode ser feita até 24 horas apés colheita (Blowey e Edmondson 2010;
Smith 2015; Constable et al. 2017).

A metodologia usada na cultura bacteriolégica consiste nha inoculacdo destas
amostras recolhidas em meios que contém 0s nutrientes necessarios para 0 crescimento
bacteriano. Estes meios inoculados sédo colocados em estufas com atmosfera e temperatura
apropriadas, para que o crescimento dos organismos alvo seja promovido. ApGs 24 a 48
horas, as placas cultivadas sdo examinadas e é recolhida uma amostra das bactérias que
proliferaram nas mesmas. Apds isolamento, através de testes especificos, dependentes das
carateristicas das bactérias observadas, é possivel a identificagdo do agente (Blowey e
Edmondson 2010; Smith 2015).

Porém, as culturas bacteriolégicas podem apresentar tanto resultados falsos
positivos, como falsos negativos. Os casos falsos positivos devem-se, maioritariamente, a
contaminacgdes do leite por ma higiene na colheita da amostra. J4 os falsos negativos
acontecem devido a mau acondicionamento das amostras, a presenca de antibiéticos ou
leucocitos no leite que inibem o crescimento dos agentes patogénicos, a localizacédo
intracelular de algumas bactérias e a casos especificos de determinados agentes, como
Mycoplasma, E. coli e S. uberis, que, respetivamente, requerem meios e condicdes
ambientais especiais de cultura, podem ja ndo se encontrar no leite aquando da colheita da
amostra ou tém excrecéo intermitente (Blowey e Edmondson 2010; Constable et al. 2017).
Também é possivel o aparecimento de amostras consideradas contaminadas, uma vez que
raramente trés agentes coexistem numa sO infecdo e por isso foi convencionado que
quando isolados mais de trés microrganismos numa cultura esta seria considerada
contaminada (Constable et al. 2017).

No caso do diagnéstico especifico de S. uberis, a cultura bacteriolégica é feita nos
meios agar sangue, agar Edwards e/ou meio McConkey e incubada entre 30 e 37 °C,
durante 24 a 48 horas. As colonias em meio agar sangue, geralmente, apresentam uma
dimensdo entre um e dois milimetros, sdo lisas, transllicidas e convexas. Em meio agar
Edwards ha crescimento de colbnias castanhas, uma vez que ha hidrélise da esculina em
glucose e aesculetina (Blowey e Edmondson 2010; Kromker et al. 2014), e em agar sangue
podem demonstrar uma fraca reagcdo a ou y-hemolitica (Kromker et al. 2014). Para

identificacdo quanto a espécie, pode ser utilizada uma galeria APl 20 Strep, um sistema
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Vitek Gram-positivo e/ou testes bioquimicos (Jayarao et al. 1999; Rato et al. 2008). Segundo
Odierno et al. (2006), o perfil bioquimico de S. uberis é baseado nos seguintes testes:
crescimento negativo em meio com 6,5% NaCl e em incubagédo a 45°C; reacdo Christie-
Atkins-Munch-Peterson (CAMP) negativa; hidrélise de arginina, esculina e hipurato de sédio
positivas; crescimento positivo em meios contendo inulina; utilizacdo de manitol, salicina e
sorbitol como fonte de hidratos de carbono e ainda a incapacidade de utilizagéo de rafinose
para o mesmo fim (Kromker et al. 2014).

3.2.4.4. Testes Moleculares

Atualmente, os métodos moleculares permitem um conhecimento mais aprofundado
da epidemiologia e fisiopatologia das IIM. O PCR ¢ a técnica mais utilizada, ja que possibilita
a diferenciacdo de espécies e a caraterizacdo genotipica das mesmas, sendo o diagndstico
mais esclarecedor (Kromker et al. 2014; Smith 2015). Baseia-se na amplificacdo e
identificacdo de seccgbes especificas de DNA bacteriano encontradas no leite que sao,
posteriormente, comparadas com sequéncias genéticas ja documentadas (Lam et al. 2009;
Smith 2015). Uma vez que o PCR é muito dispendioso, é mais utilizado em amostras de
tanque de leite, permitindo uma nogéo dos agentes patogénicos presentes numa exploracéo
leiteira.

Nao €, porém, uma técnica suficiente para determinar a terapéutica a instaurar, visto
que o DNA reconhecido tanto pode ser correspondente a bactérias vivas, como a mortas.
Assim, de modo a aumentar a utilidade deste método de diagndéstico, as colheitas devem ser
assepticamente recolhidas e o historial do animal e as respetivas CCS devem ser tidas em
conta (Smith 2015).

3.2.5. Controlo

Para que se minimizem 0s prejuizos econdmicos, a transmissdo de infe¢Bes pelo
efetivo e as resisténcias a antibioticos, as exploracdes leiteiras devem implementar
programas de controlo de mamites bovinas. No que toca ao S. uberis, um agente ambiental
com carater contagioso, estes programas devem focar-se nao s6 no plano classico de 5
pontos de Bramley e Dodd (1984), mas também ter cuidados com o ambiente dos animais
(Kromker et al. 2014).

Em mamites por este agente, as medidas devem concentrar-se no periodo seco,
periodo critico de infecdo, sendo a altura mais indicada para desenvolver estratégias que
reduzam o seu impacto (Almeida et al. 2003). Além do tratamento de IIM j& existentes,
também o uso de selantes internos e de secagem seletiva, ou seja, recurso a antibioticos
apenas em animais que apresentam condi¢des que indiguem a sua necessidade, € uma boa

forma de combate a este agente patogénico nesta fase (Kromker et al. 2014).
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Fundamentalmente, para minimizar a exposicao do teto ao S. uberis, & necessario
um cuidado com o ambiente dos animais. Uma vez que as camas de palha sao fatores
predisponentes a esta infecéo, seria mais adequado o uso de camas de matéria inorgéanica,
como é o caso da areia. Uma especial aten¢cdo nas camas do pré-parto é de extrema
importéncia, podendo-se adicionar carbonato de calcio ou superfosfato todos os dias, ou
seja, alcalinizar as camas, pois, é possivel controlar a multiplicacdo desta bactéria em
ambientes com pH superior a 9,5 (Paduch et al. 2013; Kromker et al. 2014). Durante a
lactacdo também sdo necesséarias medidas, como a compostagem das camas de palha,
realizada através da remoc¢ao do material de cama todos os dias. Na presenca de cubiculos
pode, igualmente, ser adicionado carbonato de calcio ou superfosfato, e manter o ambiente
seco e limpo. Como referido, as pastagens sao possiveis fontes de infecao, assim, devem
ser evitados os aglomerados de vacas, cercando 0s pontos criticos, como sombras por
debaixo das arvores. De uma forma geral, deve ser fornecida agua limpa aos animais, visto
que este agente também é encontrado frequentemente na agua, possivelmente por
contaminacao das fezes (Kromker et al. 2014).

Sendo a ordenha uma das formas de transmissdo de IIM por S. uberis,
principalmente na colocagéo das tetinas, deve ser realizada uma higienizagdo rigorosa dos
tetos, antes do processo de ordenha (pré-dipping), com desinfetante de iodo, clorexidina ou
diéxido de cloro (Kromker et al. 2014). ApGs a ordenha, uma desinfecdo (p6s-dipping) com
0S mesmos compostos podera ter algum efeito bactericida, se for de longa persisténcia
(Kromker et al. 2014). A diminuigdo do ar introduzido no teto aquando da colocagéo das
tetinas podera, também, diminuir o risco deste tipo de mamites. J& que o carater contagioso
deste agente permite uma transmissdo de vaca para vaca, a desinfecdo das tetinas apos
ordenha de cada vaca é um ponto crucial, assim como a separacdo das vacas com mamite
para um lote de vacas doentes, para que mais facilmente se controle esta afecao.

Ao longo dos anos tém sido desenvolvidos inUmeros estudos com vista a
desenvolver uma vacinacao eficaz contra S. uberis, contudo a existéncia de varias estirpes
nao tem faciltado o processo. Desde o uso de um antigénio contra o ativador
plasminogénico PauA (Blowey e Edmondson 2010), a utilizagdo de antigénios baseados em
SUAM recombinante (Almeida et al. 2015), varias metodologias continuam a ser estudadas.
Atualmente, ja esta disponivel uma vacina baseada na utilizacdo de um antigénio contra o
componente de adesdo por formacdo de biofilme (BAC — biofilm adhesion component) —
componente estrutural da parede de S. uberis —, fornecendo protecéo contra as diferentes
estirpes deste agente. Esta tem demonstrado reduzir os sinais clinicos em mamites agudas,
promover uma recuperagdo mais rapida do animal, tanto a nivel de CCS como na producéo

leiteira, e induzir niveis elevados de anticorpos especificos (Collado et al. 2018).
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S. uberis € um agente comumente encontrado nas fezes e em matérias organicas,
sendo o seu controlo uma tarefa de extrema importancia, tanto no maneio adequado das
camas, como nos procedimentos higiénicos da ordenha. Visto que estas mamites se
demonstram clinicas ou subclinicas com CCS muito elevadas e de cura dificil, continua a ser

imperioso incidir na sua prevencéao.

3.2.6. Terapéutica

Os protocolos terapéuticos de mamites, utilizados para auxiliar o sistema imunitario a
eliminar o agente patogénico e a reduzir as consequéncias fisiopatolégicas da infecéo,
devem ser estabelecidos pelo médico veterinario, baseando-se em varios aspetos, tais
como, a eficicia estipulada, o impacto econémico e o intervalo de seguranca dos respetivos
medicamentos (Smith 2015). Existem varias razdes para instaurar uma terapia em caso de
diagnostico de mamites, e estas sdo a prevencado da transmissdo da infecdo para outras
vacas, 0 restauro da produtividade do animal, a reducdo da probabilidade de casos
recorrentes, evitar infecdes prolongadas que provoquem lesdes irreversiveis no Ubere,
diminuindo a qualidade do leite, e 0 aumento da saude e bem-estar geral dos animais
(Blowey e Edmondson 2010).

Para que exista uma reducao do uso de antimicrobianos e um aumento da eficacia
da terapéutica, deverdo ser tidos em conta os seguintes métodos: utilizacdo de culturas
bacterioldgicas, conhecimento da histéria da vaca, identificagdo dos fatores de risco a nivel
do animal e aplicacédo de protocolos terapéuticos padronizados a nivel cientifico (Blowey e
Edmondson 2010; Smith 2015; Constable et al. 2017). Estes planos passam pela separacdo
do leite ou até da propria vaca mamitica, utilizagdo de antimicrobianos e/ou tratamento de
suporte — anti-inflamatorios, oxitocina, fluidoterapia, entre outros (Blowey e Edmondson
2010). A antibioterapia tem sido o método mais comumente utilizado, sendo escolhida
cautelosamente com vista a promover eficicia terapéutica e beneficios econémicos, tanto a
nivel da recuperacéo da producéo leiteira, como na eliminacdo de fontes de infecdo. Porém
a sua eficacia estd dependente de muitos fatores: propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas, espetro de acgdo, duracdo da terapéutica e monitorizagdo da mesma
(Pyorala 2009; Smith 2015; Constable et al. 2017). Portanto, na escolha de um antibiotico
para tratamento de mamites, a sensibilidade do agente, a habilidade de penetracédo e
persisténcia no Ubere em concentracdo suficiente, a eficiéncia na presenca de leite, a
lipossolubilidade, a capacidade de ligacdo a proteinas plasmaticas, o intervalo de seguranca
e 0 custo sdo critérios que devem ser tidos em conta (Pydrala 2009; Blowey e Edmondson
2010).

A instauracdo da terapéutica pode ser durante a lactacdo ou no periodo seco

(Blowey e Edmondson 2010). Geralmente, em casos clinicos esta é aplicada durante a
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lactacdo, ja em situacdes subclinicas opta-se pelo periodo seco, para que se minimizem 0s
impactos econémicos (Pyorala 2009; Kromker et al. 2014; Constable et al. 2017). Contudo,
esta decisdo deve sempre ter em conta varias condicionantes, como a existéncia de um
programa de controlo de mamites na exploracdo; a raca e o valor genético do animal; os
quartos infetados, o nimero de lactacdes e a fase de lactacdo das vacas; os agentes
etiolégicos envolvidos; o valor da CCS aquando do diagnéstico; e o protocolo terapéutico
necessario (Constable et al. 2017). Durante a secagem — periodo critico para a salde do
Ubere — protocolos de terapia seletiva devem ser aplicados, ndo s6 para proceder a cura de
IIM j& presentes durante a lactacdo, como também para evitar novas infecBes durante o
periodo seco e utilizacdo excessiva de antibiético (Blowey e Edmondson 2010; Smith 2015).

A aplicacdo de terapéutica combinada, ou seja, terapia sistémica juntamente com
intramamaria, € comum em mamites por agentes de dificil eliminacdo, que tém como
principal alvo o paréngquima (Constable et al. 2017). A via intramamaria diligencia uma alta
concentracéo de antibiotico no leite, contudo a introdugcéo das bisnagas deve ser feita com
bastante cuidado higiénico (Pyo6rdla 2009; Blowey e Edmondson 2010; Constable et al.
2017). A via sistémica evita bacteriémias e septicémias, levando potencialmente a uma
rapida normalizacdo da temperatura e da producéo leiteira (Constable et al. 2017; Ruegg
2018) e maior penetragdo no parénquima mamario (Pyoérala 2009).

Devido a sua epidemiologia e a todos os fatores de viruléncia que dispde, 0 éxito no
tratamento das mamites por S. uberis tem-se mostrado cada vez mais dificil. Todavia, ja que
coloniza inicialmente os ductos e apenas posteriormente se instala no parénquima mamario,
a via intramamaria (IMM) é a escolha mais indicada (Milne et al. 2005; Kromker et al. 2014;
Constable et al. 2017). Deste modo, o protocolo terapéutico passa por trés administracoes
IMM a cada 12h, contudo, apesar de ser possivel uma cura clinica, raramente é atingida a
cura bacteriolégica (Milne et al. 2005; Kromker et al. 2014; Constable et al. 2017). Para um
aumento da cura bacterioldgica, é recomendada uma terapia prolongada, cinco a oito dias,
com administragdo IMM de ceftiofur, pirlimicina ou penetamato a cada 24h (Constable et al.
2017). Segundo Milne et al. (2005), também o uso de uma terapia pulsatil podera ser eficaz,
recorrendo a penicilina procainica com dihidroestroptomicina ou cefquinoma, via IMM, trés
vezes a cada 12h, em trés “pulsos” com interrupcdo equivalente ao recomendado como
intervalo de seguranca para cada principio ativo. O uso de anti-inflamatério no protocolo de
tratamento esta comprovado que diminui a CCS ap0s tratamento e reduz também a taxa de
refugo (Constable et al. 2017).

Na grande parte das estirpes de S. uberis, os planos de tratamento devem ser
prolongados (Almeida et al. 2003; Pyoréla 2009; Kromker et al. 2014), sendo o mais
indicado oito dias de terapéutica, uma vez que grande parte dos antibitticos utilizados por

via IMM séo tempo-dependentes. Deste modo, a acgao inibitéria destes tem maior eficiéncia
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se a concentragcdo do farmaco se mantiver acima da concentragdo minima inibitéria (CMI)
por longos periodos de tempo no local da infecdo (Smith 2015; Constable et al. 2017).
Todavia, Samson et al. (2016) demonstrou que a probabilidade de cura aumenta aquando
do uso de terapéutica combinada juntamente com anti-inflamatério ndo-esteréide (AINE).

Em casos subclinicos de mamites por S. uberis no final da lactacdo, a terapia deve
ser efetuada durante o periodo seco (Constable et al. 2017). Nesta fase, o tratamento
resulta em taxas de cura mais elevadas e numa incidéncia de novas infe¢cBes na secagem e
poés-parto mais reduzida (Williamson et al. 1995; Kromker et al. 2014). Ainda assim, muitas
das vacas recidivam apds tratamento, demonstrando que as recomendacdes indicadas até
entdo ndo séo suficientes.
3.2.6.1. Fatores Limitantes de Cura

Os fatores limitantes que levam a uma reducao na eficacia da terapéutica podem ser
a nivel da vaca, incluindo a idade, a CCS antes do tratamento, a duracdo da infecéo, fase de
lactacdo e o numero de quartos afetados (Steeneveld et al. 2007; Breen et al. 2011; Smith
2015), ou ao nivel do agente patogénico.

Assim, animais com mais de duas lacta¢fes, histéria longa de inflamacao antes do
tratamento e multiplos registos de CCS elevadas antes do diagndéstico tém muito menor
probabilidade de cura, em caso de IIM (Samson et al. 2016).

Quanto ao S. uberis, a grande limitacdo na sua cura prende-se pelo facto deste
poder ter presenca intracelular (Blowey e Edmondson 2010). A capacidade de invasdo das
células epiteliais maméarias, a sua movimentacao ao longo do epitélio (Constable et al.
2017), a presenca em vasos linfaticos e linfonodos e ainda a formacao de fibrose provocam
uma grande reducdo no efeito da terapéutica (Samson et al. 2016). Também os restantes e
inmeros fatores de viruléncia j& mencionados amplificam as limitagdes no processo de cura

de IIM por S. uberis.

3.2.7. Resisténcia a Antibidticos

Atualmente, a existéncia de microrganismos resistentes a antibiéticos é um problema
global que resulta da utilizacdo excessiva de antimicrobianos e que tem bastante impacto
tanto no bem-estar animal, como na saude humana, ja que a ineficiéncia dos antibiéticos
resulta num aumento da morbilidade e da mortalidade em algumas doencas infeciosas
(Kapil 2005). Portanto, quando uma estirpe ndo € suscetivel a concentragdo clinicamente
proposta de um antimicrobiano e/ou possui mecanismos que impedem o antibiético de atuar,
considera-se que existe uma resisténcia (Canton e Morosini 2011). Estas podem ser
naturais ou adquiridas através de mutacdes cromossémicas, transferéncia de plasmideos,
de genes da propria bactéria e de genes de outras bactérias (Makovec e Ruegg 2003; Kapil
2005; Cant6n e Morosini 2011).
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Assim, qualquer terapéutica antimicrobiana deveré ser iniciada com base no perfil de
sensibilidade do seu agente etioldgico, recorrendo a testes de sensibilidade a antibiéticos
(TSA), ou seja, a determinacao da sensibilidade dos agentes aos diferentes antimicrobianos
(Makovec e Ruegg 2003). Véarios métodos sédo utilizados para este efeito, alguns
gquantitativos — diluicdo em caldo, diluicdo em leite, inoculagdo em agar, determinacdo da
concentracdo minima bactericida (CMB) e determinagdo da cinética de morte —, e outros
gualitativos, como o método de difusdo em disco (Constable e Morin 2003). Este ultimo, é o
mais utilizado, tanto pela rapidez, como pelo baixo custo, e consiste na cultura da bactéria
isolada e posterior colocacdo de discos impregnados com antibiéticos especificos,
procedendo-se a incubacao das placas. Durante a incubacéo, existe disperséo do antibiético
que ira inibir o crescimento da bactéria nas redondezas do disco (Constable e Morin 2003;
Erskine et al. 2003). O diametro dos halos obtidos esta inversamente correlacionado a CMI
dos agentes patogénicos — menor concentracdo de determinado farmaco que inibe o
crescimento visivel de um microrganismo apos o tempo de incubagéo adequado (Constable
e Morin 2003; Cantén e Morosini 2011) —, permitindo perceber se o microrganismo é

suscetivel ou resistente a terapia com um determinado antibiético (Erskine et al. 2003).

Figura 2 - Principio do teste de sensibilidade a antibiéticos pelo método de difusdo em disco
(Fonte: Machado e Gales 2008)

Tem, porém, algumas limitac6es, comecando pelo facto de ser um método qualitativo
(resultados classificados em sensivel, intermédio e resistente) e, portanto, estar dependente
da andlise do operador (Smith 2015; Constable et al. 2017). Os resultados obtidos com este
teste muitas vezes ndo se correlacionam com os resultados clinicos, principalmente em
vacas com mamites ambientais clinicas (Makovec e Ruegg 2003). A causa desta aparente
incoeréncia podera ser a utilizacdo de dados como referéncia, maioritariamente, baseados
em concentragBes de antibidtico para outras afe¢cdes ou até mesmo espécies, assim como
através de outras vias de administracdo, o que impede uma correlagdo fidvel com as
concentracdes atingidas no leite ou no tecido mamario apés administragbes IMM ou
sistémicas (Erskine et al. 2003; Smith 2015; Constable et al. 2017).
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Na terapéutica de mamites por S. uberis, o conhecimento do perfil de sensibilidade
do agente aos antimicrobianos é muito importante, ja que fornece informacao relevante para
a escolha adequada do farmaco a utilizar. Segundo Pitkala et al. (2008), este agente &
sensivel a penicilina, cefalotina e clindamicina, contudo apresenta algum nivel de resisténcia
a oxitetraciclina e eritromicina. Ja McDougall et al. (2014), demonstrou que existe
suscetibilidade a penicilina, ampicilina e amoxicilina com acido clavulanico e que algumas
estirpes poderdo apresentar resisténcia a cloxacilina. Deste modo, com base no CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) e no EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing), S. uberis deveria ser declarado resistente a -
lactamicos, por existir resisténcia a cloxacilina, porém existe pouca evidéncia de que este
agente possua resisténcia a penicilina (McDougall et al. 2014). Thomas et al. (2015)
comprova, também que nao existe resisténcia aos B-lactamicos, ja que se confirma uma
elevada suscetibilidade a sua generalidade, exceto a cloxacilina, que mais uma vez
apresenta algum nivel de resisténcia. Eritromicina e tetraciclina sdo outros antibidticos aos
quais S. uberis apresenta elevados graus de resisténcia (Thomas et al. 2015).

Isolados do género Streptococcus apresentam resisténcia intrinseca a quinolonas,
portanto num teste de difusdo por disco tém tendéncia a obter um resultado equivalente a
suscetibilidade intermédia (Boireau et al. 2018). E, entdo, compreensivel que Boireau et al.
(2018) tenha observado um elevado nivel de resisténcia a enrofloxacina. Este autor verificou
também baixos niveis de resisténcia a cloxacilina, gentamicina e trimetropim-sulfametoxazol,
mas valores mais significativos quanto a tetraciclina, lincomicina e eritromicina.

Em suma, S. uberis, geralmente, apresenta suscetibilidade a grande parte dos
antibidticos B-lactamicos — penicilina, cefalotina, ampicilina e amoxicilina com &acido
clavulanico — e a clindamicina. Tem sensibilidade intermédia a gentamicina e trimetropim-
sulfametoxazol e as suas resisténcias incidem na cloxacilina (um [B-lactamico), em
tetraciclinas, na eritromicina, enrofloxacina e lincomicina (Pitkdla et al. 2008; McDougall et
al. 2014; Thomas et al. 2015; Boireau et al. 2018).

3.3. Benzilpenicilina Procainica

A benzilpenicilina procainica deriva da penicilina G, um agente antibacteriano B-
lactamico da classe das penicilinas. Deste modo, in vivo, é hidrolisada e atua como um
deposito que permite uma absorcao lenta desta penicilina natural, podendo ser administrada
tanto por via intramuscular (IM), como subcutanea (SC; Plumb 2011). Tem, assim, como
espetro de acao varias bactérias Gram-positivas — Streptococcus spp., Staphylococcus spp.
ndo produtores de penicilinase, Bacillus anthracis, Arcanobacterium, Actinomyces spp.,

Corynebacterium spp., Erysipelothrix rhusiopathiae, Clostridium spp., Fusobacterium e
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certas espécies de Bacteroides — e, ainda, algumas bactérias Gram-negativas — Listeria

monocytogenes e Pasteurella multocida (Riviere e Papich 2018).

3.3.1. Farmacocinética

A absorcdo de penicilina G esta dependente das distintas formulacdes existentes,
das vias de administracdo e do local de injecdo. A benzilpenicilina procainica é considerada
uma formulac&o de acéo prolongada, logo a concentracéo plasméatica deste principio ativo é
mantida por longos periodos, ou seja, tem uma absorcéo lenta que resulta num tempo de
semi-vida superior. Em relacdo a outras formulacbes, apresenta uma concentracao
plasmética maxima baixa e leva algum tempo até atingir este ponto (Riviere e Papich 2018).
No que diz respeito a distribuicdo, a benzilpenicilina procainica difunde-se pelo fluido
extracelular, podendo atingir concentracdes intracelulares moderadas. E, entdo,
metabolizado através da hidrélise do anel B-lactdmico, resultando em metabolitos
microbiologicamente inativos. Ja a eliminacdo € a nivel renal, principalmente da secrecao
tubular, mas também da filtracdo glomerular, podendo este farmaco atingir elevadas
concentragdes na urina (Plumb 2011; Riviere e Papich 2018).

Aquando de administragdo intramaméria, este principio ativo € parcialmente
reabsorvido pelo Ubere, entrando apenas alguns ies de penicilina, por difusdo passiva, no
plasma. Portanto, a benzilpenicilina aplicada intracisternamente é distribuida parcialmente
pelos restantes quartos do Ubere, pela circulacédo linfatica local e pelo plasma e uma porcao
fica irreversivelmente ligada ao leite e as proteinas tecidulares. Nestes casos, a sua
eliminacdo ocorre pelo leite, na forma inalterada, através do quarto de Ubere onde foi
administrada, além da eliminacdo natural que ocorre pela urina (United States
Pharmacopeia 2003). Em suma, pela via IMM, apresenta uma difusdo moderada pelo tecido
mamario (Divers e Peek 2008; Constable et al. 2017).

3.3.2. Farmacodinamia

A benzilpenicilina procainica ndo é facilmente dissolvida em &agua e liberta
benzilpenicilina e procaina — anestésico local — no organismo por meio de dissociacéo. E
um principio ativo tempo-dependente, jA que a sua eficacia depende da quantidade de
tempo que a concentracdo plasmatica excede a CMI do agente patogénico (Taponen et al.
2003). Tem uma acao bactericida através da inibicdo da sintese de mucopéptidos
constituintes da parede celular de bactérias proliferativas, por ligagdo a enzimas
(carboxipeptidases, transpeptidases e endopeptidases) da membrana citoplasmatica
envolvidas na sintese da parede celular. Deste modo, as bactérias formam uma barreira
defeituosa, alterando o seu equilibrio osmaético, que impedira a sua sobrevivéncia (Plumb
2011).
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3.3.3. Aplicagdes em Mamites

Na terapéutica de mamites, a benzilpenicilina procainica € indicada aquando de
agentes etioldgicos suscetiveis a mesma, como € o caso de Streptococcus agalactiae, S.
uberis, S. dysgalactiae, Corynebacterium bovis e estafilococos coagulase negativos
(Taponen et al. 2003; McDougall et al. 2007; Blowey e Edmondson 2010; Kalmus et al.
2014). No caso de mamites por estirpes de Staphylococcus aureus sensiveis a penicilina, o
uso prolongado de benzilpenicilina procainica esta indicado por via intramamaria, ao longo
de quatro a oito dias (Constable et al. 2017). Para o tratamento de mamites por S. uberis,
Kalmus et al. (2014) demonstrou que tanto a aplicacdo parenteral — injecao diaria IM de
20 000 unidades/kg (20 mg/kg) de benzilpenicilina procainica —, como a IMM — uma
aplicacdo diaria em cada quarto afetado com uma dose de 600 mg —, durante 5 dias, foram
eficazes na obtengéo ndo s6 de uma cura clinica, mas também bacterioldgica.

Terapia exclusivamente intramamaria apenas deve ser utilizada em casos com
alteracdes inflamatdrias moderadas no leite ou Ubere. Mamites com alterac¢des inflamatorias
severas ou com sinais sistémicos requerem administracéo de antibiéticos por via sistémica
e/ou tratamento de suporte (United States Pharmacopeia 2003). Assim, a dose diaria
recomendada para utilizacdo de benzilpenicilina procainica via IM ou SC, em animais de
producao, é de 66 000 unidades/kg de peso vivo (6.5 mg/kg) por uma duracao inferior a sete
dias consecutivos (Li et al. 2018; Riviere e Papich 2018). Quanto a via IMM, a dose
recomendada é de 100 000 unidades (99 mg) em cada quarto mamario, a cada 12 horas,

até um maximo de trés aplicagbes (United States Pharmacopeia 2003; Li et al. 2018).

3.4. Ampicilina

A ampicilina € um principio ativo com agéo bactericida, pertencente a familia das
aminopenicilinas, diferindo da penicilina natural pelo facto de possuir um grupo amina. Deste
modo, detém um espetro de acdo muito superior, uma vez que abrangem as bactérias
suscetiveis a benzilpenicilina procainica, acima referidas, e ainda algumas
enterobacteridceas, como certas estirpes de E. coli, Proteus mirabilis, Klebsiella e
Salmonella (Plumb 2011; Riviere e Papich 2018).

3.4.1. Farmacocinética

A administragdo de ampicilina pode ser por via SC ou IM, conduzindo a uma fase de
absorgcdo mais prolongada e, assim, uma duracéo de atividade superior. Apesar de todas as
aminopenicilinas apresentarem um tempo de semi-vida curto, algumas formulacfes, como a

anidra, permitem uma longa acdo. Esta € distribuida por varios tecidos do corpo, como por
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exemplo figado, pulmdes, muasculo, fluido sinovial e pleural. Cerca de 20% do principio ativo
administrado estabelece ligacdo com proteinas plasmaticas, principalmente albumina, e no
leite € encontrado em pequenas doses. A sua eliminagdo, um pouco mais longa que a da
benzilpenicilina procainica, processa-se a nivel renal, maioritariamente por secre¢éo tubular,
porém, uma por¢do pode sofrer hidrélise para &cido penicilbico (metabolito inativo) e ser
excretada, igualmente, através da urina (Plumb 2011; Riviere e Papich 2018). No que toca a
difusdo pelo Ubere, ampicilina, administrada por via IMM, é considerada um principio ativo
eficiente (Constable et al. 2017).

3.4.2. Farmacodinamia

Como outras penicilinas, também a ampicilina € um agente bactericida tempo-
dependente, agindo através da inibicdo da sintese da parede celular das bactérias
suscetiveis (Plumb 2011). Em suma, existe penetracdo da parede e posterior ligacdo a
proteinas especificas da membrana celular bacteriana, que, em bactérias em multiplicacéo
ativa, conduzem a uma interferéncia na producdo de peptidoglicanos da parede celular e,
consequentemente, a lise dos microrganismos por alteragbes osmdticas (United States
Pharmacopeia 2007).

3.4.3. Aplicagdes em Mamites

A ampicilina tem um espetro de acdo que lhe permite atuar em mamites por varias
etiologias. Tem sido demonstrado que proporciona uma terapéutica efetiva contra agentes
Gram-negativos — sensibilidade de 40 a 80% in vitro (Divers e Peek 2008) —, coliformes — 35
a 68% de sensibilidade (Blowey e Edmondson 2010) —, estafilococos coagulase negativos,
Corynebacterium bovis (Constable et al. 2017), Streptococcus agalactiae (Rossi et al. 2019)
e S. uberis (Divers e Peek 2008). Esta pode, também, ser associada a cloxacilina, como
tratamento inicial para mamites por Staphylococcus aureus, ja que a produgdo de -
lactamases por este agente é bastante comum (Constable et al. 2017). Esta associagéo foi
também utilizada com sucesso por Sérieys et al. (2005), que através de uma administracao
IMM diaria (200 mg de cloxacilina com 75 mg de ampicilina) nos quartos afetados, durante 3
dias, obteve 71% de cura na terapéutica de mamites por S. uberis.

A dose recomendada, em animais de producéo, é de 4.4 a 11 mg/kg, administrada
por via IM, a cada 24 horas (Riviere e Papich 2018). Porém, em mamites por Pseudomonas
spp. e Serratia spp., devem ser utilizadas doses de ampicilina “extra-label”. 12-22 mg/kg,

duas vezes por dia, sistemicamente (Divers e Peek 2008).
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4. Objetivos

Uma vez que as mamites por Streptococcus uberis sdo um problema persistente,
com consequéncias nefastas para o setor leiteiro e que acarretam uma grande dificuldade
nao sO ao nivel de tratamento, como também de controlo, esta dissertacdo visou ganhar
maior conhecimento sobre este agente etioldgico, bem como estudar a eficacia de uma
abordagem terapéutica.

Com este intuito, pretendeu-se:

o Caraterizar algumas componentes da epidemiologia de Streptococcus uberis
na regiao de estudo.

e Observar o perfil de sensibilidade a antibiéticos nos casos estudados.

e Avaliar a eficacia duma terapéutica a base de benzilpenicilina procainica
intramamaria, a vantagem de associar um antibiético sistémico, neste caso a
ampicilina, e qual a duracdo de administragdo com melhores resultados.

¢ Relacionar o periodo de lactacdo e o numero de lactagdo do animal com a
possibilidade de cura, assim como as CS presentes no leite aguando do

diagnéstico.

5. Materiais e Métodos
5.1. Caraterizacao das Exploracdes

De forma a proceder a este estudo, foram recolhidas amostras de leite de vacas com
sinais de mamite de vérias exploracdes leiteiras assistidas pela Proleite — cooperativa de
produtores de leite da zona centro litoral portuguesa.

Neste conjunto foi possivel encontrar um total de 174 exploragbes, que se
apresentam muito diferentes entre si @ com um nimero total de animais muito variavel,
desde 25 a 1000 animais em ordenha. Assim, existem desde exploragcdes mais modernas e
de grandes dimensdes (Figura 3A) até pequenas exploragbes de carater familiar (Figura
3B).
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5 : (A)

Figura 3 - Dois exemplos de exploragdes alvo do estudo. (A): Exploracdo de grandes
dimensdes. (B): Exploracéo de carater familiar.

Deste modo, nas exploragfes assistidas pela Proleite existem diferentes sistemas de
ordenha, com uma distribuicdo apresentada no gréafico 1, sendo os mais comuns a ordenha
em espinha e tipo tandem. Também as rotinas de ordenha divergem bastante de exploragéo

para exploracao.

Grafico 1 - Distribuicdo dos varios tipos de ordenha presentes nas exploracdes da Proleite.

Tipos de Ordenha Utilizados

= Espinha

Tandem

43%
= Carrocel
4%

3% Robb

= Qutra

26%

Quanto as vacas presentes nas exploracfes, € possivel encontrar varias racas,
apesar da maioria pertencer a raca Holstein-Frisia, existem também animais de outras racas

como Jersey, Montbeliard e Parda Suica.

5.2. Caraterizagdo das Amostras

Durante um periodo de 5 meses, de 16 de setembro de 2019 até 18 de fevereiro de
2020, as analises de leite provenientes de vacas com sinais de mamite, tanto clinica, como
subclinica, e identificadas com o agente S. uberis foram selecionadas, com vista a proceder
ao estudo apresentado. As colheitas de leite foram efetuadas pelos proprios ordenhadores e
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submetidas a um processo

de identificacdo
do agente etiolégico e a
um TSA no laboratério da
Proleite.

Em laboratério, a
identificacao foi  efetuada

através de uma  cultura
bacteriolégica. Esta inclui uma sementeira em estria em placas de agar sangue e
MacConkey (figura 4), submetida a uma incubacdo a 37°C durante 24-48 horas, para
distincdo entre bactérias Gram-negativas ou positivas. Visto que S. uberis € um agente
Gram-positivo, a repicagem da coldnia cultivada é efetuada para uma placa de agar sangue

novamente e submetida a incubacédo a 37°C durante 24 horas, para o seu isolamento.

Figura 4 - Sementeiras em estria em placa de agar sangue (1) e MacConkey (2) apés
incubacéo.

ve 10rma a proceaer a enuicagdo ua pacteria 1soldud, € prepdaraugo uir 1mnocuio
através da mistura de 3 ml de solugdo salina com o microrganismo isolado. Finalmente, este
in6culo é inserido nas cartas do Vitek 2 Gram-positivo (figura 5), o sistema que procede a
identificacdo do agente, emitindo um relatério com os resultados de todos os testes

bioguimicos (anexo 2).
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Figura 5 - Carta do Vitek Gram-positivo, ap0s processo de identificacéo.

A fim de avaliar a suscetibilidade dos isolados de S. uberis aos antimicrobianos
recorreu-se ao método de Kirby-Bauer, método de difusdo por disco. Logo, utilizaram-se as
colonias de S. uberis resultantes da repicagem, para elaborar uma suspensao com 0,5 na
escala de McFarland de turvacdo em 1 ml de solugcédo salina, procedendo, entdo, a sua
cultura em placas de Mueller-Hinton Agar. De seguida, foram colocados na placa discos
impregnados com o0s seguintes antibioticos: amoxicilina (30 pg), ampicilina (10 pg),
cefquinoma (30 ug), cefoperazona (75 ug), cloxacilina (5 pug), penetamato (100 pg), tilosina
(30 pg), marbofloxacina (5 pg), penicilina (10 unidades), cefalexina (15 pg), danofloxacina (5
Mg), enrofloxacina (5 pg) e trimetropim-sulfametoxazol (1,25-23,7 pg). Apés uma incubacao
a 37°C durante 24 horas, os resultados (figura 6) séo interpretados de acordo com os
critérios definidos pelo documento VET08 do CLSI (2018).

Figura 6 - Placa de Mueller-Hinton Agar resultante de um TSA pelo método de Kirby-Bauer.

Assim, os casos de mamites identificados com S. foram submetidos as varias
abordagens terapéuticas em estudo. Através dos resultados disponiveis no contraste
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leiteiro, foram ainda registadas algumas carateristicas de cada animal e da respetiva
infecdo, como dias em leite, nimero de lactacdo, numero de quartos mamarios afetados e
CCS (figura 7). O registo das CCS foi efetuado com vista a recolher informagéo sobre os
guatro meses anteriores a infe¢cdo, o momento do diagnostico e decorridos os 14 dias apos
o tratamento, consoante o contraste leiteiro disponibilizado.

RESULTADOS DO CONTRASTE LEITEIRO

Oata da Contraste: 2020-53-02 Contrastader: 300437

Caploracto:
€3 bl Proprictaria: Tipo de Contraste: A4 (2)

ident¥icacso Data Idads 30
o — -
ViemiiEagso 3o Pa %

o —-

o0 3
BRUTE

Figura 7 - Exemplo de um relatério do resumo mensal do CL de uma exploragdo em estudo
(retirado de Bovinfor®).

5.3. Protocolo Terapéutico

Apos a identificagdo de S. uberis nas amostras de leite de vacas com sinais de
mamite, estas foram sujeitas a um dos trés protocolos terapéuticos em estudo
alternadamente, ou seja, primeiramente um caso foi atribuido ao grupo A, o seguinte ao
grupo B e o posterior ao grupo C e assim sucessivamente. O grupo A (n=11) foi submetido a
uma administracdo intramamaria diaria, durante sete dias, de 3 g de benzilpenicilina
procainica monohidratada (Procapen Injector; Prodivet ZN). O grupo B (n=4) seguiu uma
terapia semelhante, porém com uma duragdo inferior, cinco dias. J& o grupo C (n=7) foi
sujeito a terapéutica do grupo B, com a adicao de trés injecbes de 40 ml, por via IM, a cada
48 horas, de 100 mg/ml de ampicilina (Albipen LA; MSD).

A verificagdo da eficacia de cada protocolo foi obtida através do registo das CS
presentes no leite de cada vaca, apds a conclusdo da respetiva terapéutica, num periodo
igual ou superior a 14 dias, dependente do contraste leiteiro disponibilizado. Desta forma, foi

possivel perceber se a cura clinica de infe¢éo por S. uberis foi atingida.
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5.4. Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados através do programa Excel do Microsoft
Office 365®, que apo6s construcdo de uma base de dados com a informacao recolhida,
permitiu o célculo de frequéncias relativas e absolutas, medianas, maximos e minimos, entre
outros. Associacdes estatisticas, como o teste exato de Fisher, foram testadas através do
IBM SPSS Statistics®.

Quando apropriado, varidveis continuas foram convertidas em variaveis categoricas.
Assim, os dias em leite foram divididos pelos vérios periodos de lactacdo, ou seja, inicio da
lactacdo — até 75 dias em leite (DEL) —, lactagcdo média — entre 76 e 225 dias em leite — e
final da lactacdo — acima de 225 dias em leite. Também, o numero de lactacdes foi
distribuido por duas categorias com vista a refletir a paridade do animal: primiparas, quando
0 animal apresentava apenas uma lactacdo, e multiparas, quando o numero de lactacdes
era igual ou superior a dois.

A cura clinica foi considerada atingida quando, no contraste disponibilizado
decorridos 14 dias apds o término do tratamento, a CCS do leite da vaca em causa se
encontrava inferior a 200 000 CS/ml, j& a falha terapéutica corresponde a CCS superiores a
200 000 CS/ml.

6. Resultados
6.1. Epidemiologia

Na tentativa de proceder a uma caraterizacdo epidemiolégica de S. uberis nas
exploracdes assistidas pela Proleite, foi calculada a propor¢édo de infe¢des causadas por
este agente, num total de 1291 amostras de leite avaliadas, relativas a vacas com sinais
clinicos de mamite ou com indicagcdo de CCS elevadas, no ano de 2019. Deste modo,
obteve-se um resultado de 5,8% de mamites por S. uberis (grafico 2A), sendo igualmente
observado que 10% dos isolados pertenciam ao género Streptococcus, 19,7% ao género
Staphylococcus e 7,1% ao género Lactococcus (grafico 2B). As amostras dadas como

contaminadas foram excluidas da analise.

Gréfico 2 - Prevaléncia dos varios agentes etiolégicos
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identificados em amostras de leite, relativas a vacas, assistidas pela Proleite, com sinais de
mamite no ano de 2019. (A): Proporcao dos agentes mais isolados. (B): Propor¢cao dos varios
grupos de agentes etiolégicos identificados.

Este registo foi também efetuado durante varios anos, desde 2016, permitindo
afirmar que ao longo do tempo a prevaléncia de S. uberis tem vindo a diminuir (grafico 3),
uma vez que os valores obtidos sdo de 8,5% no ano de 2016, 7,5% em 2017 e 5,9 e 5,8%
nos anos de 2018 e 2019, respetivamente.

Grafico 3 - Prevaléncia de mamites por S. uberis ao longo do tempo, diagnosticadas em
exploracdes assistidas pela Proleite.
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A todas as 75 amostras identificadas com S. uberis, foi realizado um teste de
sensibilidade a antimicrobianos. Dos isolados em estudo, podemos destacar que 10,5%
apresentaram resisténcia a cloxacilina, 10,3% a danofloxacina, 18,8% a enrofloxacina, 9,2%
a marbofloxacina e 50% a trimetropim-sulfametoxazol. Quanto a suscetibilidades, 91,5%
foram totalmente sensiveis a amoxicilina, 92% a cefquinoma, 95,6% a penetamato e 85,7%
a penicilina (grafico 4). Portanto, pode-se afirmar que trimetropim-sulfametoxazol foi o
antimicrobiano ao qual foram detetados mais isolados com resisténcia e penicilina o
antimicrobiano sem qualquer identificacdo de resisténcias. Por ordem decrescente de
sensibilidade, os antimicrobianos em estudo apresentam-se da seguinte forma: penetamato,
cefquinoma, amoxicilina, cefoperazona, penicilina e tilosina, cefalexina, ampicilina,
marbofloxacina, danofloxacina, cloxacilina, enrofloxacina e trimetropim-sulfametoxazol. Em
praticamente todos os casos identificados com S. uberis a percentagem de isolados
sensiveis foi superior as resisténcias encontradas. Porém, no caso de trimetropim-
sulfametoxazol o padrdo inverteu-se, apresentando este uma maior percentagem de

isolados resistentes do que sensiveis.

Grafico 4 - Padrdo de suscetibilidades dos isolados de S. uberis identificados em 2019, nas
exploracdes assistidas pela Proleite.
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Para o presente ensaio, foi possivel estudar um total de 22 animais diagnosticados
com IIM por S. uberis, provenientes de 15 exploracdes diferentes, sendo que uma das
exploracdes apresentou cinco casos, trés apresentaram dois casos e as restantes 11
demonstraram a existéncia de apenas um caso por exploracdo. Deste modo, nestes animais
foram analisados o periodo de lactacdo e a fase produtiva em que estas infeces
aconteceram. No que concerne a fase de lactacdo, foi possivel constatar que 45,5% das
vacas manifestaram mamite apos 225 dias em leite, 31,8% nos primeiros 75 dias de
lactagcéo e 22,7% entre os 75 e 225 dias em leite. Assim, pode-se afirmar que estas mamites

sédo mais frequentemente identificadas na ultima fase de lactag&o (gréafico 5).

Gréfico 5 - Distribuicdo dos animais com infe¢cdo por S. uberis por cada fase de lactacéo.
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A média de lactac¢des, nestes casos, foi de 3,1 (DP = 1,7) e, em termos percentuais,
86,4% das vacas identificados com infecdo eram multiparas (grafico 6A), ja que 31,8% das
vacas apresentaram mamite por S. uberis na segunda lactacdo, 22,7% na terceira, 13,6%
na quarta, 9,1% na quinta e 4,5% tanto na sexta, como na oitava lactag&o (grafico 6B). Os
restantes 13,6% correspondem a animais no inicio da fase produtiva, ou seja, apenas com
uma lactacgéo.

Grafico 6 - (A) Distribuicdo de vacas primiparas e multiparas identificadas com infecdo por S.
uberis. (B) Distribuicdo de animais com infec&o por S. uberis por cada fase produtiva.
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No que toca ao numero de quartos mamarios afetados, a maioria, 45,5% das
infecbes, ocorre apenas num s6 quarto do Ubere, seguindo-se a apresentacdo de infecédo
nos quatro quartos mamarios, em 31,8% dos casos. A presenca de mamite em dois quartos
mamarios e trés, foi encontrada, respetivamente, em 13,6% e 9,1% dos casos (grafico 7).

31



Grafico 7 - Distribuic&o dos casos estudados por niumero de quartos mamarios afetados.

Numero de Quartos Mamarios Afetados

[VALOR]%

[VALOR]% 2
=3

[VALOR]%

[VALOR]%

Aquando do diagnéstico de cada caso estudado, foram registadas as CCS da
amostra composta de leite de cada animal com mamite por S. uberis, permitindo, entdo,
afirmar que o valor minimo encontrado foi 237 000 CS/ml e o valor maximo 12 513 000
CS/ml. E, também, possivel constatar que a mediana e a média foram 1 339 500 CS/ml e
3 276 000 CS/ml, respetivamente, e que 50% dos valores se encontravam entre 413 000 e
5822 500 CS/ml (grafico 8). Porém, este diagrama de extremos e quartis demonstra uma
assimetria positiva, denotando, entdo, que valores de CCS superiores a mediana se

apresentam mais dispersos.
Gréfico 8 - Andlise das CCS aquando do diagndstico de mamite por S. uberis.
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Assumindo que todos os meses anteriores ao diagnostico de mamite por S. uberis
com CCS superiores a 200 000 CS/ml se deviam a este mesmo agente, foi possivel analisar
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a duracdo desta IIM. Assim, correspondendo zero a presenca de valores superiores a
200 000 CS/ml apenas ao diagnéstico, observou-se que 31,8% das infe¢cdes durariam ja ha
guatro meses, 4,5% ha trés meses, 13,6% tanto hA um como ha dois meses e 36,4%
apenas se iniciaram aquando do diagnostico (grafico 9). Foi entdo possivel afirmar que a
maioria dos casos diagnosticados corresponde a infegbes com uma duracdo prolongada
(63,5%).

Grafico 9 - Distribuicdo dos casos diagnosticados com S. uberis consoante a duragdo de
infecdo (zero corresponde a presenca de valores superiores a 200 000 CS/ml apenas ao
diagnéstico).
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Nesta perspetiva de analisar o historial destes animais com infecdo, foram
analisadas as informacdes sobre as CCS nos meses anteriores ao seu diagnostico.
Portanto, foi possivel aferir que as CCS, tanto na mediana, como na dispersdo dos dados e
nos valores maximos, sofreram aumentos minimos ao longo do quarto, terceiro e segundo
meses anteriores ao episédio clinico, porém no més imediatamente anterior 0 aumento tera
sido mais significativo, e aquando do diagnéstico verificou-se um incremento abrupto. Assim,
foram obtidas as seguintes medianas, no decorrer do tempo: no quarto més anterior a
infecdo, 121 500 CS/ml; no terceiro més anterior, 132 500 CS/ml; no segundo més anterior,
139 500 CS/ml; no més anterior, 388 000 CS/ml; e aquando do diagnéstico, 1 339 500
CS/ml (tabela 2). E, também, de notar que existem varios outliers nos meses anteriores a
detecdo de infecdo, e ainda, que todos 0s meses apresentam uma assimetria positiva,
assim como os valores ao diagnostico, indicando que os valores superiores a mediana se

encontram com uma dispersédo mais acentuada (gréafico 10).

Tabela 2 - Valores das CCS encontrados nos meses anteriores ao diagndstico de mamite por
S. uberis.

CCS (x 10° CS/ml) |
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Mesesinir;tgearcl)ores a Mediana 50% dos valores Minimo Méximo
1 388 139,75-1410 22 3219
2 139,5 139,5-1 410 16 1566
3 132,5 61,5-797,75 8 1342
4 121,5 67,5 -561 16 1226

Gréfico 10 - Comparacao dos valores das CCS no leite nos meses anteriores ao diagnostico de
mamite por S. uberis.
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6.2. Terapéutica
No que diz respeito ao estudo de eficacia das terapéuticas aplicadas, foram
calculadas as frequéncias absolutas e relativas (FA e FR) tanto da cura clinica, como da
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falha terapéutica, ou seja, das vacas que apresentavam CCS inferiores ou superiores a 200
000 CS/ml, no contraste disponibilizado decorridos 14 dias apés o término do tratamento.
Assim, foi possivel verificar que, nas terapias a base de benzilpenicilina procainica
intramamaria, de duragdo de sete dias, cinco dias e cinco dias juntamente com
administracdo intramuscular de ampicilina, as percentagens de cura clinica foram,
respetivamente, 54,5%, 25% e 57,1% (grafico 11). Na totalidade, das 22 vacas com infegao
por S. uberis submetidas a tratamento, 50% (n=11) apresentaram uma cura clinica, e as

restantes 50% (n=11) acabaram por demonstrar uma falha terapéutica.

Gréafico 11 - Frequéncias relativas de cura clinica nos varios protocolos terapéuticos em
estudo.
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Através de um teste exato de Fisher, verificou-se que néo existe evidéncia estatistica
para afirmar que h&4 uma associacdo entre a cura clinica obtida e o protocolo terapéutico
utilizado, uma vez que, dado um valor de a = 0,05, a hipétese nula ndo pode ser rejeitada,

pois o valor obtido (1,236) resulta em p > 0,05 (p = 0,725), segundo demonstra a tabela 3 e

0 anexo 3.

Tabela 3 - Resultado do teste exato de Fisher para associacédo da cura clinica com os
diferentes protocolos terapéuticos utilizados.

Valor gl Significancia Assintoética (Bilateral) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 1,234% 2 ,540 , 7125
Razé&o de verossimilhanca 1,281 2 527 , 7125
Teste Exato de Fisher 1,236 ---- , 7125
N de Casos Vélidos 22 el e B
a. 4 células (66,7%) esperavam uma contagem menor gue 5. A contagem minima esperada é 2,00.

As CCS do leite dos animais apés cada terapéutica, registadas através do contraste

disponibilizado decorridos os 14 dias apds o término do tratamento, demonstram uma

dispersdo semelhante nos tratamentos com duracdo de cinco dias, tanto IMM como com
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associacao de ampicilina IM, ja na terapia de sete dias a dispersao foi muito inferior. As
medianas obtidas no tratamento de sete dias e na terapia de cinco dias juntamente com
administracdo IM foram, também, muito préximas. Assim, no tratamento com duracdo de
sete dias, as CCS apresentam um valor minimo de 44 000 CS/ml e um maximo de 557 000
CS/ml. Ja a mediana encontrada € 197 000 CS/ml e a média 438 272 CS/ml. Na terapéutica
IMM de cinco dias juntamente com administracdo IM é possivel constatar um minimo de 56
000 CS/ml, um méaximo de 3 663 000 CS/ml, uma mediana de 192 000 CS/ml e uma média
de 2161 570 CS/ml. Finalmente, na terapia apenas IMM com duracdo de cinco dias
encontram-se valores de CCS com uma média de 1 340 500 CS/ml, uma mediana de 442
000 CS/ml, um minimo de 32 000 CS/ml e ainda um méaximo de 4 446 000 CS/ml. Em todos
0s protocolos terapéuticos é possivel afirmar que existe uma assimetria positiva, indicando

gque os valores com mais disperséo se apresentam acima do valor da mediana (grafico 12).

Grafico 12 - Anélise das CCS ap04s cada protocolo terapéutico utilizado.
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Numa comparacao entre as CCS obtidas ao diagnostico e apés cada terapéutica, é
possivel afirmar que em todos os protocolos se verificou uma descida nos valores de CCS,
verificando-se que no tratamento de benzilpenicilina intramamaria com duracgéo de sete dias,

a mediana sofreu uma diferenca de 1 048 000 CS/ml; na mesma terapéutica com uma
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duracdo de cinco dias, a diferenca foi de 246 000 CS/ml; e na terapia com adicdo de
ampicilina intramuscular, a diferenga na mediana foi de 5 544 000 CS/ml. Logo, no protocolo
com a combinacdo de benzilpenicilina IMM e ampicilina IM foi notéria uma diminuigdo nos
valores das CCS ap0s tratamento muito superior & dos restantes protocolos terapéuticos.
Também é possivel constatar esta diferenca significativa nas CCS do leite das vacas ao
diagndstico e apos a terapéutica, ndo sé neste protocolo como no de duragdo de sete dias,
ja que a mediana apés tratamento é inferior ao valor minimo aquando do diagndstico
(281 000 CS/ml e 273 000 CS/ml, respetivamente). Quanto ao tratamento com duracao de
cinco dias apenas IMM, a diferenca nos valores encontrados ao diagndstico e apés a
terapéutica ndo é tdo significativa, contudo a diminuicdo na dispersdo dos valores apés

terapéutica permite afirmar que esta diminuicéo existe (gréafico 13).

Grafico 13 - Comparacéo entre as CCS aquando do diagndstico e apds terapéutica, nos varios
protocolos em estudo.
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Através dos dados recolhidos em relacdo ao nimero de lactac6es de cada animal, foi
percetivel que as vacas primiparas alcangaram uma taxa de cura de 100%, enquanto que
das multiparas apenas 42,1% atingiram a cura clinica (gréfico 14). Verificou-se, ainda,
segundo o teste exato de Fisher (a = 0,05), que ndo houve evidéncia estatistica para afirmar
gue existe uma associacao entre a resposta a terapéutica e a paridade do animal, uma vez

que o resultado obtido foi 4,635, implicando um p = 0,214 (p > 0,05) (tabela 4 e anexo 3).
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Grafico 14 - Taxa de cura clinica em relagdo a paridade do animal.
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Tabela 4 - Resultado do teste exato de Fisher para associagdo da cura clinica com a paridade
do animal.

Valor gl Significancia Assintdtica (Bilateral) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson | 3,474% 1 ,062 214
Razao de verossimilhanca 1,544 1 214 214
Teste Exato de Fisher 4,635 214
N de Casos Validos 22 el e

a. 2 células (50,0%) esperavam uma contagem menor gue 5. A contagem minima esperada é 1,50.

Relativamente a relacdo entre a cura clinica obtida e a possivel duragéo de infegao,
observou-se que nas mamites iniciadas aquando do diagnéstico 75% dos casos atingiram a
cura, ao contrario das infegcbes com duracdes de um e quatro meses que apenas obtiveram
33,3% e 42,9% de casos curados, respetivamente. Nas mamites com duracdo de trés
meses a cura clinica foi total, enquanto que em infe¢cdes com dois meses a mesma foi nula
(grafico 15A). Em suma, as infe¢des com CCS superiores a 200 000 CS/ml nos meses
anteriores ao diagnostico, ou seja, [IM prolongadas, apresentaram uma taxa de cura mais
baixa, 35,7%. J& as infe¢bes que se iniciaram aquando do diagnostico obtiveram uma taxa

de cura clinica de 75% (gréafico 15B).
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Gréfico 15 - Taxa de cura clinica em relagdo a duracédo da infegdo.
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Segundo o Teste exato de Fisher, ndo existiu qualquer evidéncia estatistica para
afirmar que hd uma associacdo entre a resposta a terapéutica e a duragéo da infe¢do, uma

vez que o resultado obtido foi 6,023, implicando um p = 0,173 (p > 0,05; tabela 5 e anexo 3).

Tabela 5 - Resultado do teste exato de Fisher para associagao entre a resposta terapéutica e a
duracéo dainfegdo.

Valor gl Significancia Assintética (Bilateral) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson | 6,476% 4 ,166 173
Razao de verossimilhanca 8,121 4 ,087 173
Teste Exato de Fisher 6,023 173
N de Casos Validos 22 el e

a. 10 células (100,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada é ,50.

A fase de lactacdo de cada animal com mamite por S. uberis foi, igualmente,
estudada, permitindo afirmar que a cura clinica foi atingida por 28,6% dos animais que
estavam entre 0 e 75 dias em leite, por 60% dos animais entre 76 e 225 dias de lactacéo e,
também, por 60% dos animais com mais de 225 dias em leite (grafico 16).

Grafico 16 - Taxa de cura clinica em cada fase de lactagao.
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Verificou-se, ainda, segundo o teste exato de Fisher (a = 0,05), que n&o houve
evidéncia estatistica para afirmar que existe uma associacao entre a resposta a terapéutica
e a fase de lactacdo do animal, uma vez que o resultado obtido foi 1,875, implicando um p =
0,542 (p > 0,05) (tabela 6 e anexo 3).

Tabela 6 - Resultado do teste exato de Fisher para associacdo da cura clinica com as
diferentes fases de lactacdo do animal.

Valor o] Significancia Assintética (Bilateral) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson | 1,886% 2 ,390 ,542
Raz&o de verossimilhanca 1,932 2 ,381 ,542
Teste Exato de Fisher 1,875 ,542
N de Casos Vélidos 22 el e B s
a. 4 células (66,7%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada € 2,50.

Por fim, com vista a obter um panorama geral da evolug¢éo da infecdo por S. uberis,
desde os 4 meses anteriores a mamite até ao fim do tratamento, foi elaborado um diagrama
de extremos e quartis (grafico 17). Assim, € possivel constatar que, na totalidade, apos a
terapéutica verificou-se uma diminuicdo significativa das CCS, sendo a mediana ainda
menor que a encontrada no més anterior ao diagnostico da mamite (204 500 CS/ml <
388 000 CS/ml). Também se observa a existéncia de uma assimetria positiva apés
terapéutica, bem como uma grande diminuigdo no valor maximo e na dispersao dos valores
em relacdo aos verificados no més anterior ao diagnastico.

Grafico 17 - Comparacao dos valores das CCS no leite ao longo de toda a evolugdo da mamite
por S. uberis e posterior terapéutica.
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Uma vez que o periodo para averiguacao da resposta terapéutica aos protocolos em
estudo foi bastante variavel, por estar dependente do contraste leiteiro disponibilizado,
procedeu-se a andlise da influéncia deste tempo nos resultados obtidos. Deste modo,
observou-se que quando os resultados foram avaliados com menos de 7 dias de atraso, em
relacdo aos 14 dias apoés o término do tratamento, a cura clinica foi atingida por 83,3% dos
casos de mamite por S. uberis; quando este atraso estava entre 0s 7 e 0s 14 dias a cura
clinica obtida foi de 40%; no periodo de atraso entre 15 e 21 dias a taxa foi de 75% e
gquando a avaliacdo foi feita com mais de 21 dias de atraso, apenas 14,3% dos casos

atingiram a cura clinica (grafico 18).

Gréafico 18 - Taxa de cura clinica obtida consoante o tempo de atraso na analise dos
resultados.
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Segundo o Teste exato de Fisher, ndo foi possivel obter evidéncia estatistica para
afirmar que existe uma associagdo entre a resposta a terapéutica e o tempo decorrido entre
0s 14 dias apo0s o término da terapéutica e o contraste contabilizado para andlise da
resposta ao tratamento, uma vez que o resultado obtido foi 7,083, implicando um p = 0,062
(p > 0,05; tabela 7 e anexo 3).

Tabela 7 - Resultado do teste exato de Fisher para associagcao entre a resposta a terapéutica e
0 tempo de atraso na avaliacdo dos resultados.

Valor gl Significancia Assintoética (Bilateral) | Sig exata (2 lados)
Qui-quadrado de Pearson 7,438% 3 ,059 ,057
Raz&o de verossimilhanca 8,121 3 ,044 ,093
Teste Exato de Fisher 7,083 — ,062
N de Casos Validos 22 el T e I T
a. 8 células (100,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada é 2,00.
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Quanto a influéncia deste periodo de atraso nos valores de CCS obtidos apos o
tratamento, foi possivel aferir que quando o tempo de atraso foi inferior a 7 dias a mediana
destes valores foi de 185 500 CS/ml, enquanto que no intervalo de 7 a 14 dias esta foi de
449 000 CS/ml, no de 15 a 21 dias foi de 164 500 CS/ml e, por fim, no intervalo com tempo
de atraso superior a 21 dias a mediana foi de 489 000 CS/ml (tabela 8). Na avaliacdo da
resposta terapéutica com periodos de atraso inferiores a 7 dias pode verificar-se uma
dispersdo minima de valores, enquanto que nos periodos mais longos estes valores estéo
mais dispersos, com especial atencdo para o periodo de atraso de 15 a 21 dias que
apresenta uma assimetria positiva acentuada, demonstrando que os valores superiores a

mediana estdo bastante dispersos (grafico).

Tabela 8 - Valores das CCS encontrados ap0s a terapéutica consoante os diferentes tempos de
atraso de andlise dos resultados.

CCS (x 10° CS/ml)
Periodo de Mediana 50% dos valores Minimo Maximo
Atraso
< 7 dias 185,5 50 — 228 32 321
7 - 14 dias 449 144 — 2 501,5 136 4 446
15 - 21 dias 164,5 115,25 -7 979,25 108 10 575
> 21 dias 489 212 -2099 44 3663

Grafico 19 - Comparacao dos valores das CCS encontradas apds a terapéutica consoante os
diferentes tempos de atraso de anélise dos resultados.
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7. Discussao
7.1. Epidemiologia

O setor leiteiro tem-se defrontado com grandes adversidades, sendo fundamental
maximizar os lucros obtidos pela produc¢éo e, portanto, ter em vista o controlo e a diminuicédo
no nimero de mamites, uma vez que estas sdo um dos grandes responsaveis por elevados
prejuizos. Assim, a caraterizacdo de IIM por S. uberis € muito importante para o
desenvolvimento de estratégias que visem a reducdo da sua prevaléncia em exploractes
leiteiras.

No estudo efetuado, de entre as analises processadas no laboratério da Proleite, S.
uberis apresentou uma prevaléncia de 5,8%, revelando ser a segunda bactéria mais
identificada, como é visivel no grafico 2A. Também em Portugal, na zona Ribatejo-Oeste,
Bexiga et al. (2005) encontrou uma prevaléncia de 7,4% de mamites por S. uberis, enquanto
que em Inglaterra e no Pais de Gales o valor obtido por Bradley et al. (2007) foi de 23,5%;
na Finlandia, segundo Heikkila et al. (2018), esta prevaléncia foi de 8,4%; na Nova Zelandia
foi de 11,7% (McDougall et al. 2004); e no Canada de 6,3% (Riekerink et al. 2008). Deste
modo, € possivel afirmar que S. uberis, nesta regido centro litoral portuguesa, se encontra
numa prevaléncia mais proxima da do Canada, contudo, de uma forma geral, apresenta um
valor inferior ao relatado noutros estudos (tabela 9). Uma possivel justificacdo para estes
resultados podera ser o facto deste agente etioldgico ser mais prevalente em sistemas a
base de pastagem, como na Nova Zelandia, enquanto que em Portugal continental, em
grande parte dos sistemas de producéo, os animais tém pouco acesso a pastagem (Douglas
et al. 2000; Rato et al. 2008). A variacdo nas taxas de prevaléncia podera, também, dever-
se a diferentes métodos de recolha de amostras, a variabilidade dos efetivos, aos processos
de diagnostico e a diversas técnicas de isolamento e caraterizagdo do agente. Neste caso, 0
facto de as amostras serem baseadas no envio voluntario de cada produtor podera
influenciar o resultado obtido, uma vez que apenas 0s produtores inseridos em programas
de qualidade de leite ou com sensibilidade para a importancia da identificacdo do agente
etiolégico de mamites terdo enviado amostras para analise, podendo entdo a taxa de
prevaléncia de S. uberis na zona estudada ser mais elevada.

Ao longo dos anos, a prevaléncia de S. uberis demonstrou-se decrescente no que
toca as amostras analisadas no laboratorio da Proleite, passando de 8,5%, em 2016 para
5,8% no ano de 2019. Possivelmente, este decréscimo refletird a atencéo crescente que
este agente suscitou, assim como todos os esforcos desenvolvidos no ambito da qualidade
do leite e no tratamento e refugo destes animais quando apropriado. Porém, podera ser um
decréscimo ficticio, ja que muitos dos produtores, ao ter conhecimento de que este agente

esta presente na sua exploracdao, poderdo ndo enviar amostras de leite de vacas com
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mamite para identificacdo microbiolégica, diminuindo assim a prevaléncia ao longo do
tempo.

Tabela 9 - Comparacao das prevaléncias de S. uberis em vacas diagnosticadas com mamite,
em diferentes estudos e paises.

Pais Prevaléncia
(Bexiga et al. 2005) Portugal (Ribatejo-Oeste) 7,4%
(Bradley et al. 2007) Inglaterra e Pais de Gales 23,5%
(Heikkil& et al. 2018) Finlandia 8,4%
(McDougall et al. 2004) Nova Zelandia 11.7%
(Riekerink et al. 2008) Canada 6,3%
Resultado obtido Portugal (Centro Litoral) 5,8%

Quanto as resisténcias aos agentes antimicrobianos, trimetropim-sulfametoxazol foi o
farmaco a que os isolados de S. uberis identificados apresentaram maior percentagem de
resisténcias, seguindo-se enrofloxacina, cloxacilina, danofloxacina e marbofloxacina.
Segundo McDougall et al. (2014), também trimetropim-sulfametoxazol é o antimicrobiano
que apresenta maior percentagem de resisténcias (12,6%), porém numa proporcao inferior a
encontrada neste estudo (50%). Uma possivel explicagdo para o valor significativo de
resisténcias encontrado para este principio ativo podera ser a sua elevada utilizacdo em
protocolos terapéuticos, maioritariamente para patologias gastrointestinais (Rocha et al.
2014). As elevadas taxas de resisténcia encontradas em relagdo a enrofloxacina,
danofloxacina e marbofloxacina poderdo ser justificadas pela presenca de resisténcias
intrinsecas a quinolonas por parte dos isolados do género Streptococcus, referidas por
Boireau et al. (2018). Dos antimicrobianos utilizados nos testes de sensibilidade a
antibiéticos, varios pertencem a classe das penicilinas, como 0 penetamato — um pré-
farmaco a partir do qual a benzilpenicilina € libertada por hidrélise —, ampicilina e penicilina.
Deste modo, podera ser possivel afirmar que a sensibilidade encontrada quanto as
penicilinas comprovou que estas poderdo ser um bom principio ativo no combate ao S.
uberis, tendo sido observado apenas 1,5% de amostras com resisténcia a penetamato, 5,7%
a ampicilina e nenhuma com resisténcia a penicilina. McDougall et al. (2014) obteve
resultados semelhantes, demonstrando que 99% dos isolados de S. uberis apresentavam
suscetibilidade a penicilina e que todos eram suscetiveis a ampicilina, assim como Pitkala et
al. (2008), que revelou taxas de resisténcia de 0% a penicilina (tabela 10). J& Thomas et al.
(2015) demonstra que alguns isolados de S. uberis (29,8%) possuem uma suscetibilidade
intermédia a penicilina, o que esta em concordancia com os resultados obtidos que
demonstram, igualmente, alguns isolados nesta condigéo (14,3%). Rocha et al. (2014), num
estudo efetuado em Portugal corrobora também tudo isto, j& que além de verificar que para
0 género Streptococcus o0s niveis de resisténcia a grande parte dos [B-lactdmicos s&o

inferiores a 1%, demonstra também que existem taxas elevadas de resisténcia a cloxacilina
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(22,1%), possivelmente por este (-lactamico ser bastante utilizado em Portugal como terapia
em |IM tanto durante a lactagdo, como no periodo seco.

Tabela 10 - Comparacao das percentagens de resisténcia aos antimicrobianos da classe das
penicilinas, apresentadas por S. uberis em varios estudos.

Resisténcias | Pitkala et al. | McDougall et | Rochaet | Thomas et Resultado
encontradas 2008 al. 2014 al. 2014 al. 2015 obtido
Ampicilina | = -------—--- 0% - 57%
Penetamato | - | mmmmmeeeee- - 1,5%
Penicilina 0% 1,0% 0,4% 0% 0%

No que concerne a fase de lactacdo em que as mamites por S. uberis ocorrem, 0s
resultados obtidos — a maior prevaléncia de infecdo em animais com mais de 225 dias em
leite e, seguidamente, nos primeiros 75 dias de lactacdo —, correspondem aos estudos
anteriormente publicados. Como descrito por Jayarao et al. (1999) e Khan et al. (2003),
estas infe¢cdes sdo, frequentemente, encontradas no periodo que antecede a secagem ou
no periparto. As mamites diagnosticadas numa fase de lactacdo inicial sdo, usualmente
(56% dos casos clinicos por S. uberis, segundo Wilkinson (2003)), consequéncia de
infecbes adquiridas durante o periodo seco, exibindo sinais clinicos apenas na lactagéo
seguinte (Kromker et al. 2014). Este padrdo é visivel nos resultados obtidos, uma vez que
77,3% dos casos foram diagnosticados tanto em periodos imediatamente anteriores, como
imediatamente posteriores a secagem. Uma possivel explicacdo para estes resultados é o
facto de S. uberis possuir, aguando do periodo seco, uma capacidade superior de
penetracao no ducto mamario, ja que existe uma maior suscetibilidade por parte da glandula
mamaria (Leigh 1999). Também a interacdo deste agente com as lactoferrinas, presentes
nesta fase de lactacdo, propicia o seu desenvolvimento e permite uma resisténcia aos
mecanismos de defesa inatos (Fang e Oliver 1999; Santos et al. 2007; Patel et al. 2009;
Almeida et al. 2015).

A paridade dos animais infetados por S. uberis neste estudo, apresenta uma média
superior a trés lactagbes, sendo demonstrado que 86,4% das vacas sdo multiparas. Em
concordancia com Jayarao et al. (1999) e Zadoks et al. (2001), indica, entdo, que animais
com uma paridade avangcada sdo mais suscetiveis a este tipo de IIM, j& que segundo
Samson et al. (2016), com o envelhecimento ocorre uma redugdo da eficacia da resposta
imunitaria. Quanto ao numero de quartos mamarios afetados, grande parte dos casos,
apresentaram infecdo num sé quarto (45,5%) ou nos quatro quartos mamarios (31,8%).
Segundo Zadoks, Allore, Barkema, Sampimon, Gréhn, et al. (2001), as proporc¢des de novas
[IM resultantes de infe¢cBes cruzadas entre quartos mamarios sdo pequenas em relacdo a
novas |IM resultantes de transmisséo vaca a vaca. Todavia, verificou-se que num nimero

significativo de casos 0s quatro quartos mamarios foram afetados, podendo indicar que
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existe alguma transmisséo entre tetos. No entanto, este estudo ndo permite averiguar quais
as vias de transmissao de cada IIM, n&o ficando clara a assercéo feita anteriormente.

Numa andlise aos registos obtidos referentes as CCS do leite dos animais aquando
do diagndstico de mamite por S. uberis, foi possivel constatar que os valores sdo bastante
elevados, tal como afirmado por Smith (2015), encontrando-se 50% num intervalo entre
413 000 e 5 822 500 CS/ml. Este facto podera dever-se a grande capacidade deste agente
etioldgico para danificar o epitélio mamario, a grande inflamacéo que é capaz de gerar e a
utilizacdo do leite para promover a sua multiplicacdo (Woolford et al. 1998). Também a
resposta imunitaria ineficiente, ou seja, a falta de capacidade dos neutréfilos para prevenir a
multiplicacdo bacteriana, resultam em valores elevados de CS no leite (Smith 2015).
Segundo Djabri et al. (2002), o intervalo de valores encontrado nestes casos é de 851 000 a
1 085000 CS/ml, estando este compreendido no intervalo obtido neste estudo que
apresenta CCS com um minimo de 237 000 CS/ml e um maximo de 12 513 000 CS/ml. Ja a
média apresentada por Djabri et al. (2002) é de 2 065 000 CS/ml, demonstrando que a
média obtida (3 276 000 CS/ml) se apresenta um pouco acima. A alta disperséo de valores
encontrada podera ser justificada pela influéncia de varios fatores que afetam, também, a
variacdo das CS encontradas no leite destes animais, como a raga, paridade e fase de
lactac@o do animal, os métodos de recolha e armazenamento das amostras, a época do ano
e os fatores ambientais e de maneio (Djabri et al. 2002; De Haas et al. 2002; Bradley and
Green 2005; Sharif and Muhammad 2008). A presenca de valores mais baixos podera
dever-se a possiveis tratamentos aplicados que ndo foram bem-sucedidos, mas que
poderdo ter contribuido para uma diminuicdo das células somaticas no leite.

Através do historial das CCS no leite dos animais em estudo, foi possivel verificar
uma tendéncia crescente desde o quarto més anterior a infecdo até ao segundo, porém no
més imediatamente anterior, este aumento demonstrou-se um pouco mais significativo e
aguando do diagndstico verificou-se um incremento notério. De Haas et al. (2002), num
estudo sobre a variagdo da CCS ao longo de uma lactagdo com mamite clinica, comprovou
gque em infecdes por S. uberis existe um aumento continuo nos dias anteriores a
manifestacdo de mamite, no entanto este aumento ndo € equivalente ao estudado, uma vez
gue apenas foram analisadas alteracdes a nivel mensal e ndo diariamente, como De Haas
et al. (2002). A presenca de valores superiores a 200 000 CS/ml consistentemente nos
varios meses anteriores a |IM, assim como a existéncia de varios outliers nos mesmos,
podera sugerir que algumas das mamites diagnosticadas, ja estariam presentes sob a forma
de mamite subclinica, corroborando a ideia de que S. uberis induz uma infecéo prolongada e
persistente (Milne et al. 2005; Heikkila et al. 2018). A sua persisténcia no Ubere, que justifica
a presenca de uma infecao crénica e recorrente, deve-se a sua capacidade para resistir a

fagocitose, tanto através da formacao de capsulas de acido hialurénico como de biofilme, e
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a sua aptidao para proceder a internalizagdo nos leucécitos — pela presenga das proteinas
PauA e PauB e formacédo de hialuronidase livre (Khan et al. 2003; Segura and Gottschalk
2004; Kromker et al. 2014; Gomes et al. 2016; Wente et al. 2019).

Através da analise dos meses anteriores com CCS elevadas em cada caso
diagnosticado, foi possivel aferir que grande parte das mamites identificadas com S. uberis
(63,5%) poderéao corresponder a infecbes com uma duragéo prolongada. Assim, confirma-se
que os fatores de viruléncia jA mencionados e as capacidades do agente etiolégico dai
resultantes permitem o estabelecimento de infecBes crénicas da glandula mamaria. Estes
resultados estdo de acordo com o descrito por Kromker et al. (2014) que demonstra que
tanto podem existir infecdes por S. uberis com duracfes relativamente pequenas, como

infecdes por periodos longos, desde dois a 20 meses.

7.2. Protocolos Terapéuticos

S. uberis é um agente etiol6gico de mamites que, devido a sua epidemiologia e a
todos os fatores de viruléncia que dispde, demonstra ser um grande motivo de frustracdo
nas exploracdes leiteiras. Muitas das medidas classicas de controlo de mamites revelam-se
ineficazes contra este agente e existe uma grande dificuldade no seu processo de cura
(Douglas et al. 2000; Bradley 2002; Wente et al. 2019).

E nesta linha que se insere a pesquisa efetuada com varios protocolos terapéuticos a
base de benzilpenicilina procainica IMM, com vista a averiguar protocolos que possam ser
eficazes e rentaveis para o produtor. Dai a necessidade de incluir um protocolo com duragéo
normal (cinco dias), para que seja possivel associar a taxa de cura clinica a um menor custo
para o produtor, tanto no tratamento como na rejei¢cdo do leite afetado. Para determinacéo
da cura clinica foi escolhido um limiar de 200 000 CS/ml, em amostras de leite compostas
ao nivel da vaca, uma vez que este valor garante uma boa combinacgédo entre sensibilidade e
especificidade (Bradley e Green 2005).

Os resultados obtidos indicam que a terapia com duragéo de cinco dias associada a
ampicilina IM apresentou uma taxa de cura mais elevada (57,1%) que os protocolos
alternativos. Neste protocolo, a associacdo da administragdo IM visa uma maior penetragédo
no parénquima mamario (Pydrala 2009), tendo sido aplicado com o intuito de proporcionar
uma maior taxa de cura, uma vez que o agente procede a colonizagdo do mesmo. Todavia,
os resultados obtidos ndo demonstraram grande vantagem com esta associacao, ja que a
taxa de cura clinica verificada foi semelhante a da terapia apenas IMM com duracao de sete
dias (54,5%). Estudos que visam a comparacdo da aplicacdo de terapéutica local com
sistémica para S. uberis indicam que ndo existe realmente uma diferenca significativa,
guanto a taxa de cura obtida, entre ambos os tipos de terapia (Hillerton e Kliem 2002;
Sérieys et al. 2005; Sandgren et al. 2008; Kalmus et al. 2014).
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A taxa obtida com a terapéutica de sete dias vai, entdo, de encontro ao que esta
descrito em relagédo a S. uberis, como Pyorald (2009) que sugere tratamentos prolongados;
Hillerton e Kliem (2002) que demonstram que uma terapéutica IMM de penetamato (proé-
farmaco que liberta benzilpenicilina por hidrélise) com estreptomicina, num periodo de seis
dias, obtém resultados de 100% de cura clinica e Constable et al. (2017) que sugere
igualmente tratamentos prolongados, de cinco a oito dias, com utilizagdo de penetamato
IMM, a cada 24 horas. Também o facto da benzilpenicilina procainica ser um antibiético de
acao prolongada e, portanto, tempo-dependente, podera ser uma vantagem neste protocolo,
pois permite uma acao inibitéria com maior eficiéncia quando utilizada por longos periodos.
A baixa taxa de cura clinica encontrada na terapia IMM com duracdo de apenas cinco dias
(25%) corrobora também a necessidade de um tratamento mais prolongado. Deste modo,
na terapéutica combinada, talvez um prolongamento do protocolo para sete ou oito dias seja
o ideal para atingir uma taxa de cura clinica mais elevada. Contudo, a definicdo de cura
utilizada neste estudo podera ter demonstrado uma vantagem quanto a este protocolo, uma
vez que foi aferida ao nivel da vaca, e no caso de existir uma mamite noutro quarto mamario
por outro agente etiolégico esta permitiria uma reducao das CCS em todos os quartos.

Apesar de tudo, o teste exato de Fisher aplicado para verificacdo de uma possivel
associacdo entre a cura clinica atingida e o protocolo terapéutico utilizado nao permitiu
identificar qualquer evidéncia estatistica. Na totalidade dos casos em estudo, a taxa de falha
terapéutica foi de 50%, uma percentagem um pouco elevada, em comparagdo com outros
estudos, como Hillerton e Kliem (2002) que obtiveram 0% de falha terapéutica e Kalmus et
al. (2014) que com uma terapéutica a base de benzilpenicilina, durante cinco dias, tanto IM
como IMM, atingiu taxas de falha terapéutica de 15% e 31,2%, respetivamente. Esta
desigualdade encontrada podera dever-se as diferentes definicbes de cura clinica
estipuladas por cada estudo. Porém, as taxas de cura serdo influenciadas pela presenca de
inUmeros fatores de viruléncia por parte deste agente que permitem uma evasao aos
procedimentos antimicrobianos, tais como, a formacdo de capsulas de &cido hialurénico
(Segura and Gottschalk 2004) e de biofilme (Varhimo et al. 2011; Gomes et al. 2016).
Também a presenca deste agente nos vasos linfaticos e linfonodos, assim como a formacgéo
de fibrose durante estas mamites, poderdo contribuir para a fraca resposta ao tratamento
(Samson et al. 2016). Além disso, o facto da benzilpenicilina procainica apresentar apenas
uma difusdo moderada pelo tecido mamario, quando aplicada intracisternamente (Divers e
Peek 2008; Constable et al. 2017), e de apenas atingir concentracdes intracelulares
moderadas (Plumb 2011; Riviere e Papich 2018) podera ter limitado, também, as taxas de
cura clinica atingidas nestas mamites por S. uberis.

O método escolhido para analisar a resposta aos protocolos aplicados foi a CCS, 14

dias apos o término da terapéutica, uma vez que a IIM tem sido reconhecida como o
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principal fator influenciador do nimero de CS no leite (Milne et al. 2005). Assim, através de
um registo das CS aquando do diagnostico e apds a terapéutica foi possivel visualizar as
alteracdes resultantes de cada protocolo. Na terapia de benzilpenicilina procainica IMM com
duracdo de sete dias foi possivel constatar uma diminui¢cdo significativa, pois a mediana
registada apds tratamento (197 000 CS/ml) é inferior ao valor minimo obtido aquando do
diagnostico (273 000 CS/ml), assim como no protocolo a base de terapia combinada, o que
coincide com o facto de estes terem sido os protocolos com maior taxa de cura clinica.
Porém, é visivel que os valores de CCS aquando do diagnéstico das vacas submetidas a
estes dois protocolos sdo bastante diferentes, na terapia com associacdo de ampicilina IM
estes valores sdo mais elevados e dispersos, enquanto que no tratamento com duracao de
sete dias, os valores sdo mais baixos. Portanto, é possivel constatar que os resultados
apresentados estdo em concordancia com Deluyker et al. (2005), que demonstra que nao ha
evidéncia de que os valores de CCS aquando do diagndstico determinem a taxa de falha
terapéutica, ja que ambos os protocolos atingiram taxas semelhantes.

Outros fatores que podem estar implicados na taxa de cura clinica sdo a paridade e a
raca do animal (Sandgren et al. 2008). No que diz respeito a paridade, foi percetivel que
vacas multiparas tém uma maior taxa de falha terapéutica (57,9%), estando de acordo com
Deluyker et al. (2005), Sandgren et al. (2008) e Samson et al. (2016) que verificam menores
taxas de cura em vacas com maior numero de lactagées. Segundo Samson et al. (2016), as
possiveis razdes para que este seja um fator limitante, apesar de ndo comprovadas, séo o
aumento do volume do Ubere com a idade, o que levaria a uma menor dose de antibidtico
por volume de tecido mamario, e a deterioracdo natural do sistema imunitario, promovida
pelo envelhecimento. Contudo, os resultados obtidos ndo demonstram qualquer evidéncia
estatistica de que existe uma associacdo entre a resposta terapéutica e o numero de
lactagBes do animal. A duracdo de infecdo €, igualmente, um fator que interfere com a taxa
de cura clinica obtida, tendo sido demonstrado que IIM prolongadas atingem taxas de cura
clinica mais baixas (35,7%). Tal como descrito por Samson et al. (2016), que afirma que
infecbes sem CCS elevadas antes do disgnostico tém maior probabilidade de atingir a cura,
as |[IM gue se iniciaram aquando do diagndstico obtiveram uma taxa de cura mais elevada
(75%). Contudo, o teste exato de Fisher elaborado ndo demonstra evidéncia estatistica de
gue existe uma associacao entre a taxa de cura clinica obtida e a duragéo da infecao.

A associacdo entre a fase de lactacdo de cada vaca aquando do diagnostico de
mamite por S. uberis com a resposta terapéutica obtida foi também avaliada, porém, mais
uma vez, ndo foi atingida qualquer evidéncia estatistica. Uma maior taxa de cura clinica foi
atingida entre os 76 e 225 dias em leite (60%), bem como apés os 225 dias (60%), enquanto
que no inicio da lactacao apenas 28,6% foram capazes de a atingir. Esta baixa taxa obtida

nos primeiros 75 dias em leite podera estar relacionada com o facto de este ser o periodo do
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pico de producéo (Deluyker et al. 2005), existindo uma eliminagéo de antibiético mais célere,
0 que impede a acao prolongada necessaria nesta terapéutica.

Na totalidade dos casos diagnosticados com mamite por S. uberis e incluidos no
estudo apresentado, os valores de CCS ap0s terapéutica diminuiram bastante em relacdo
aos valores aquando do diagnostico e aos do més anterior ao mesmo. Contudo, encontram-
se sensivelmente mais de 50% dos valores acima das 200 000 CS/ml, o que corrobora
Constable et al. (2017) que descreve que mamites por S. uberis apresentam valores
elevados durante 4 meses ap0s tratamento. Assim, as taxas de falha terapéutica obtidas
poderdo estar inflacionadas visto que o periodo utilizado para avaliacdo da resposta ao
tratamento podera ter sido muito curto. Existe, ainda, possibilidade, segundo Hillerton e
Kliem (2002), de que a falha na recuperacdo ao nivel das CS presentes no leite se deva,
ndo a uma infecdo persistente, mas sim a danos residuais do epitélio mamario.

O periodo que decorreu entre os 14 dias ap0s o término do tratamento e a avaliacao
real da resposta a terapéutica através do contraste leiteiro disponibilizado podera ter tido
também uma influéncia na taxa de cura atingida e consequentemente nas CCS obtidas apés
o tratamento. Apesar do teste exato de Fisher elaborado n&o ter permitido evidéncia
estatistica para assumir uma relacdo entre a resposta a terapéutica e o tempo de atraso na
avaliacdo da mesma, quando esta avaliacdo aconteceu com um periodo de atraso inferior a
sete dias a taxa de cura clinica atingida foi superior (83,3%) a obtida em qualquer outro
periodo de atraso mais prolongado. Também o aumento dos valores de CCS foi not6rio em
periodos de avaliagdo mais tardios, ou seja, com tempos de atraso superiores. Estes
resultados poderdo sugerir que 0s protocolos terapéuticos aplicados terdo provocado uma
remissao ou eliminacdo da infecdo, contudo esta ndo foi definitiva. Duas hipéteses para o
retorno a CCS elevadas sao o facto de ndo se ter atingido uma cura bacteriologica e assim,
0 agente voltar a causar infe¢éo, e a possibilidade de existir uma reinfecdo pelo mesmo
agente etiolégico ou por outro, ja que, segundo Kromker et al. (2014), apds a cura de uma

[IM por S. uberis, existe um maior risco de reinfecao.

7.3. LimitacBGes do Estudo e Sugestdes

A principal limitagdo encontrada na elaboragdo deste estudo foi o tamanho da
amostra utilizada, pois 0 nimero de casos diagnosticados no periodo estipulado foi muito
reduzido. Uma amostra superior permitiria ndo s6 uma interpretacdo dos dados mais
consistente, como uma analise estatistica mais fiavel, com evidéncia de possiveis
associacdes. Também quanto a amostragem, o0 acesso as amostras de leite dependia da
sua submissédo pelos produtores, o que acabou por ser uma condicionante no que toca a
origem das amostras e, portanto, podera nao fornecer uma imagem real da prevaléncia de

S. uberis na area em estudo. A utilizacdo dos valores das CCS ao nivel da vaca para
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avaliacdo da cura podera ser, por si sO, uma limitacdo, uma vez que este é apenas um
indicador do estado da infec&o e ndo permite perceber se o agente foi eliminado, ou seja, se
0 animal atingiu uma cura bacteriolégica. Ainda em relagdo ao método utilizado, o facto de o
periodo para avaliacdo da cura estar dependente do contraste leiteiro disponibilizado
poderd, igualmente, enviesar os resultados obtidos, ja que estes periodos foram variaveis
em todos o0s casos, apesar da avaliacao ter sido sempre efetuada passados os 14 dias apos
a concluséo da terapéutica. Outra condicionante do estudo, pode ser a avaliacdo da duracéo
de infecdo através das CCS dos meses anteriores ao diagnostico sem qualquer evidéncia
de que estas seriam causadas por S. uberis.

Em trabalhos futuros seria interessante aprofundar este estudo e optar pela utilizacdo
da cultura microbiolégica como método de avaliagdo com vista a colmatar uma das
limitacBes apontadas e perceber se uma cura bacteriolégica foi atingida apds cada protocolo
terapéutico. Deveriam ainda ser explorados mais principios ativos para utilizagdo na terapia
de mamites por S. uberis e proceder & comparagdo das varias taxas de cura obtidas. Outra
abordagem interessante seria a aplicacdo de diferentes protocolos terapéuticos com uma
duracdo progressiva de 24 horas, entre 0s cinco e o0s oito dias, visando encontrar o melhor
equilibrio entre a taxa de cura obtida e o preco que o tratamento acarreta ao produtor.

Assim, um estudo com uma amostra superior, varios protocolos terapéuticos com
diversos principios ativos e com avaliacdo de taxas de cura bacteriolégica seria uma mais-

valia no auxilio ao tratamento de mamites por um dos agentes etiolégicos mais frustrantes.

8. Concluséo

Apesar de toda a pesquisa e desenvolvimento de métodos de controlo para
minimizar a ocorréncia de mamites, esta continua a ser a doenga mais importante a nivel
economico para as exploragdes leiteiras. Um dos principais fatores que contribuir4 para o
estabelecimento de medidas adequadas de controlo e tratamento de mastites é o
conhecimento da epidemiologia e dos perfis de suscetibilidade dos varios agentes
etiologicos, sendo fundamental a realizacdo e publicacdo de estudos realizados em
Portugal, de forma a encontrar estratégias economicamente vidveis para o produtor.

Deste modo, através do estudo realizado foi possivel salientar alguns pontos
importantes quanto a mamites diagnosticadas por S. uberis, jA que € uma das bactérias
mais identificadas. Contudo, o decréscimo anual verificado podera indicar que esta a ser
feito um bom trabalho a nivel de qualidade do leite, seja quanto a medidas de controlo,
aplicacdo de tratamentos ou programas de refugo. O padrdo de resisténcias encontrado vai
de encontro ao ja conhecido, demonstrando uma boa suscetibilidade em relacdo a classe
das penicilinas. Também quanto a epidemiologia, ndo existem grandes discordancias, tendo

sido confirmado que as IIM por este agente se estabelecem no periodo que antecede a
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secagem ou no periparto e que vacas multiparas sdo mais suscetiveis que as vacas com
apenas uma lactacdo. E ainda importante referir que se confirmou que estas mamites so
acompanhadas de elevados valores de CCS, existindo um aumento subtil no més anterior
ao seu diagnéstico, e que, grande parte dos casos, séo infe¢gdes persistentes.

O objetivo principal deste trabalho passou pela testagem de diferentes protocolos
terapéuticos a base de benzilpenicilina procainica IMM, com vista a travar infegcbes por S.
uberis. Assim, foi percetivel que a terapia combinada com duracdo de cinco dias —
benzilpenicilina procainica IMM associada a ampicilina IM — teve uma influéncia muito
positiva ao nivel da diminuicdo das CS no leite das vacas afetadas, tal como o protocolo
apenas IMM com duracdo de sete dias. Estes apresentam uma taxa de cura razoavel,
porém o tratamento IMM de cinco dias demonstrou-se insuficiente, com valores de CCS
elevados. A paridade do animal podera ter tido alguma influéncia nas taxas de cura
atingidas, uma vez que animais multiparos apresentaram taxas mais baixas. Apés a
aplicacdo das diferentes terapias foi visivel ainda uma diminuicdo nas CS presentes no leite,
todavia estas mantém-se em valores elevados.

Em suma, € muito importante conhecer o agente etiol6gico aguando do diagnéstico
de uma mamite, no entanto as recomendacdes quanto ao tratamento a aplicar devem ser
baseadas também nas carateristicas de cada animal. Informac¢des como a paridade, a fase
de lactacdo e o historial a nivel de CCS do animal poderéo auxiliar na escolha da duracdo
da terapia, permitindo um progndstico mais realista e, desta forma, um custo mais

fundamentado para o produtor.
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11. Anexos

Anexo 1 - Esquema figurativo da metodologia do TCM (Adaptado de Blowey and Edmondson
2010)

Recolha de um pegueno volume de leite
para a zona correspondante 8 cada teto

Examinacgdo das solugdes: detecdo de
formacso de precipitado ou gel.

Adic&o, de um volume equivalente so do
leite, de reagente.
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Anexo 2 - Relatdrio emitido pelo sistema Vitek 2 Gram Positivo ap6s identificacdo do agente

Proleite
Cliente bioMerieux: Relatério do Laboratério Impresso a 6/Fev/2020 14:01 GMT
N° do Sistema: Impresso por: salete
Nome do Doente: (NG ID do Doente: 9740
Grupo de Isolados: n.12 - 3/2 GP-1
Tipo de carta: GP Aparelho de teste: 000014EEDDES (10475)
Bionumero: 171054765353471
Quantificagdo de microrganismos:
Comentarios:
N° de Data de 29/Mar/2021 13:00

Informagdes da Carta: cP Lote: 2421219403y )i4ade: BST
Identifi s . 5IFevi2020 22:01 & Hora da

cagdo Concluido: Estado:  Final Frii 4,75 Horas
Microrganismo 99% Probabilidade Streptococcus uberis

7 3 ; 3 Excelente
Seleccionado lBlonumero. 171054765353471 Confianga: identificagdo
Microrganismo
FRS
Microrganismos de Anélise e Testes a Separar:
|Mensagens da Analise:
Contradizem o(s) Perfi(l)(s) Biolégico(s) Tipico(s)
Detalhes Bioquimicos
2 AMY + |4 PIPLC - |5 dXYL - |8 ADH1 + |9 BGAL + |11 |AGLU +
13 |APPA + |14 |CDEX - |15 |AspA - [16 |BGAR - |17 |AMAN - |19 |PHOS -
20 |LeuA + [23 |ProA - |24 |BGURr + (25 |AGAL - |26 |PyrA - |27 |BGUR
28 |AlaA + [29 |TyrA + |30 |[dSOR + |31 |URE - |32 [POLYB + |37 |[dGAL
38 |dRIB + [39 |[ILATKk - |42 |LAC + |44 [NAG + |45 |dMAL + |46 |[BACI -
47 |NOVO + |50 [NC6.5 - |52 |[dMAN + |53 |dMNE + |54 |[MBdG + |56 |PUL -
57 |dRAF - |58 |O129R - |59 |[SAL + |60 |[SAC + |62 |dTRE + |63 |ADH2s +
64 |OPTO +

Versao do VITEK 2 Systems instalada: 07.01

Norma de Interpretagdo CMI: Norma de Interpretagdo Terapéutica:
Nome dos Conjuntos de Parametros AES: Ultimo Parametro AES Modificado:
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Anexo 3 — Tabelas de contingéncia de base dos varios testes estatisticos elaborados (teste

exato de Fisher).

Resposta Terapéutica
Cura Falha Vet
Protocolo 5 15 1 3 4
Terapéutico > d|a§ * M 4 3 !
7 dias 6 5 11
Total 11 11 22
Resposta Terapéutica
Cura Falha UL
. Primipara 3 0 3
e Multipara 8 11 19
Total 11 11 22
Resposta Terapéutica
Cura Falha Tt
Fase de <75 DEL 2 5 7
Lactagio 76-225 DEL 3 2 5
>225 DEL 6 4 10
Total 11 11 22
Resposta
Terapéutica Total
Cura Falha
0 6 2 8
Duragéo 1 1 2 3
da Infecéo 2 0 3 3
(meses) 3 1 0 1
4 3 4 7
Total 11 11 22
Resposta Terapéutica
Cura Falha 1er!
<7 dias 5 1 6
Tempo de 7-14 dias 2 3 5
Atraso 15-21 dias 3 1 4
> 21 dias 1 6 7
Total 11 11 22
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