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MOTTA, R.G. Eficacia do ceftiofur no tratamento estendido intramamario
da mastite subclinica por estafilococos em primiparas bovinas. Botucatu,
2015. 114p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, 2015.

RESUMO
O presente estudo investigou a eficacia do ceftiofur intramaméario no tratamento

estendido com dez aplicacbes, a cada 12 horas, na mastite subclinica por
estafilococos em primiparas bovinas. Foram utilizados 60 animais da raca
holandesa, divididos em quadro grupos: G1 = Grupo negativo ou sem infec¢ao
estafilocécica, CMT negativo e CCS < 200.000 células/mL; G2 = Grupo com
infeccdo estafilocécica ndo tratado, CMT positivo (2+ ou 3+) e CSS > 200.000
células/mL; G3 = Grupo com infec¢do tratado no inicio da lactacéao (entre 15 e
100 dias de lactacédo), CMT positivo (2+ ou 3+) e CCS > 200.000 células/mL e
G4 = Grupo tratado final da lactacdo (entre 101 e 200 dias de lactacdo), CMT
positivo (2+ ou 3+) e CCS > 200.000 células/mL. As amostras de leite foram
coletadas em cinco momentos: MO ou dia zero (diagndstico da mastite
subclinica), M1 = 7 dias apds o diagndstico da mastite subclinica e inicio da
terapia estendida, M2 = 2 dias apés o término do tratamento estendido (dia 14
apos o diagndstico da mastite subclinica), M3 = 7 dias ap6s M2 (dia 21 apés o
diagnostico da mastite ou 9 dias ap6s o final do tratamento), M4 = 7 dias ap0s
M3 (dia 28 apOs o diagnostico da mastite ou 16 dias apdés o final do
tratamento). Nos grupos tratados com ceftiofur intramamario, foi evidenciada a
cura microbiolégica com reducao na CCS em 73,34% no G3 e 46,66% no G4.
Assim, nos grupos tratados (G3 + G4) e nédo tratado (G2), as taxas de cura
foram, respectivamente, 60,00% e 26,66% (p<0,05). Foram isoladas 45
linhagens de Staphylococcus spp., das quais foram identificados principalmente
S. aureus (51,12%), S. intermedius (40,0%) e S. epidermidis (8,88%). O perfil
de sensibilidade microbiana “in vitro” dos isolados apresentou maiores indices
de sensibilidade para oxacilina (80,00%), ceftiofur (77,78%) e cefalexina
(77,78%), seguidos do ciprofloxacino (66,66%) e gentamicina (60,00%). Em
contraste, cloxacilina (24,44%), penicilina (35,56%) e tetraciclina (44,46%)
foram os antimicrobianos menos efetivos diante dos estafilococos isolados.
Dentre as amostras de leite colhidas no momento MO e M1, 13,33% foram
positivas para o teste de deteccdo de substancias inibidoras/residuos de
antimicrobianos na prova de Delvotest™ e todas negativas no Snap test™. No
M2, 55,00% foram positivas no Delvotest™ e 46,66% no Snap test™, enquanto
no M3 16,66% acusaram positivas no Delvotest™ e 11,66% no Snap test™. No
M4, 11,66% foram positivas no Delvotest™ e 8,33% no Snaptest™. Apos 16
dias do final do tratamento (M4), 6,66% dos animais ainda acusavam reacdes
positivas no Delvotest™ e 10% para o0 Snap test™, considerando somente 0s
grupos tratados (G3 e G4), indicando persisténcia de residuos no leite. Ocorreu
reducdo na CCS e dos escores de CMT em todos os animais curados, embora
nenhum grupo atingiu o limite considerado normal (<200.000CS/mL) ao longo
do periodo de acompanhamento do estudo. O grupo G1 (ndo infectado)



produziu mais leite se comparado aos outros trés grupos com infeccao
estafilococica (G2, G3 e G4). Infere-se a eficacia do tratamento estendido em
primiparas bovinas infectadas por estafilococos, com redugédo da CCS, escores
de CMT e restabelecimento da producao de leite. No entanto, deve-se restringir
0 uso do tratamento estendido com ceftiofur para animais com histérico de
mastite cronica, causadas por micro-organismos nao responsivos - como 0S
estafilococos -, em virtude da persisténcia de residuos apos o tratamento por
periodo prolongado.

Palavras-chave: tratamento por periodo prolongado; cefalosporinas,
Staphylococcus aureus; infeccdo mamaria cronica; CCS, CMT, producao de
leite; residuos de antimicrobianos.
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MOTTA, R. G. Efficacy of extended ceftiofur intramammary therapy for
treatment of staphylococcal subclinical mastitis in lactating primiparous
heifers. 2015. 114p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, 2015.

ABSTRACT

This study investigated the efficacy of extended ceftiofur intramammary therapy
using 10 applications by five days in primiparous heifers infected by
staphylococcal subclinical mastitis. Sixty Holstein cows were divided in four
groups: G1 = negative group or without staphylococcal infection, CMT-negative
and SCC<200.000 cells/mL; G2 = untreated group with staphylococcal
infection, CMT-positive and SCC>200.000 cells/mL; G3 = treated early lactation
group (15-100 days of lactation) with staphylococcal infection, CMT-positive and
SCC>200.000 cells/mL, G4 = treated late of lactation group (101-200 days of
lactation) with staphylococcal infection, CMT-positive and SCC>200.000
cells/mL. The milk samples were collected at five moments: MO or day zero
(diagnosis of subclinical mastitis), M1 = 7 days after diagnosis of subclinical
mastitis and early extended therapy, M2 = 2 days after the end of the extended
treatment (day 14 after the diagnosis of subclinical mastitis), M3 = 21 days after
diagnosis of mastitis (9 days after the end of treatment), M4 = 28 days after
diagnosis of mastitis (16 days after the end of treatment). In the groups treated
with intramammary ceftiofur, microbiological cure was observed with reduction
in SCC in 73.34% and 46.66% of animals for G3 and G4, respectively. Thus, in
the treated (G3 + G4) and untreated (G2) groups, microbiological cure rates
were 60.00% and 26.66% (p<0.05), respectively. Forty-five Staphylococcus
spp. strains were isolated. From these, S. aureus (51.12%), S. intermedius
(40.0%), and S. epidermidis (8.88%) were the most common species. In vitro
antimicrobial susceptibility profile of isolates showed that the most effective
drugs were oxacillin (80.0%), ceftiofur (77.78%), and cephalexin (77.78%),
followed by ceftriaxone (69.0%), ciprofloxacin (66.66%) and gentamicin
(60,0%). In contrast, high-resistance rates of isolates were founded to cloxacillin
(24.44%), penicillin (35.56%), and tetracycline (44.46%). Among the milk
samples taken in MO and M1, 13.33% samples were positive for the inhibiting
substances/antimicrobial residues detection test in Delvotest™ and all were
negative in the Snap test™. In contrast, 55.00% samples were positive in
Delvotest™ at M2, whereas 46.66% samples were positive in the Snap test™.
In M3 of study, 16.66% and 11.66% of samples were positive in Delvotest™
and in the Snap test™, respectively. The M4 showed 11.66% positive in
Delvotest ™ and 8.33% in the Snap test™. Occurred reduction of SCC and
CMT scores in all cured animals, although none group showed normal cell
count (<200.000SC/mL) during period of study. After 16 days the end of
treatment (M4), 6,66% and 10.0% of animals yet showed positive reactions in
Delvotest™ and Snap test™, respectively, considering only treatment groups
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(G3 and G4), indicating long persistence of antimicrobials residues in milk.
Group G1 (non infected) showed more milk production than other three groups
with staphylococcal infection (G2, G3 and G4). The present study displayed
efficacy of extended ceftiofur intramammary therapy for treatment of
staphylococcal subclinical mastitis in lactating primiparous heifers, as well as
reduction of SCC and CMT scores, as well as return to normal milk yield.
However, extended therapy with ceftiofur should be restricted to chronic mastitis
caused by refractory pathogens, like Staphylococcus spp., because persistence
of antimicrobials residues by long-time after treatment.

Keywords: long-time therapy; cephalosporins, Staphylococcus aureus; chronic
mammary infections; SCC; CMT; milk production; antimicrobial residues.
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1. INTRODUCAO

A mastite - definida classicamente como a inflamacdo da mama - é a doenca que
mais onera a criagdo de animais destinados a producdo de leite (PHILPOT e
NICKERSON, 2002; SANTOS e FONSECA, 2007). Os processos infecciosos da glandula
sdo determinados, predominantemente, por micro-organismos de origem bacteriana e,
secundariamente, por fungos, algas e virus, muitos dos quais com potencial zoonético
(RIBEIRO, 2008).

Os prejuizos com a mastite bovina incluem a reducédo na producao de leite, perda
da glandula, descarte prematuro de fémeas com elevado valor zootécnico, 6bito ocasional
de animais, manejo extra no rebanho, gastos com honorérios veterinarios e aquisi¢cdo de
medicamentos, descarte de leite com residuos de antimicrobianos e possiveis prejuizos
em lactacoes futuras, em razao de perda de area funcional do tecido mamario (HUIJPS et
al., 2009; PIEPERS et al., 2014).

A crescente demanda global por leite e derivados lacteos com qualidade tem
motivado o aumento do tamanho dos rebanhos bovinos, com elevacdo das médias diarias
de producéo por animal e paralelamente, faz-se necessario o incremento no nimero de
novilhas para reposicéao (PIEPERS et al., 2009).

Diferentes autores enfatizam que o potencial futuro de producéao leiteira em bovinos
sera expresso de maneira satisfatéria caso ndo ocorram transtornos graves na glandula
no periodo de novilhas (fémeas bovinas que nunca pariram) [RUPP e BOICHARD, 2000;
VLIEGHER et al.,, 2012]. Com efeito, a implementacdo de um plano de metas para
controle e profilaxia da mastite em novilhas, pode refletir na vida produtiva da fémea e em
maior rentabilidade para toda cadeia produtiva de lacteos (HUIJPS et al., 2009; PIEPERS
et al., 2014).

Os primeiros relatos de mastite em novilhas foram descritos no decorrer das
décadas de 1920 a 1930. No entanto, somente a partir dos anos 80 o assunto ganhou
notoriedade cientifica, principalmente no que tange a reducdo na producdo de leite em
lactacdes futuras (MEANEY, 1981; OLIVER e MITCHELL, 1983; LAFFRANCHI et al.,
2001; PIEPERS et al., 2009).

Vérios pesquisadores tém reafirmado a importancia da mastite em novilhas antes
do parto e suas implicagoes diretas no transcorrer da primeira lactacdo, com destaque na
América do Norte (MATTHEWS et al., 1992; OLIVER et al., 1992; MIDDLETON et al.,
2005), na Europa (MYLLYS, 1995; AARESTRUP; JENSEN, 1997; PIEPERS et al., 2009),
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Nova Zelandia (PANKEY et al., 1996; COMPTON et al., 2007; PARKER et al., 2008) e
Japéo (SENO; AZUMA, 1983).

No Brasil, os primeiros estudos que abordaram a ocorréncia de infeccdes
intramamarias em novilhas foram conduzidos nos Estados de S&o Paulo e Parana
(COSTA et al.,, 1995; PARDO et al., 1998). Em contraste, o estudo da mastite em
primiparas (fémeas bovinas que pariram pela primeira vez) esti restrito a estudos
pontuais em todo mundo (HALLBERG et al., 1995; ARASHIRO et al., 2000). As infeccdes
na mama de novilhas podem afetar a diferenciacdo das células secretoras (PIEPERS et
al., 2014). Hallberg et al. (1995) estudaram o tecido secretor corado por hematoxilina e
eosina de primiparas com mastite e observaram menor area de epitélio alveolar, aumento
de estroma e infiltracdo de leucécitos, o que pode resultar na reducédo da area funcional
da mama e da vida produtiva dos animais.

Convencionalmente, a mastite em animais € subdividida em clinica e subclinica
baseada na gravidade e exteriorizagdo do processo inflamatério (LANGONI, 1997;
COSTA et al., 2003, NUNES et al., 2007). A mastite clinica caracteriza-se por alteracdes
visiveis no leite, na glandula e/ou sistémicas (LANGONI et al., 2000; OLIVEIRA et al.,
2009). Nestes casos, a mama pode apresentar sinais de edema, dor, calor, rubor e perda
momentanea da funcdo, além de alteracbes visiveis no leite (formacdo de grumos,
presenca de pus, dessora, coagulos e sangue) [LANGONI, 1997; COSTA et al., 2000].
Ocasionalmente, os animais podem apresentar sinais sistémicos secundarios a mastite,
como febre, taquicardia, dificuldade respiratoria, diminuicdo dos movimentos ruminais e
inapeténcia (RADOSTITS et al., 2007).

Na forma subclinica, somente se observa a reducédo na producédo de leite. Nestes
animais, o diagnoéstico somente € obtido utilizando métodos que possibilitem a deteccao
de alteracbes na composicdo e nos constituintes celulares do leite ou a presenca de
patégenos (COSTA et al., 2003; SANTOS e FONSECA, 2007).

A mastite em novilhas caracteriza-se pela maior ocorréncia de casos clinicos nos
primeiros dias pds-parto. Ao contrario, nas vacas, a mastite clinica pode ser observada
ao longo de toda a lactacdo dependendo do agente causal envolvido (BARKEMA et al.,
2006; MCDOUGALL et al., 2007). Além disso, constata-se marcante diferenga na etiologia
da mastite entre essas categorias de animais, pois Streptococcus uberis, Staphylococcus
coagulase negativos e Trueperella pyogenes sdo mais frequentes nas infeccdes
mamarias em novilhas, enquanto os estafilococos coagulase positivos (S. aureus) e
Streptococcus agalactiae séo frequentemente isolados na mastite em vacas. No entanto,
estudos recentes identificaram também S. aureus no terco médio e final da lactagdo em
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primiparas (MCDOUGALL et al., 2007; ROY et al., 2009). Essas diferengas no perfil da
etiologia provavelmente ocorrem em razédo de peculiaridades fisiologicas das novilhas em
comparacao com as vacas com varias lactacdes, ou apdés mastites cronicas nessa ultima
categoria animal (RADOSTITS et al., 2007).

Nas novilhas, a glandula mamaria foi pouco desafiada aos agentes etioldgicos
presentes na microbiota dos animais e no ambiente. Paralelamente, as novilhas ainda
sofrem influéncia hormonal para concluir seu crescimento (VLIEGHER et al.,, 2012).
Investigando essas diferencas, Tanaka et al. (2008) avaliaram o perfil dos leucdcitos no
leite de novilhas e vacas, identificando subtipos distintos de polimorfonucleares para cada
categoria animal, fato que poderia justificar, em parte, as diferencas de isolamento
microbiolégico entre novilhas, primiparas e multiparas.

Em virtude do maior nimero de casos subclinicos em ruminantes domesticos,
comparado aos casos clinicos, o diagnostico da mastite bovina baseia-se principalmente
em testes indiretos que dependem, fundamentalmente, da elevacdo dos leucdcitos ou
alteracdes na composicéo do leite. A luz do conhecimento atual, parece pratico ou pelo
menos razoavel, também definir a mastite bovina como uma doenca caracterizada pelo
aumento do numero de leucécitos e presenca de micro-organismos no leite das glandulas
acometidas (PHILPOT e NICKERSON, 2002; RADOSTITS et al., 2007).

Entre as infeccbes mamarias em vacas, a mastite subclinica crénica por
estafilococos € uma das afeccbes mais preocupantes e frequentes que acometem
animais de producéo leiteira em todo mundo (RIBEIRO, 2008; ROY et al., 2009).

A diminuicdo da duracdo das infecgBes intramamarias tem sido objeto de estudo
dos programas de controle de qualidade do leite em todo mundo, meta que pode ser
atingida com acdes especificas de profilaxia e controle direcionadas a agentes
contagiosos, como estafilococos, incluindo avancos na terapia da vaca seca, Nnovos
produtos para o pés-dipping, vacinacdo e no tratamento de casos especificos de mastite
subclinica durante a lactacdo com o uso de antimicrobianos por periodo estendido
(TAPONEN e PYORALA, 2009; ROY et al., 2009).

Os estafilococos, particularmente S. aureus, causam infeccées de longa duracéao,
com tendéncia a cronicidade, alta celularidade, com baixas taxas de cura e grande perda
na producao de leite (SABOUR et al., 2004; SWINKELS et al., 2012). Na mastite bovina,
por estafilococos, varios fatores podem interferir na cura bacteriolégica com o uso de
antimicrobianos, incluindo o estagio de ocorréncia da infeccdo, a presenca intracelular da
bactéria, a viruléncia do isolado, a formacao de microabscessos e a baixa resposta imune
dos animais (ROY et al., 2009; ZAFALON et al., 2010).

Motta, R.G., 2015



22

A dificuldade de tratamento das mastites estafilocécicas, somadas a alta ocorréncia
deste grupo de agentes na mastite bovina, a multirresisténcia aos antimicrobianos
convencionais, o grande numero de fatores de viruléncia e mecanismos de evasao do
sistema imune do patdégeno, tém motivado programas de descarte precoce de fémeas
bovinas portadoras de mastite por S. aureus, que geram grande impacto negativo nos
rebanhos ( SANTOS e FONSECA, 2007; RADOSTITS et al., 2007).

Na ultima década, foi preconizada a terapia estendida como alternativa de
tratamento, particularmente para rebanhos com alta prevaléncia de mastite subclinica por
estafilococos - principalmente S. aureus — em rebanhos com animais de alto valor
zootécnico (ROY et al., 2009). A terapia estendida consiste em 6 a 10 aplicacdes de
antimastiticos pela via intramamaria, com intuito de aumentar as taxas de cura clinica e
bacteriologica, reduzir a contagem de células somaticas e restabelecer a qualidade e a
producdo diéria do leite dos animais (SANTOS e FONSECA, 2007; SWINKELS et al.,
2012). No entanto, esta modalidade alternativa de terapia apresenta maior custo ao
produtor, em razdo do maior numero de tratamentos intramamarios requeridos, por
animal, somado ao maior tempo de descarte de leite com residuos de antimicrobianos,
fator que tem limitado a adocdo deste protocolo terapéutico ou restringido a terapia
estendida para micro-organismos refratarios aos tratamentos convencionais, notadamente
por estafilococos (SANTOS e FONSECA, 2007; RIBEIRO, 2008; MAIOLINO et al., 2014).

Estudos envolvendo o tratamento estendido de vacas em lactacdo com mastite
subclinica por S. aureus ou outros micro-organismos utilizando cefalosporinas de terceira
geracédo, tém sido descritos de modo pontual em todo mundo (TAPONEN e PYORALA
2009; ROY et al., 2009; SWINKELS et al., 2012; MAIOLINO et al., 2014).

Apesar da perspectiva desta nova modalidade de tratamento, os estudos
conduzidos com o assunto, até o momento, possuem como limitagdes a auséncia de
resultados referentes as taxas de cura microbiologica, 0 uso de pequeno numero de
vacas e/ou novilhas, a auséncia do monitoramento da contagem de células somaticas, ou
mesmo da producado de leite antes e apos o tratamento (TAPONEN e PYORALA, 2009;
ROY et al., 2009; SWINKELS et al., 2012).

Considerando a alta frequéncia de mastite estafilocécica bovina no Brasil, a baixa
resposta terapéutica dos tratamentos convencionais ao longo da lactagdo na mastite por
estafilococos em vacas, e a tendéncia atual de descarte de fémeas com mastite cronica
por estafilococos, o presente estudo investigou a eficacia do ceftiofur no tratamento
estendido, por via intramamam@aria, em casos de mastite subclinica por estafilococos em

primiparas bovinas naturalmente infectadas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Etiologia da mastite e epidemiologia das infec¢c6es mamarias

A mastite bovina é causada por varios agentes infecciosos convencionalmente
classificados em dois grandes grupos denominados contagiosos e ambientais. Os
contagiosos se disseminam de um quarto infectado para outro quarto ou entre as vacas
(vaca dependentes), enquanto os ambientais, na maioria das vezes, estdo presentes no
préprio meio ambiente de criacdo dos animais (RADOSTITS et al., 2007).

Os micro-organismos ambientais sao representados, principalmente, pelas
enterobactérias, fungos, algas, estreptococos ambientais e certos actinomicetos
(SANTOS e FONSECA, 2007). Este grupo de micro-organismos esta amplamente
distribuido no meio ambiente dos animais (QUINN et al., 2011). Sao veiculados para a
glandula mamaria a partir do solo, fezes, ar, agua, cama dos animais, vetores, utensilios e
fémites, geralmente no periodo das entre as ordenhas (RIBEIRO, 2008).

Entre o0s contagiosos, merecem destague o0s géneros Staphylococcus,
Streptococcus, além de Corynebacterium bovis e Mycoplasma bovis (RADOSTITS et al.,
2007). Este grupo, peculiar de patdégenos, possui como habitat a microbiota da pele e
mucosas dos animais, e sao transmitidos fundamentalmente no momento da ordenha,
pelas maos do ordenhador, por fémites, pelo equipamento de ordenha ou pelo bezerro no
ato de mamar (COSTA et al., 1995; RIBEIRO, 2008).

Staphylococcus aureus (S. aureus) € bactéria gram-positiva, geralmente
encontrada colonizando o canal e pele do teto. No momento da ordenha, a transmissao
ocorre principalmente pelas maos do ordenhador, por panos de uso mdultiplo ou pelos
insufladores da ordenhadeira mecéanica (RADOSTITS et al., 2007; SANTOS e FONSECA
2007; ROY et al., 2009).

As infec¢des por S. aureus sdo consideradas de dificil tratamento na lactacao,
como consequéncia da localizacdo intracelular, da elevada resisténcia da bactéria aos
antimicrobianos convencionais, além da formag¢do de microabscessos no tecido mamario
e do conteudo inflamatério e debris celulares que reduzem a eficacia dos farmacos
(NADER FILHO et al., 2007; ROY et al., 2009).

Neste cenario, os estafilococos destacam-se como o grupo de micro-organismos
causadores de mastite contagiosa de maior patogenicidade, de elevada ocorréncia nos
rebanhos, e de tratamento pouco eficaz, devido & alta resisténcia dos isolados (ZECCONI
e HAHN, 2000; MIDDLENTON et al., 2005).
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Em investigacdes sobre a mastite bovina em outros paises os estafilococos estédo
presentes em cerca de 50% das infecces mamarias (MIDDLENTON et al., 2005; ROY et
al., 2009).

No Brasil, em estudo com 127 amostras de leite de cinco propriedades leiteiras dos
estados de S&o Paulo e Minas Gerais, encontrou-se prevaléncia de 40,15% para S.
aureus. Neste mesmo estudo, foi observado predominio de bactérias do género
Staphylococcus na etiologia da mastite em trés propriedades, variando entre 32 e 80%.
Entre os estafilococos, 16 isolados foram produtores de enterotoxinas, denotando o risco
potencial a saude humana, associado ao consumo do leite destes rebanhos, uma vez
gue, a maioria dos casos eram de mastite subclinica (MEDEIROS et al., 2009).

Outra caracteristica de patogenicidade de S. aureus € a capacidade de invasao e
instalacdo nos tecidos mais internos da mama. Ademais, geralmente ha formacdo de
fibrose e microabscessos no foco da infeccdo, que limitam a acado dos antimicrobianos no
sitio da infeccdo (ROY et al., 2009). Este mecanismo confere uma das principais
caracteristicas de viruléncia do agente, que se traduz por infec¢cdes de longa duracao,
com tendéncia a cronicidade e baixas taxas de cura, tanto espontdnea como apos o
tratamento antimicrobiano (QUINN et al., 2011).

Os prejuizos econémicos decorrentes da inflamacdo da glandula mamaria por
estafilococos sao atribuidos principalmente a elevacéo da celularidade do leite, ao custo
da assisténcia veterinaria, ao uso de medicamentos, a perda de quartos mamarios e ao
descarte precoce de fémeas e morte ocasional de animais (COSTA, 1999; LANGONI et
al., 2000; NADER FILHO et al.,, 2007; RIBEIRO, 2008). No entanto, o fator de maior
impacto da mastite estafilocécica € atribuido a reducédo na producao leiteira (COSTA et
al., 2000; NADER FILHO et al., 2007).

Particularmente no Brasil, foi estimado, prejuizo de 1,2 bilhdes de litros com a
mastite (SANTOS e FONSECA, 2007). Nos EUA, calcula-se prejuizo de
aproximadamente 1,8 bilhdes de ddlares/ano provocado por infeccbes mamarias em
vacas (NMC, 2006).

2.2 Diagnostico

O diagnéstico da mastite estafilococica € baseado no isolamento e identificacéo
dos micro-organismos pelo cultivo microbiolégico, considerado de referéncia na
identificacdo da etiologia das mastites, reconhecido como fundamental para qualquer
programa de controle da doenca (QUINN et al., 2011). Entretanto, cerca de 10 a 20% das
culturas de leite com mastite clinica ou subclinica podem resultar negativas, fato que pode
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ser devido a casos como cura espontanea do agente (ROY et al.,, 2009), eliminacdo
intermitente dos micro-organismos nas infec¢des cronicas ou baixo numero de patégenos
no leite (NMC, 2006). A presenca destes resultados microbiolégicos pode ocorrer também
pelo uso de protocolos inadequados no isolamento em infec¢cdes por agentes que
necessitam de meios especificos como o0s géneros Mycoplasma, Leptospira e
Campylobacter ou, ainda, processos inflamatérios ndo infecciosos de origem alérgica,
metabdlica, toxica e traumatica (RADOSTITS et al., 2007; LANGONI et al., 2009; QUINN
et al., 2011).

No exame clinico de animais suspeitos de mastite por estafilococos devem ser
consideradas as formas clinicas e subclinicas das infeccdbes mamarias (SANTOS e
FONSECA, 2007). Na forma clinica, existem sinais evidentes de inflamacdo, como
edema, aumento de temperatura, endurecimento e dor na glandula mamaria
(RADOSTITS et al., 2007). No leite se observa a presenca de grumos, sangue, pus ou
alteracdes na coloragao (RIBEIRO, 2008).

A principio, considera-se que cada quarto da glandula mamaria € independente.
Assim, o0 processo infeccioso pode estar instalado numa unidade mamaria,
permanecendo integras as demais mamas. O diagnostico das afecc¢des clinicas da
glandula mamaria por Staphylococcus sp. envolvem a afericdo dos parametros
fisiologicos dos animais, a inspecao e exame fisico do Ubere e tetos (palpacéo) e o exame
do leite, pela prova da caneca telada de fundo escuro (Tamis) [RADOSTITS et al., 2007].

O exame fisico deve ser realizado, preferencialmente, com a glandula esgotada,
imediatamente depois que a vaca foi ordenhada (RADOSTITS et al., 2007). A mama é
examinada para se detectar quais sdo 0s quartos que estdo endurecidos, edemaciados
ou quentes, devido a mastite (FONSECA e SANTOS 2007). A glandula mamaria também
€ examinada para se verificar se ha alguma mudanca na forma ou se os quartos estdo
atrofiados com areas de tecido fibroso, o que indica dano permanente nos tecidos
secretores de leite, resultante da inflamacdo cronica pelo patégeno (PHILPOT e
NICKERSON, 2002; MAIOLINO et al., 2014).

Para andlise do leite é utilizado o “teste da caneca telada de fundo escuro”, “teste
da caneca telada” ou “Tamis”. Esse teste consiste na retirada dos 3 ou 4 primeiros jatos
de leite no inicio da ordenha, em caneca ou superficie de fundo preto ou escuro, com a
finalidade de observar alteracdes no leite como a presenca de grumos, coagulos, pus,

estrias de sangue, dessora e/ou leite aquoso (RADOSTITS et al., 2007).
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Recomenda-se que o leite dos quartos com mastite clinica sejam encaminhados
para cultivo, identificagdo de micro-organismos e tratamento imediato dos quartos
acometidos (LEE, 2003; RIBEIRO, 2008).

Na mastite subclinica, reconhecida como a infec¢cdo mais comum por estafilococos,
ndo ocorrem mudancgas visiveis no aspecto do leite ou do ubere (ROY et al., 2009).
Caracteriza-se por alteracbes na composicdo do leite, tais como aumento na CCS,
aumento nos teores de proteinas seéricas, diminuicdo de caseina, lactose, gordura e célcio
do leite (NADER FILHO et al., 2007), resultando em menor rendimento na producédo de
seus derivados, além de reduzir o tempo de prateleira do produto (NMC, 2006).

O diagnéstico indireto da mastite subclinica é fundamentado no aumento da
celularidade (CCS) do leite e, secundariamente, baseado em alteracdes de outros
parametros fisico-quimicos (PIEPERS et al., 2014).

O CMT, “California Mastitis Test”, estima a contagem de células somaticas do leite
e pode ser realizado ao “pé da vaca”, individualmente para cada quarto, para detectar a
mastite subclinica por estafilococos. Os escores do CMT (1 a 3+) estdo diretamente
relacionados com o aumento de células somaticas no leite. O fundamento da técnica
consiste na ruptura das membranas das células somaticas presentes na amostra de leite,
pelo contato com o detergente contido na solucdo (reagente), resultando na liberacao do
material presente no nucleo celular (DNA), tornando a mistura altamente viscosa
(formacdo de gel). A coloracdo purpura do reagente ficarA mais acentuada na
homogeneizacdo com o leite mastistico devido ao pH alcalino. E importante enfatizar que
0s periodos que incluem a primeira semana pos-parto (fase de colostro) e os dias que
antecedem o final da lactacdo (periodo de secagem), sdo considerados limitantes para a
realizacdo do CMT, devido ao processo de inflamacéo fisiolégica e ao processo de
involucdo da glandula mamaria, respectivamente, resultando em reacfes falso-positivas
(DIAS, 2007; RADOSTITS et al., 2007; RIBEIRO, 2008).

O isolamento microbiologico de espécies do género Staphylococcus e antibiograma
sdo procedimentos imprescindiveis nos programas de controle da mastite bovina por este
patdgeno, bem como, para nortear os farmacos de eleicdo para o tratamento na lactacéo
(JARP et al., 1989; LAFFRANCHI et al., 2001; HUIJPS et al., 2009).

O perfil de sensibilidade “in vitro” dos estafilococos aos antimicrobianos, permite
instituir o tratamento com bases nos antimicrobianos mais adequados na lactacdo ou no
periodo seco, apesar de certos estudos observarem certa discrepancia entre a
sensibilidade “in vitro” do patégeno e as taxas de cura microbioldgica “in vivo” em casos
de mastite bovina (SANTOS e FONSECA, 2007; RIBEIRO, 2008; ROY et al., 2009).
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2.3 Contagem de células somaticas (CCS)

A CCS ¢é considerada um meétodo indireto de diagnostico utilizado no
monitoramento da salde da mama de ruminantes domésticos em lactacdo, por identificar
0 aumento dos leucdcitos e células epiteliais no leite (BARBOSA et al., 2002; BANSAL et
al., 2005). Os leucdcitos ou polimorfonucleados migram do sangue para o interior da
glandula mamaria, em decorréncia de processos inflamatorios locais (BORDOLLA, 2007;
CUNHA et al., 2008).

Prejuizos no volume de produgdo e na qualidade do leite estdo diretamente
relacionados com a alta CCS em animais de producéo leiteira, particularmente nas
infeccdes por estafilococos (MIDDLENTON et al., 2013).

A resposta inflamatéria da glandula mamaria frente aos estafilococos repercute
diretamente no aumento do numero de leucécitos para o interior do lumen alveolar (ROY
et al., 2009). O termo célula somética é utilizado para designar os leucdcitos e as células
de descamacéo do epitélio glandular mamario (NADER FILHO et al., 2007). A elevacao
da CCS ¢ indicativa de infeccdo mamaria e resulta em prejuizos significativos aos
produtores e as industrias de laticinios e derivados (FREITAS et al., 2005).

E possivel que toda e qualquer vaca com CCS >200.000 CCS\mL, independente
do numero de partos ou do estagio de lactacdo, apresente mastite subclinica em pelo
menos um quarto mamario (NMC, 2006).

A principal causa do aumento da CCS em vacas esta relacionada a presenca de
infeccdo da glandula maméria, causada predominantemente por bactérias como o0s
estafilococos, ainda que outros fatores como idade do animal, estagio da lactacao,
momento da ordenha e estacdes do ano possam influenciar na elevacdo da contagem de
células sométicas (BORDOLLA, 2007).

A reducdo na producéo leiteira em animais com elevada CCS é resultante de lesé&o
causada pelos patdgenos e/ou toxinas nas células epiteliais secretoras da glandula, assim
como pela alteracdo da permeabilidade vascular no alvéolo secretor (CUNHA et al.,
2008).

Entre os diferentes padrbes utilizados para a avaliagdo da qualidade do leite em
ambito mundial, a CCS tem sido adotada pela grande maioria dos paises tradicionalmente
envolvidos na producéao leiteira (CUNHA et al., 2008). A Unido Européia, a Nova Zelandia
e a Australia preconizam, atualmente, como limite maximo legal 400.000 cél.\mL de CCS
para o leite destinado ao consumo humano, enquanto o Canada utiliza 500.000 cél.\mL, e
os EUA 750.000 cel.\mL (NMC, 2006).
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No Brasil, a IN 62 do Ministério da Agricultura e Pecuéria limita em 500.000 cél.\mL
de CCS para o leite cru refrigerado (BRASIL, 2012). A presenca de altas contagens de
células somaticas afetam a composicdo do leite e o tempo de vida de prateleira dos
derivados, causando prejuizos significativos para a industria (RADOSTITS et al., 2007). A
ocorréncia de mastite também causa a redugcdo na sintese de proteinas (caseinas),
gordura, lactose e célcio reduzindo a qualidade do produto e seus derivados (BUENO et
al., 2005). Em contraste, ocorre aumento da concentracdo de sodio e cloro, resultando no
sabor salgado do leite dos animais com mastite (CUNHA et al., 2008).

Outros métodos de diagndstico como contagem bacteriana total (CBT), Whiteside,
eletro-condutibilidade do leite também s&o utilizados no diagndéstico e na avaliagdo da
gualidade do leite (SANTOS e FONSECA, 2007).

2.4 Tratamento

A adocdo do tratamento com antimicrobianos é um dos principais procedimentos
na abordagem da mastite em animais domeésticos (MCDOUGALL et al., 2007). Na pratica
da Medicina Veterinaria, diversos protocolos terapéuticos séo utilizados no tratamento da
mastite em vacas na lactacdo e no periodo de secagem (REIS et al., 2003; PYORALA,
2009).

O tratamento imediato dos casos clinicos e a terapia/profilaxia da vaca seca com o
uso de antimicrobianos em todos 0s quartos mamarios, no momento da secagem,
constituem as medidas mais frequentemente recomendadas na abordagem terapéutica da
mastite em vacas e novilhas (LANGONI, 1997; COSTA et. al., 2003; LANGONI et al.,
2009).

Os maiores indices de cura no tratamento por via intramamaria da mastite
bacteriana em vacas séao obtidos com 3 a 5 aplicagbes, em intervalos de 8, 12 a 24 h
(dependendo das caracteristicas e vida média de cada antimicrobiano). Nos casos de
mastite subclinica, ndo existe consenso sobre o tratamento no decorrer da lactacao
(RIBEIRO, 2008; SWINKELS et al.,, 2012). Em geral, esses animais sao tratados na
terapia da vaca seca, devido a necessidade de descarte do leite com residuos de
antimicrobianos, somado aos baixos indices de cura no tratamento convencional, ao
longo da lactacdo (SANTOS e FONSECA, 2007), particularmente nas infeccdes por
estafilococos (ROY et al., 2009). No entanto, em animais de alto valor zootécnico, por
vezes, € realizado o tratamento para mastite subclinica no decorrer da lactacéo
(RIBEIRO, 2008; SWINKELS et al., 2012).
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Diferentes antimicrobianos estdo disponiveis comercialmente para o tratamento
intramamario da mastite em vacas no Brasil (COSTA, 1999; SANTOS e FOSNECA, 2007,
MAIOLINO et al., 2014). Segundo Ribeiro (2008), os principios ativos de antimicrobianos
mais utilizados pertencem ao grupo das penicilinas e analogos, cefalosporinas,
aminoglicosideos, fluorquinolonas, tetraciclinas e sulfas potencializadas pelo trimetoprim.

O uso indevido ou n&o racional de antimicrobianos (dose reduzida, interrup¢éao do
tratamento) no tratamento da mastite, pode aumentar a pressao seletiva para linhagens
com resisténcia multipla (COSTA, 1999; RADOSTITS et al.,, 2007; GUIGUERE et al.,
2010).

Idealmente, toda e qualquer indicacdo do tratamento da mastite em animais
deveria ser respaldada em testes “in vitro” de sensibilidade microbiana por antibiograma.
Entretanto, na pratica, por questbes econdmicas, por desconhecimento, dificuldade de
acesso aos laboratérios e pessoal capacitados, ou em casos graves de mastite clinica
com sinais sistémicos que necessitam de terapia emergencial; os testes de sensibilidade
microbiana “in vitro” ndo sao realizados previamente a instituicdo do tratamento
(RIBEIRO, 2008). Nestes casos, a escolha do farmaco, na grande maioria das vezes, na
experiéncia acumulada dos profissionais em tratamentos anteriores, ou mesmo no apelo
comercial de determinados produtos. Ademais, apesar da notéria diferenca entre a
eficacia “in vitro” ou “in vivo” dos antimicrobianos utilizados no tratamento da mastite
subclinica, sdo escassos o0s estudos conduzidos no intuito de confrontar o resultado “in
vitro” de determinada linhagem frente a um dado farmaco, com a eficacia “in vivo” deste
mesmo antimicrobiano por via intramamaria (RIBEIRO, 2008; MAIOLINO et al., 2014).

Apoés o estabelecimento dos estafilococos no Ubere, sdo possiveis quatro formas
para controle da situacdo: (1) recuperacdo espontanea, (2) descarte de vacas
cronicamente afetadas, (3) tratamento durante a lactacdo e (4) terapia da vaca seca
(SANTOS e FONSECA, 2007; ROY e KEEFE, 2012).

Para a instituicdo do tratamento da mastite por estafilococos, diferentes fatores
devem ser levados em consideracéo, incluindo a viruléncia do agente causal, a escolha
do antimicrobiano, a via de aplicacdo (intramamaria e/ou parenteral), o perfil de
sensibilidade “in vitro” do micro-organismo, a opg¢éo pela terapia na lactacdo ou no
periodo seco, as diferengcas entre o tratamento dos casos clinicos e subclinicos, e a
persisténcia de residuos de antimicrobianos (ROY et al., 2009; SWINKELS et al., 2012).

O antimicrobiano ideal deveria apresentar varias caracteristicas desejaveis como:
amplo espectro de agao, atingir altas concentragdes terapéuticas no tecido glandular ou

bY

similares a concentracdo inibitéria minima (MIC), estabilidade, boa efetividade na
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presenca de material purulento, atoxico para o tecido glandular e neonatos, auséncia ou
baixo nivel de residuo no leite, pH levemente alcalino (base fraca), boa relacdo custo-
beneficio e facil aquisicdo no mercado (COSTA, 1999; NMC, 2006; RIBEIRO, 2008). Com
efeito, poucos antimicrobianos disponiveis comercialmente rednem a maioria destas
caracteristicas consideradas desejaveis para o tratamento de animais com mastite (ROY
et al., 2009; RUEGG, 2010).

2.5 A escolha do antimicrobiano

Na pratica, a escolha do antimicrobiano recai, geralmente, na experiéncia dos
profissionais ou produtores, no custo, ou mesmo no apelo comercial dos farmacos
(RADOSTITS et al.,, 2007). Apesar da divergéncia entre pesquisadores, os testes de
sensibilidade microbiana “in vitro” possibilitam eleger antimicrobianos com melhor acao
frente a microbiota mamaria dos animais de determinada propriedade (vigilancia
continua), facilitando a escolha de farmacos para o uso no tratamento na lactacdo e/ou no
periodo seco (GUIGUERE et al.,, 2010). Ademais, permite monitorar a ocorréncia de
multirresisténcia aos antimicrobianos em isolados de mastite nos plantéis (RIBEIRO,
2008).

A resposta ao tratamento nos casos de mastite ndo se relaciona somente com o
resultado dos testes de sensibilidade em “in vitro”, posto que varios fatores intrinsecos
aos farmacos, agentes causais e ao processo inflamatério na glandula mamaria
influenciam nas taxas de cura (DINGWELL et al., 2004; RADOSTITS et al., 2007;
RIBEIRO, 2008).

No Brasil, os principais grupos de antimicrobianos disponiveis para o tratamento
intramamario na lactacao e no periodo da vaca seca para a mastite por estafilococos séao
representados pelas cefalosporinas (cefalexina, ceftiofur, cefoperazona, cefoquimona)
penicilinas naturais e sintéticas, aminoglicosideos (neomicina, gentamicina) e

fluorquinolonas [ciprofloxacina] (RIBEIRO, 2008).

2.6 Caracteristicas especificas do cloridrato de ceftiofur para tratamento da
mastite subclinica por estafilococos

Ceftiofur € um antimicrobiano pertencente aos beta-lactamicos (TAVARES, 1996).
E uma cefalosporina de terceira geracdo, de uso exclusivo em medicina veterinaria, com
amplo espectro de acéo e farmacodinamica baseada na inibicdo da sintese da parede da
célula bacteriana (RIBEIRO, 2008; SWINKELS et al., 2012). As cefalosporinas inibem a

sintese da parede das células pela interferéncia com as enzimas essenciais
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(carboxipeptidases) na sintese de peptidoglicanos, este efeito resulta em lise osmética da
célula bacteriana confirmando a atividade bactericida deste agente (GUIGUERE et al.,
2010).

A administracdo intramamaria do ceftiofur € indicada para o tratamento da mastite
clinica e subclinica em vacas leiteiras lactantes, causadas principalmente por
estafilococos, estreptococos e corinebactérias. Vacas com sinais clinicos sistémicos
causados pela mastite devem receber terapia suporte complementar, ndo sendo indicado
somente o tratamento intramamario convencional (RIBEIRO, 2008).

Estudo que avaliou o tratamento intramamario de 352 vacas com mastite utilizando
o ceftiofur subdividiu os animais em trés grupos de tratamento: grupo controle nao tratado,
grupo tratado com 62,5 mg e grupo tratado com 125 mg de ceftiofur. Cada grupo de
tratamento recebeu duas infusGes intramamarias no quarto afetado, com intervalo de 24
horas. Trés defini¢cbes diferentes para a cura foram usadas com propdsito de andlise: 1)
cura clinica definida quando o leite e o Ubere voltaram ao normal 14 dias apés a Ultima
aplicacdo e permanecendo normal aos 21 dias, 2) cura bacteriana definida como a
auséncia do patégeno do pré-tratamento aos 14 e 21 dias pdés-tratamento e 3) cura
definida como auséncia do patdégeno do pré-tratamento aos 14 e 21 dias pds-tratamento e
retorno do leite e do Ubere ao normal, 14 dias apds a ultima aplicacdo e permanecendo
normal aos 21 dias. Entre 337 vacas analisadas para taxas de cura clinica, obteve-se cura
de 54,7% (64/117) para o grupo controle ndo tratado, 69,4% (75/108) para o grupo tratado
com 62,5 mg e 78,6% (88/112) para o grupo tratado com 125 mg (ROY et al., 2009).

2.7 Tratamento da mastite clinica e subclinica

Para otimizar o estado de saude da glandula mamaria é essencial manter registros
dos casos clinicos e subclinicos de mastites (MIDDLETON, 2013), assim como utilizar
racionalmente os antimicrobianos, com o intuito de evitar o aumento da pressao seletiva
para bactérias multirresistentes (GUIGUERE et al., 2010).

A administracdo intramamaria de antimicrobianos é o método mais pratico de
tratamento da mastite bovina (COSTA, 1999; SALAT et al., 2008). De maneira geral, o
tratamento durante a lactagédo tem baixos indices de cura, para a maioria das bactérias, a
destacar os estafilococos (SANTOS e FONSECA, 2007), se comparado ao tratamento no
periodo seco, principalmente para casos de mastite subclinica (RIBEIRO, 2008).

O tratamento na lactacdo pressupde o descarte do leite, no minimo, nas préximas
72 horas apo6s o término da ultima aplicagdo do farmaco, em virtude da presenca — neste
periodo — de residuos de antimicrobianos, que sdo potencialmente prejudiciais aos
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humanos e a industrializacao do leite (LANGONI, 1997; SALAT et al., 2008). No entanto,
0S prejuizos com as mastites clinicas, justificam a intervencao terapéutica em casos
especificos no decorrer da lactacdo (COSTA, 1999; MAIOLINO et al., 2014). O tratamento
precoce da mastite constitui-se também em importante medida preventiva, pois elimina
uma das fontes de infeccdo em potencial, para as demais vacas (MIDDLENTON et al.,
2013).

No Brasil, ao contrario de outros paises, mais de 20 principios ativos estéo
disponiveis comercialmente para tratamento da mastite. Entretanto, muitas vezes, pode
ocorrer 0 insucesso terapéutico. As razbes mais comuns para justificar as falhas da
antibioticoterapia na mastite sédo: (1) distribuicdo inadequada do farmaco pelos fluidos e
tecidos da mama, (2) baixo grau de ionizagdo no leite com pH normal ou alterado, (3)
acao reduzida no foco infeccioso (4) baixa sensibilidade do micro-organismo frente ao
antimicrobiano (5) producdo de enzimas pelos micro-organismos que inativam 0s
antimicrobianos (SANTOS e FONSECA, 2007; RIBEIRO, 2008).

Outro aspecto fundamental no tratamento € a exata identificacdo do animal tratado
e o registro de informacdes de relevancia clinica e laboratorial, historico de tratamentos
anteriores e monitorizagdo da resposta. Informagcbes como a identificagcdo da vaca, 0s
guartos acometidos, a data do evento da mastite, 0 nimero de lacta¢des, a data do parto,
a identificacdo do(s) patdégeno(s), o tratamento empregado (incluindo dose, via e
duracédo), a duracdo do periodo de suspensdo do uso do leite e nivel mais recente de
producdo de leite, também devem ser considerados na abordagem terapéutica
(RADOSTITS et al., 2007; SANTOS e FONSECA, 2007; MAIOLINO et al., 2014).

Nos casos em que sera iniciado o tratamento, sem suporte do resultado do
antibiograma, recomenda-se colher assepticamente amostra de leite do quarto mamario
afetado e manter congelada (-20°G) em freezer convencional (RIBEIRO, 2008). Este
procedimento resguarda o profissional para a necessidade de encaminhamento do leite
do animal para a realizagdo do diagnéstico microbioldgico e antibiograma, na
eventualidade do tratamento em curso nédo surtir o efeito desejavel (RIBEIRO, 2008).

A infusdo intramamaria de antimicrobiano € o método mais comum de tratamento
da mastite bovina durante a lactagédo e na terapia da vaca seca (MIDDLETON et al.,
2013). Os produtos comercializados na forma de antimastiticos descartaveis, que contém
uma dose de antimicrobiano, sdo ideais para o tratamento individual das vacas (SANTOS
e FONSECA, 2007). Os frascos com antimicrobianos, em grande quantidade, suficiente
para varias aplicacdes, apresentam a desvantagem do aumento do risco de contaminacao

(RIBEIRO, 2008). Ambas as apresentacdes tém o mesmo grau de difusdo no interior do
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tecido glandular. O amplo espectro de acdo, o uso de veiculos carreadores e a
associacdo sinérgica entre farmacos, tendem a contornar as limitagcbes de difusdo
mamaria de certos antimastiticos (SANTOS e FONSECA, 2007).

A maioria dos tratamentos intramamarios da mastite bacteriana em animais séo
recomendados, em geral, entre 3 a 5 aplicacdes, em intervalos de 8, 12 a 24 horas,
dependendo das caracteristicas e meia vida de cada antimicrobiano (COSTA, 1999;
PHILPOT e NICKERSON, 2002). Em situacdes especificas, como em infec¢des crbnicas
por estafilococos ou outros agentes refratarios, é recomendada a “terapia estendida”, que
consiste entre 6 a 10 aplicagdes intramaméarias do antimicrobiano, com incremento
significativo nas taxas de cura (SALAT et al., 2008; ROY et al., 2009; MAIOLINO et al.,
2014).

O procedimento utilizado para realizar o tratamento intramamario é fundamental
para se alcancar os resultados desejados. Recomenda-se realizar a antissepsia da
extremidade do teto antes da infusdo do antimicrobiano, para reduzir o niamero de
bactérias presentes na regido, as quais podem ser conduzidas para dentro do canal com
a canula intramamaria (SANTOS e FONSECA, 2007).

A associacdo das vias intramamaéaria (local) e parenteral (sistémica), denominada
terapia combinada, é indicada basicamente nos casos clinicos agudos ou hiper-agudos de
mastite (MAIOLINO et al.,, 2014). Recomenda-se a utilizacdo do mesmo principio ativo
pelas duas vias ou o uso de farmacos com reconhecido efeito sinérgico, tais como:
aminoglicosideos + penicilinas; sulfonamidas + trimetoprim e aminoglicosideos +
cefalosporinas (RIBEIRO, 2008).

Poucos antimicrobianos atingem concentracfes terapéuticas efetivas na glandula
mamaria quando administrados exclusivamente por via parenteral (COSTA, 1999;
GUIGUERRE et al., 2010). Em geral, devido a menor eficacia do tratamento parenteral
comparado ao intramamario, ndo se recomenda o tratamento de animais de producédo
com mastite exclusivamente por via parenteral (RIBEIRO, 2008).

O periodo mais eficaz para o tratamento da mastite subclinica por estafilococos é
na secagem. A terapia da vaca seca possui vantagens em relacéo a terapia na lactacéo.
A taxa de cura dos estafilococos na terapia da vaca seca é mais elevada do que durante a
lactagdo (SALAT et al., 2008; ROY et al.,, 2009). Nos anti-mastiticos de vaca seca,
concentracfes mais altas de antimicrobianos de longa duracdo podem ser usadas, além
de diminuir os riscos de residuos no leite (SANTOS e FONSECA, 2007). A incidéncia de
novas infec¢des durante o periodo seco é reduzida e as lesdes teciduais consequentes a

mastite sao resolvidas antes do parto (SALAT et al., 2008). Ocorre, também, reducédo do
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namero de mastites clinicas no momento do parto e todos os quartos infectados séo
tratados e nos quartos saudaveis serd realizada profilaxia de mastite para a proxima
lactacdo (COSTA, 1999; PHILPOT e NICKERSON, 2002).

2.8 Terapia alternativa para a mastite subclinica por estafilococos na lactacéo

As baixas taxas de cura dos tratamentos convencionais durante a lactagcdo, em
especial para tratamento de infe¢cdes crénicas causadas por S. aureus, tém estimulado a
busca de novas estratégias de tratamento, entre as quais destacam-se a terapia
combinada, a terapia estendida e o uso combinado de vacinagdo e tratamento
intramamario (SALAT et al., 2008; ROY et al., 2009; MAIOLINO, 2014). Essas estratégias
incrementam o custo do tratamento, embora possam ser aplicadas em situacdes
individualizadas, onde a prevaléncia de infeccdes crénicas € elevada ou para animais de
alto valor zootécnico como novilhas com mastite (SHIPIGEL et al., 2006).

Para a implantag&o de protocolos terapéuticos alternativos, fatores relacionados ao
histérico de cada animal devem ser avaliados como: idade, estagio de lactacéo, volume
de producéo diaria e CCS antes do tratamento (SALAT et al., 2008; ROY et al., 2009).

2.9 Terapia estendida

O tempo de aplicacdo do antimicrobiano no tratamento € um fator que influencia a
cura bacterioldgica resultante do tratamento (BARKEMA et al., 2006; SALAT et al., 2008;
ROY et al.,, 2009; MIDDLENTON, 2013). O estagio de lactacdo é outro fator que
determina a relagdo custo/beneficio do tratamento, pois mesmo em casos com elevada
probabilidade de cura clinica, vacas em final de lactacdo apresentam menor potencial de
retorno econdmico quando comparadas com animais em inicio de lactacdo (DINGWELL
et al., 2004; GILLESPIE et al., 2009).

A terapia estendida consiste no aumento da duracao do tratamento intramamario (6
a 10 dias), em relacéo ao tratamento convencional de 3 a 5 dias de duracédo (PYORALA,
2009; KASRAVI et al., 2011). Roy et al, (2009) avaliaram a cura bacteriol6gica da mastite,
no tratamento convencional e estendido por via intramamaria, segundo o tipo de agente
causal. As vacas multiparas com mastite por S. aureus apresentaram taxas de cura de
10%, 20% e 35%, respectivamente, com 2, 5 ou 8 dias de tratamento. Em contraste, as
primiparas apresentaram incremento nas taxas de cura 15%, 25% e 40%, nas mesmas
condi¢cBes. Para os ECN, as taxas de cura foram 55% em animais sem tratamento, 70%

com dois dias, 75% com cinco dias e 80% com oito dias de tratamento.
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Entre os potenciais beneficios da terapia estendida, pode-se citar a reducdo na
contagem de células somaticas, o restabelecimento da qualidade e da producéo leiteira
em animais infectados cronicamente ou com agentes refratarios a terapia convencional
(DINGWELL et al., 2004; PYORALA, 2009). No entanto, esses beneficios devem ser
analisados, também, em relacdo ao custo do antimicrobiano, no maior tempo de descarte
do leite e provaveis riscos de novas infec¢des pelo uso de infusdes repetidas no mesmo
guarto (RIBEIRO, 2008).

O aumento da duracdo em dias do tratamento intramamario incrementa a cura
bacteriol6gica da mastite causada por estafilococos principalmente por S. aureus e
estreptococos ambientais. Contudo, o uso da terapia estendida como rotina, sem o prévio
conhecimento do agente causal ndo é economicamente viavel (ROY et al.,, 2009;
MIDDLENTON, 2013; MAIOLINO et al., 2014).

A terapia estendida da mastite bovina tem se mostrado uma alternativa viavel para
o tratamento de agentes refratarios — como os estafilococos - durante a lactacao de vacas
com mastite subclinica (PYORALA, 2009). No entanto, sdo escassos 0s estudos com
essa modalidade de tratamento em primiparas, bem como, o restabelecimento da
producdo de leite, a reducdo na CCS e a avaliagdo dos residuos dos antimicrobianos
apos tratamento.

2.10 Residuos de antimicrobianos em terapia estendida

O controle da mastite é fundamental no sistema producéo de leiteira (RUEG, 2010).
Os produtores tém buscado, de modo continuado tecnologias que tornem as industrias
mais eficientes, gerando produtos de alta qualidade, com baixo custo e maior rendimento
industrial (VILLA, 2009). Paralelamente, incluem no cotidiano o uso de produtos que
garantam saude e maior producdo animal, como os antimicrobianos (MIDDLENTON,
2013). O uso indiscriminado destes farmacos aumenta a pressao seletiva para linhagens
de micro-organismos resistentes, além do risco de residuos no leite e derivados lacteos
(RIBEIRO, 2008; GUIGUERE et al., 2010).

A presenca de residuos de antimicrobianos ou inibidores do crescimento de micro-
organismos causa prejuizos para a industria, pela diminuicdo ou inibicdo da quantidade
de bactérias responsaveis pela fermentacdo, processo rotineiramente utilizado na
producao de queijos e iogurtes (SANTOS e FONSECA, 2007; MOTTA et al., 2015), bem
como a possibilidade de reacfes organicas indesejaveis nos humanos (GUIGUERE et al.,
2010).
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No Brasil, diversos estudos tém-se preocupado em monitorar a presenca de
residuos de antimicrobianos no leite bovino produzido no sistema convencional. Villa
(2009) ao avaliarem a ocorréncia de residuos de antimicrobianos em 96 amostras de leite
comercializado em Brotas, SP, encontraram 50% de positividade, das quais 34,8% das
amostras foram positivas para antimicrobianos do grupo beta-lactamicos. Martin et al.
(2011) encontraram 38,5% das amostras de leite pasteurizado tipo C em Salvador, BA,
contendo residuos de antimicrobianos. Em contraste, Almeida et al. (2003) ao
investigarem o leite de 158 propriedades rurais de Uberlandia, MG, detectaram residuos
de beta-lactamicos em somente 1,89% das amostras.

O consumo de leite e derivados contendo residuos de antimicrobianos pode
desencadear distarbios alérgicos em individuos sensiveis, efeitos toxicos e
carcinogénicos, alteracdes no equilibrio da microbiota intestinal, assim como favorer a
pressdo seletiva para linhagens de bactérias resistentes no trato gastrintestinal dos
humanos (ALMEIDA et al., 2003).

Atualmente, existem varios métodos de deteccdo de residuos de antimicrobianos
ou inibidores do crescimento de micro-organismos no leite, incluindo testes inibidores de
multiplicagdo bacteriana, métodos imunologicos, testes receptores e enzimaticos
(ALMEIDA et al., 2003; SALAT et al., 2008; MIDDLENTON, 2013).

Para a avaliacdo da presenca de antimicrobianos tem sido amplamente
utilizado o “kit” comercial de inibicAo da multiplicacdo bacteriana em meio de cultivo
especifico (Delvotest™ - Food Specialties Dairy Ingredients — Holanda) em virtude da
praticidade e capacidade de identificar grande quantidade de principios ativos. Este tipo
de teste consiste na observacdo da capacidade de multiplicacdo “in vitro” do Bacillus
stearothermophilus na presenca de residuos de antimicrobianos no leite (KUKUROVA e
HOZOVA, 2003).

Ao contrario dos testes imunoldgicos, que empregam anticorpos especificos
para detectar um antimicrobiano particular, alguns testes usam receptores especificos que
detectam varias classes de substancias antimicrobianas (MOTTA et al.,, 2015). Como
exemplo, pode ser citado SNAP (ldexx Laboratories, EUA), que é um teste enzimatico,
com receptor especifico no qual beta-lactamicos sdo capturados por uma proteina em um
suporte plastico (FONSECA e SANTOS, 2007). Dentre os principais antimicrobianos
administrados ao rebanho leiteiro, encontram-se 0s beta-lactamicos, 0s quais sao
representados principalmente pelas penicilinas e cefalosporinas, os aminoglicosideos, o
florfenicol, as tetraciclinas e os macrolideos (RADOSTITS et al.,, 2007; RIBEIRO, 2008;
MARTIN, 2011).
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Estudo realizado no Brasil aponta o grupo dos beta-lactamicos como o mais
difundido entre os antimicrobianos utilizados no tratamento de infec¢cdes em vacas
leiteiras na regido Sul do Pais, representando 38,22% do total de farmacos, seguido de
aminoglicosideos (25,19%), tetraciclinas (15,41%), macrolideos (7,59%) e cefalosporinas
(4,19%) [NETO et al. 2015]. Estudos acerca das classes de antimicrobianos mais
frequentemente utilizados pelos produtores de leite sdo importantes a medida que
poderiam auxiliar na sua deteccéo pelos 6rgaos fiscalizadores, no intuito de se combater
0 uso indiscriminado desses principios ativos (MARTIN et al., 2011).

A Instrucdo Normativa 62 (BRASIL, 2012) exige o monitoramento mensal da
presenca de residuos de antimicrobianos no leite bovino, cuja responsabilidade é das
indUstrias. As analises devem ser realizadas somente por laboratorios oficiais ou
credenciados do MAPA (BRASIL, 2012). O conhecimento da exposicdo da populacédo a
esses compostos é de fundamental importancia para nortear as a¢des de controle visando
a protecao do consumidor (MARTIN, 2011).

Em virtude da baixa eficacia terapéutica da mastite subclinica bovina por
estafilococos na lactacdo e de reduzido nimero de estudos nesta modalidade de
tratamento com o ceftiofur por periodo estendido, particularmente, em primiparas o
presente estudo pretende investigar a eficacia da cura bacteriolégica do ceftiofur no
tratamento intramamario estendido de primiparas bovinas com mastite subclinica,
naturalmente infectadas por estafilococos, bem como avaliar o restabelecimento da

producéo do leite e a redugéo da CCS apo0s o tratamento.
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3. HIPOTESES DE ESTUDO

Na a literatura cientifica consultada, ndo foram encontrados estudos comparando o
perfil de sensibilidade “in vitro” de estafilococos isolados de mastite em primiparas
bovinas e a terapia estendida “in vivo”, no mesmo animal, utilizando o ceftiofur.

Ainda, a maioria dos estudos com tratamento estendido tém envolvido novilhas ou
vacas adultas. Assim, € praticamente incipiente o conhecimento sobre a dindmica da
infecdo mamaria em primiparas bovinas, tratadas por periodo estendido.

Apesar do maior gasto com infusdes intramamarias e tempo de proibicdo superior
para 0 uso do leite - em razdo dos residuos do ceftiofur - espera-se que a terapia
estendida restabeleca a qualidade e a producdo de leite, reduza a CCS e apresente
maiores taxas de cura bacterioldogica da mastite subclinica por estafilococos em
primiparas bovinas, quando comparada a animais ndo tratados ou com tratamento

convencional.
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar a eficacia do ceftiofur no tratamento intramamario estendido de primiparas

bovinas com mastite subclinica por estafilococos.

4.2 Especificos

v Comparar o perfil de sensibilidade “in vitro” dos isolados diante do ceftiofur e de outros
principios ativos de antimicrobianos indicados no tratamento da mastite bovina;

v/ Comparar a cura microbiol6gica da mastite subclinica estafilocécica entre primiparas,
néo tratadas e tratadas, de forma estendida com o cefiofur;

v" Avaliar a reducd@o na contagem de células somaticas e escores do CMT nos animais
tratados de forma estendida;

v'Detectar a presenca de residuos de antimicrobianos no leite dos animais com mastite
subclinica em diferentes tempos (em dias) ap0s a terapia estendida;

v" Investigar a influéncia da reducdo do leite entre primiparas, com e sem mastite

subclinica por estafilococos, tratadas ou ndo de modo estendido com o ceftiofur.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Delineamento experimental

Foi investigada a cura bacteriolégica, a contagem de células sométicas (CCS), a
presenca de residuos de antimicrobianos e o restabelecimento da producéo do leite apds
o tratamento intramamario estendido, em primiparas bovinas com mastite subclinica

naturalmente infectadas, utilizando o cloridrato de ceftiofur?.

5.2 Animais

Foram utilizadas 60 primiparas, da raca holandesa, entre 3 a 5 anos de idade, com
lactacdo entre 15 e 200 dias, provenientes de rebanhos com média diaria igual ou
superior a 15 litros/dia, criados em sistema de pastejo rotacionado, diagnosticadas com
mastite subclinica naturalmente infectadas por estafilococos e que nao receberam
tratamento prévio no decorrer da lactagdo com outros antimicrobianos. Os animais foram
provenientes de criatorios com ordenha mecéanica, as quais foram selecionadas entre
cerca de 880 primiparas em lactacdo, procedentes de 15 propriedades leiteiras do

municipio de Dois Vizinhos, regido Sudoeste do Estado do Parana.

5.3 Diagnéstico da mastite subclinica e clinica

A mastite subclinica foi diagnosticada pelo teste de CMT (California Mastitis Test),
conforme metodologia descrita por Schalm e Noorlander. (1957). Os quartos mamarios
gue apresentaram reacdo positiva nos escores 2+ ou 3+ foram submetidos a colheita de
leite para o diagndstico microbiolégico.

O diagnéstico da mastite clinica foi procedido ao longo do acompanhamento dos
animais do estudo. A mastite clinica foi diagnosticada utilizando o teste da caneca telada
de fundo escuro (teste de Tamis), que possibilita a visualizacdo de alteracbes
macroscopicas no leite (grumos, pus, sangue, dessora).

Animais com alteracbes na glandula (nédulos, edema, fistulas, congestéo,
abscessos) e/ou sinais sistémicos (febre, taquicardia, dificuldade respiratoria, inapeténcia,
anorexia, diminuicdo dos movimentos ruminais) foram considerados acometidos por

mastite clinica com sinais sistémicos e excluidos do estudo.

'Spectramast™ — 125mg/10ml - Pfizer Satide Animal, S&o Paulo, SP
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5.4 Colheita de amostras de leite

Amostras de leite obtidas exclusivamente das primiparas com mastite subclinica
foram colhidas apos desinfeccdo do canal do teto com solugdo de iodopovidona (2%),
secagem com papel toalha descartavel e eliminacdo dos primeiros jatos de leite. O leite
(5mL) foi colhido em tubos estéreis com tampa de rosca, imediatamente refrigerado (4-
8C° e encaminhado para o cultivo microbiolégico. As amostras foram colhidas entre
janeiro de 2013 a junho de 2015.

5.5 Grupos de tratamento

Foram constituidos quatro grupos (G1, G2, G3 e G4) de fémeas bovinas para a

avaliacao do tratamento da mastite subclinica, como segue:

G1 (grupo negativo): 15 primiparas com CMT negativo, isolamento microbiolégico
negativo e CCS < 200.000 células/mL;

G2 (grupo positivo ndo tratado): 15 primiparas com CMT positivo (2+ ou 3+),
isolamento positivo de estafilococos e CSS > 200.000 células/mL, ndo tratados com

ceftiofur;

G3 (grupo positivo tratado no inicio da lactacdo): 15 primiparas com CMT positivo
(2+ ou 3+), isolamento positivo de estafilococos e CCS > 200.000 células/mL, com
lactacdo entre 15 a 100 dias, submetidas ao tratamento intramamario estendido com

ceftiofur por cinco dias, com aplicacdo a cada 12 horas;

G4 (grupo positivo tratado no meio da lactacdo): 15 primiparas com CMT positivo
(2+ ou 3+), isolamento positivo de estafilococos e CCS > 200.000 células/mL, com
lactacdo entre 101 a 200 dias, submetidas ao tratamento intramamario estendido com

ceftiofur por cinco dias, com aplicacdo a cada 12 horas.

Foi considerado para a constituicdo dos grupos somente um quarto mamario por
animal. Com efeito, cada quarto mamario foi considerado uma unidade animal,

perfazendo 60 animais para a formacéo dos quatro grupos.

5.6. Protocolo de tratamento intramamario estendido

O tratamento intramamario foi realizado respeitando condi¢cdes adequadas de
antissepsia. Foi instituido 7 dias apds o isolamento de estafilococos nas amostras de leite

das primiparas com mastite subclinica, apos comprovada a sensibilidade “in vitro” do

Motta, R.G., 2015



42

isolado diante do ceftiofur. Todos 0s animais tratados que permanecerem na composSi¢ao
dos grupos de tratamento (G3 e G4) apresentaram, obrigatoriamente, isolados de

estafilococos sensiveis “in vitro” ao ceftiofur.

Os animais dos grupos G3 e G4 receberam o tratamento intramamario a cada 12
horas, por cinco dias consecutivos, totalizando dez aplicagdes do antimastitico a base de
ceftiofur.

O estudo foi dividido em cinco momentos (M) denominados MO, M1, M2, M3 e M4,

a saber:

MO ou dia zero = diagnostico da mastite subclinica e isolamento de estafilococos

sensiveis “in vitro” ao ceftitofur;
M1 = 7 dias apoés o diagnostico da mastite subclinica e inicio da terapia estendida;

M2 = 2 dias apds o término do tratamento estendido (correspondendo ao dia 14

apOs o da mastite subclinica);

M3 = 7 dias ap6s M2 (correspondendo ao dia 21 apés o diagndstico da mastite ou

9 dias apos o final do tratamento);

M4 = 7 dias apés M3 correspondendo ao dia 28 apos o diagnostico da mastite ou

16 dias apos o final do tratamento.

Em todos os momentos os animais foram submetidos a mensura¢édo do volume de
leite produzido, avaliacdo do CMT, teste da caneca telada de fundo escuro, isolamento
microbioldgico e identificacdo de micro-organismos, presenca de substancias inibidoras
do crescimento microbiano (residuos de antimicrobianos) e a quantificacdo da CCS. A
afericdo do volume de leite produzido foi realizada a partir de mensurador acoplado ao
conjunto de ordenha. Assim, ndo foi possivel avaliar a producdo individual por quarto
mamario, sendo considerada a producéo total do animal, somada a producdo da primeira

e segunda ordenha do dia em estudo.

5.7 Isolamento e caracterizacdo fenotipica dos estafilococos

As amostras de leite dos animais com mastite subclinica foram colhidas
assepticamente de todos os animais, nos quatro grupos, ao longo de todos os momentos
do estudo (MO, M1, M2, M3 e M4). Todas as amostras foram encaminhadas ao
Laboratério de Diagndéstico Microbiologico da Unido de Ensino do Sudoeste do Parana,
UNISEP/Campus Dois Vizinhos, PR. Em seguida, foram semeadas nos meios de agar

suplementado com sangue bovino desfibrinado (5%) e agar MacConkey, mantidos a
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37°C, em condicdes de aerobiose. As culturas foram avaliadas com 24, 48 e 72 horas de
incubacdo e os micro-organismos identificados segundo as caracteristicas morfotintoriais,
bioquimicas e de cultivo (QUINN et al., 2011).

As colbnias bacterianas sugestivas do género Staphylococcus foram coradas pelo
método de Gram com o objetivo de visualizar a morfologia e caracteristicas tintoriais.
Colbnias com cocos gram positivos, agrupados em forma de “cacho-de-uva”, foram
submetidos as provas de catalase, coagulase, manitol salt agar e prova da Dnase
(TRABULSI et al., 2002; QUINN et al., 2011). Para diferenciacdo de estafilococos
coagulase positiva (ECP) e coagulase negativa (ECN) foi realizada a prova da coagulase
em tubos (WINN JUNIOR et al., 2008; QUINN et al., 2011).

5.8 Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”

Todos os estafilococos isolados dos animais com mastite subclinica nos grupos
positivos (G2, G3 e G4), especialmente no MO, foram submetidos ao teste de
sensibilidade microbiana “in vitro” (antibiograma) pelo método de difusdo com discos
(BAUER et al., 1966). Os resultados do perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” foram
avaliados segundo o Clinical Laboratory Standard Institute - CLSI (CLSI, 2013).

A sensibilidade “in vitro®, da totalidade dos isolados foi avaliada diante do cloridrato
de cefitiofur (30ug), cefoperazona soédica (75ug), gentamicina (10ug), ciprofloxacino (5ug),
cloxacilina (25ug), tetraciclina (15ug), penicilina (40ug), cefalexina (25ug) e oxacilina
(1pg).

Foram utilizados no estudo principios ativos de antimicrobianos frequentemente
recomendados para o tratamento intramamario da mastite em vacas em lactacdo no
Brasil e/ou disponiveis comercialmente no pais, com especial interesse de acdo contra
estafilococos (COSTA, 1999; SANTOS e FONSECA, 2007; RIBEIRO, 2008; LANGONI et
al., 2009).

5.9 Contagem eletrénica de células somaticas

Todas as amostras de leite das primiparas bovinas colhidas nos diferentes
momentos do estudo (MO, M1, M2, M3 e M4) foram acondicionadas em tubos apropriados
de plastico e homogeneizadas com conservante celular de leite (bromopol), visando a
CCs.

O material foi disposto em caixas apropriadas e enviado para o Laboratorio de

analises de alimentos da Unido de Ensino do Sudoeste do Parana - UNISEP/Campus
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Dois Vizinhos,PR, com a finalidade de quantificar o nimero de células somaticas, de
acordo com as recomendagcdes técnicas do equipamento (Somacount 500%).

5.10 Avaliacdo de inibidores do crescimento de micro-organismos / residuos de
antimicrobianos no leite

A presenca de residuos de antimicrobianos foi investigada em todas as amostras
de leite referentes aos momentos MO, M1, M2, M3 e M4 utilizando o kit comercial
Delvotest™?. Paralelamente, as mesmas amostras também foram submetidas ao Snap-
test™3 visando & deteccdo de residuos de antimicrobianos pertencentes a classe dos
beta-lactamicos conforme as recomendacdes do fabricante - realizado no Laboratério de
analises de alimentos da Unido de Ensino do Sudoeste do Parana — UNISEP/Campus
Dois Vizinhos, PR. As amostras foram mantidas congeladas (-20°C) até o processamento.

O Delvotest™ tem como principio de acdo a inibicAo da multiplicagdo do micro-
organismo Bacillus stearothermophilus variedade calidolactis C953, sensivel aos
principais grupamentos de antimicrobianos de uso veterinario e humano. O micro-
organismo esta disposto em agar, no qual 0,1mL da amostra de leite é inoculada. Em
seguida, o kit é incubado a 64°C por trés horas. Apds esse periodo, a presenca de
residuos de antimicrobianos ou inibidores do crescimento bacteriano na amostra de leite
impedira ou reduzird a multiplicacdo do micro-organismo e o meio com indicador de pH
permanecera com coloracao inalterada (azul), caracterizado como positivo. Na auséncia
de antimicrobianos detectaveis pelo teste, o micro-organismo se multiplicara acidificando
0 meio, alterando sua cor para amarelo, resultado considerado negativo.

Para a pesquisa especifica dos antimicrobianos beta-lactamicos no leite, preconiza-
se 0 uso do Snap-test™, os quais sdo disponibilizados em kits descartaveis. Os kits sao
individualizados em envelopes de aluminio lacrados e compostos por um suporte plastico,
uma pipeta plastica descartavel com uma linha indicadora para aliquota da amostra
(45uL) e um tubo plastico com tampa, contendo um “pelet” liofilizado do conjugado com as
proteinas que ligam os beta-lactamicos. Para incubacao das amostras a 45°C * 5,0°C, um
bloco aquecedor duplo (ldexx Laboratories, EEUU) foi utilizado. Os kits foram mantidos
em temperatura de refrigeracdo a *5°C, até o uso, conforme recomendagfes do

fabricante.

lSomacaunt 500. Bentley, USA
ZDelvotest™: DSM Food Specialties Dairy Ingredients — The Netherlands.
% Snap-testt™: Idexx Laboratories, EEUU -EUA
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De acordo com a sensibilidade dos testes de triagem aprovados pelo “Food and
Drug Administration” (FDA) para a pesquisa de residuos do grupo beta-lactamicos, a
menor concentracdo detectada para o “Delvotest” € de 3 ppb (partes por bilhdo) para
penicilina, 10 ppb para ampicilina, 8 ppb para amoxicilina, 30 ppb para cloxacilina, 8 ppb
para cefapirina e 50 ppb para ceftiofur, enquanto que para “BL Snap Test” as
concentracfes minimas detectadas sdo, respectivamente, 5 ppb, 10 ppb,10 ppb, 50 ppb,
8 ppb e 50 ppb, respectivamente, para os antimicrobianos citados anteriormente (NMC,
2006).

5.11 Acompanhamento dos animais

Ao longo dos 28 dias de estudo, a partir do diagndéstico da infeccdo mamaria
subclinica, os animais foram monitorados quanto aos parametros fisioldgicos, exame da
glandula mamaria, teste de Tamis e CMT. Os animais que apresentaram mastite clinica
e/ou outras condi¢des descritas no subitem 5.13, a destacar infec¢des sistémicas, foram
excluidos do estudo e outro animal foi incluido, a fim de manter o niumero de 15

animais/grupo.

5.12 Avaliacao da cura bacteriolégica
A cura bacteriologica foi considerada nos quartos mamarios que ndo apresentaram
0 reisolamento dos mesmos micro-organismos identificados no MO com 28 dias apos

tratamento (M4).

5.13 Critérios de exclusado de animais

Foram excluidos animais que, ao longo do estudo, apresentaram qualquer uma das
seguintes condi¢cbes: (1) desenvolveram sinais clinicos de mastite no leite, na glandula
mamaria e/ou sistémicos descritos no subitem 5.3, (2) o isolado de estafilococos néo foi
sensivel “in vitro” ao ceftiofur (parcialmente sensiveis ou resistentes), (3) animais
acometidos por outras infecgcdes que necessitaram do uso de antimicrobianos diferentes
do ceftiofur e/ou uso de outros farmacos pela via parenteral, (4) impossibilidade de
tratamento em qualquer momento do estudo, (5) impossibilidade de colheita de material
em qualquer momento do estudo e (6) presenca de residuos de antimicrobianos no Snap
test nos momentos MO e M1 e (7) isolamento de qualquer agente no Grupo negativo. Com

efeito, para a constituicdo e manutencdo dos quatro grupos (G1, G2, G3 e G4), contendo
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15 / animais / grupo, perfazendo 60 animais em estudo, adotando os critérios de exclusao
supra citados, foi necessario o diagnostico e o acompanhamento de 327 primiparas.

5.14 Tratamento estatistico dos resultados

Foram comparados os diferentes momentos (MO, M1, M2, M3 e M4), segundo a
efetividade de cura bacteriologica do ceftiofur no tratamento estendido e a redugcédo na
CCS, utilizando o teste de Qui-quadrado (Teste de McNemar), com nivel de significancia
P<0,05 (TRIOLA, 1999; DANIEL, 2009; FIELD, 2012).

Preliminarmente, as variaveis continuas e ordinais foram submetidas ao teste de
Shapiro-Wilk para comprovacédo do pressuposto de normalidade dos dados, pelo qual se
constatou que somente a producdo de Leite em Kg/vaca/dia apresentou distribuicdo
paramétrica. Para determinar se as médias de producao de leite diferiram entre os grupos
utilizou-se, inicialmente, o teste de Levene para validacdo da homogeneidade de
variancias. Uma vez que o pressuposto foi negado, empregou-se a analise de variancia
em uma via (ANOVA one-way) com correcdo de Welch e contrastes pelo método de
Games-Howell. Para determinar se as médias de producdo de leite diferiram entre
momentos, dentro de cada grupo, recorreu-se ao teste de analise de variancia para
medidas repetidas, com validacdo do pressuposto de esfericidade de dados pelo método
de Mauchly e contrastes pelo método Sidak. Nos casos em que 0 pressuposto de
esfericidade de dados foi violado, aplicou-se a correcdo de Greenhouse-Geisser. Para
determinar se as contagens de células somaticas e escores de CMT diferiram entre
grupos, recorreu-se ao teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis com contrastes pelo
método de Student-Newman-Keuls. Para comparar estes parametros entre momentos,
dentro de cada grupo, empregou-se o teste ndo paramétrico de Friedman, com contrastes
pelo método de Dunn. Todas as compara¢des foram conduzidas nos softwares SPSS,
versdo 16.0 e Biostat 5.3, adotando-se valor de 5% de significancia (FIELD, 2012).

O calculo do tamanho amostral foi realizado de acordo com Daniel (2009),

determinado pela férmula apresentada na Figura 1:
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NP (1 - P)

d2
XxX(N-1)+ P x (1-P)

2
Z 1-a/2

Figura 1. Férmula utilizada para definicdo do universo amostral. N = tamanho da populacéo (finita); P =
prevaléncia estimada na populacdo; d = margem de erro aceitavel. Com base neste calculo foi necesséria a
colheita de, no minimo, 24 amostras de leite de primiparas acometidas por mastite subclinica estafilocdcica
no local do estudo. Os resultados obtidos foram analisados por estatistica descritiva geral no programa
estatistico BioStat 5.3%, considerando intervalo de confianca de 95% e nivel de significancia P< 0,05.

5.15. Comité de Etica e Experimentagdo Animal
O estudo foi executado com a aprovacédo no Comité de Etica e Experimentacio
Animal (CEEA) da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP (protocolo n® 37-2015), posto que n&o

fere nenhum preceito de bem estar e experimentacédo animal.
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6. RESULTADOS

6.1 Cura microbioldgica
Os resultados referentes a cura microbioldgica estdo sumariados na Tabela 1.
Foram evidenciadas trés situagdes: (1) cura microbiolégica com reducdo na CCS, (2) cura

microbiolégica sem reducado na CCS e (3) animais ndo curados.

Tabela 1. Cura microbiolégica e reducdo na contagem de células somaticas (CCS), cura
microbiol6gica sem reducdo na contagem de células somaticas e animais ndo curados, apés o
tratamento intramamario estendido com cloridrato de ceftiofur, em primiparas bovinas com mastite

subclinica naturalmente infectadas por estafilococos. Botucatu, SP. 2015.

Cura microbiolbgica e Cura microbioldgica Animais ndo curados

reducdo na CCS sem reducédo na CCS
n%animais / n%animais / n2animais /

total grupo (%) total grupo (%) total grupo (%)
Grupos de Estudo
Gl NA NA NA
G2 3/ 15 (20,00%)* 1/15 (6,66%) 11/ 15 (73,34%)°
G3 11 /15 (73,34%)" 0 (%) 4/ 15 (26,66%)"
G4 7 115 (46,66%)° 0 (%) 8/ 15 (53,34%)°

p = Valores de significancia para comparagdo entre grupos pelo teste de andlise de varidncia, na mesma coluna,
seguidas de letras minusculas diferentes diferem estatisticamente. G1= Grupo negativo, G2= Grupo positivo ndo
tratado, G3= Grupo tratado no inicio da lactagdo, G4= Grupo tratado no meio da lactacéo, NA = ndo avaliado.

A cura microbiolégica com reducdo na CCS espontanea para a mastite subclinica
causada por estafilococos pode ser evidenciada em trés animais (20%). Somente em um
animal (6,66%) houve a cura microbiolégica sem a redug¢édo na CCS, no grupo positivo
(G2), que nao recebeu nenhum tratamento antimicrobiano durante o estudo. Nos grupos
submetidos ao tratamento intramamario com cloridrato de ceftiofur foi evidenciada cura
microbiolégica com reducdo na CCS em 11 animais (73,34%) no grupo tratado no inicio
da lactacéo (G3) e em sete animais (46,66%) no grupo tratado no final da lactacdo (G4)
[Tabela 1]. Assim, nos grupos tratados (G3+G4) e nao tratado (G2) a taxa de cura

microbioldgica foi, respectivamente, 60,00% (n= 18/30) e 26,66% (n= 4/15), mostrando
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resultado significante (P<0,05) entre essas variaveis. Na mesma Tabela, é possivel
evidenciar insucesso “in vivo” do ceftiofur que no presente estudo, foi de 26,66% (n= 4/15)
para o grupo tratado no inicio da lactacao e 53,34% (n= 8/15) no grupo tratado no meio da
lactacdo, mesmo com o tratamento sendo respaldado na sensibilidade “in vitro”

obrigatdria dos isolados (antibiograma).

6.2 Cultivo Microbiolégico

Foram isoladas 45 linhagens de Staphylococcus spp. das 300 amostras de leite
colhidas de novilhas saudaveis (G1) e portadoras de mastite subclinica (G2, G3, G4)
[Quadro 1]. Destas 45 linhagens de estafilococos isoladas, 41 (91,12%) foram
classificadas como coagulase positivas e 4 (8,88%) coagulase negativas no teste da
coagulase em tubos. Nos grupos G2, G3 e G4 foram identificados, respectivamente, 15,
12 e 14 estafilococos coagulase positivos. No grupo G3 foram identificados trés isolados
coagulase negativos e no G4 somente um coagulase negativo. As espécies de
estafilococos coagulase positivos (ECP) e negativos (ECN) identificadas, segundo os
grupos, estdo sumariadas no Quadro 1.

Entre o grupo dos ECN identificou-se nas primiparas amostradas exclusivamente

S. epidermidis em 8,88% (n= 4/58) amostras de leite dos animais com mastite subclinica.
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Quadro 1: Distribuicdo das espécies de ECP e ECN identificadas no leite de primiparas bovinas,

com mastite subclinica, naturalmente infectadas. Botucatu, SP, 2015.

Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
n®linhagens/  n®linhagens / n® linhagens /
Espécies de total total total Total de
estafilococos de linhagens de linhagens de linhagens linhagens
(%) (%) (%)

ECP 15/15 (100,0%) 12/15 (80,0%) 14/15 (93,33%) [41/45(91,12%)
S. intermedius 8/15 (53,33%) 8/15(53,33%) 2/15 (13,33) 18/45 (40,0%)?
S. aureus 7115 (46,67%) 4/15 (26,66%) 12/15 (80,0%) 23/45 (51,11%)?
ECN (0/15) - 3/15 (20,0%) 1/15 (6,66%) 4/45 (8,88%)
S. epidermidis (0/15) - 3/15 (20,0%) 1/15 (6,66%) 4/45 (8,88%)"
TOTAL DE 15/15 (100,0%) 15/15 (100,0%) 15/15 (100,0%) 45/45 (100,0%)
LINHAGENS

ECP = Estafilococos coagulase positivo; ECN = Estafilococos coagulase negativo; n® = nimero; S. = Staphylococcus.
Grupo 1 néo incluso por se tratar do controle negativo (animais com isolamento microbiolégico negativo). Valores de
significancia para comparacdo entre grupos pelo teste de andlise de variancia na mesma coluna, seguidas de letras

minUsculas diferentes, diferem estatisticamente.

6.3 Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”

No perfil de sensibilidade microbiana - na prova de difusdo com discos - as
linhagens de estafilococos isoladas das primiparas com mastite subclinica apresentaram
maior sensibilidade para oxacilina (80,0%), ceftiofur (77,78%) e cefalexina (77,78%),
seguidas por ciprofloxacino (66,66%), cefoperazona (60,00%) e gentamicina (60,0%)
[Tabela 2].

Em contraste, cloxacilina (24,44%), penicilina (35,56%) e tetraciclina (44,46) foram
0s antimicrobianos menos efetivos frente aos estafilococos isolados no presente estudo
(Tabela 2).
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Tabela 2. Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”, na prova de difusdo com discos, em
linhagens de Staphylococcus spp. isoladas de primiparas bovinas com mastite subclinica
Botucatu, SP, 2015.

Sensivel Parcialmente Sensivel Resistente
n®isolados/n® de n®isolados/n® de n%isolados/n®

sensiveis parcialmente sensiveis de resistentes
Antimicrobiano (%) (%) (%)
Oxacilina 36/45 (80,0%)? 7/45 (15,55%)% 2145 (4,45%)7
Ceftiofur* 35/45 (77,78%)? 5/45 (11,11%)? 3/45 (6,65%)*
Cefalexina 35/45 (77,78%)% 7145 (15,55%)2 3/45 (6,65%)%
Ciprofloxacino 30/45 (66,66%)" 10/45 (22,22%)? 5/45 (11,12%)"
Cefoperazona 27145 (60,0%)° 12/45 (26,67%)" 6/45 (13,33%)"
Gentamicina 27145 (60,0%)" 11/45 (24,44%)" 7145 (15,56%)"
Tetraciclina 20/45 (44,46%)° 11/45 (24,44%)" 14/45 (31,10%)°
Penicilina 16/45 (35,56%)" 10/45 (22,22%)" 19/45 (42,22%)°
Cloxacilina 11/45 (24,44%)° 14/45 (31,11%)° 20/45 (44,45%)°

*As linhagens parcialmente sensiveis e resistentes nesta tabela fazem parte do G2 (controle positivo sem tratamento),
posto que, para serem incluidas nos grupos G3 (tratamento no inicio da lactagdo) e G4 (tratamento no meio da
lactacdo), a sensibilidade diante do ceftiofur era pré-requisito. p = Valores de significancia para comparagéo entre
grupos pelo teste de andlise de varidncia na mesma coluna, seguidas de letras minlsculas diferentes, diferem

estatisticamente.

No presente estudo, os isolados foram pouco resistentes aos antimicrobianos
pertencentes a classe das cefalosporinas. Particularmente para o ceftiofur foi identificado
somente 11,11% de isolados parcialmente sensiveis e 6,65% resistentes (Tabela 2).

Foi observada multirresisténcia para trés ou mais antimicrobianos em 5/15
(33,33%), 3/15 (20,0%), 3/15 (20,0%) linhagens de Staphylococcus spp. isoladas,
respectivamente, nos grupos G2, G3 e G4, o que representa 28,88% (n= 13/45) de todos
os isolados estudados. Também foi possivel observar que nenhum isolado foi sensivel a

todos antimicrobianos testados, ainda que o estudo tenha sido conduzido em primiparas.

6.4 Deteccdo de residuos e/ou substancias inibidoras do crescimento microbiano
Do total de 60 amostras de leite colhidas no momento 0 (MO), 8 (13,33%) foram
positivas para o teste de deteccdo de substancias inibidoras do crescimento bacteriano na
prova de Delvotest™, das quais 2/15 (13,33%) no grupo G1, 2/15 (13,33%) no G2, 2/15
(13,33%) no G3 e 2/15 (13,33%) no G4. Em contrapartida, todas as amostras mostraram-
se negativas para substancias inibidoras ao Snap test™. Esse mesmo resultado também

foi observado no M1 (Quadro 2).
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Quadro 2. Deteccao de residuos de antimicrobianos e/ou substancias inibidoras do crescimento
bacteriano - utilizando testes comerciais - no leite de primiparas bovinas com e sem de mastite
subclinica por estafilococos, segundo diferentes momentos, apos o tratamento estendido com

ceftiofur por via intramamaria. Botucatu, SP, 2015.

G1* G2 G3 G4 Total de
positivos

Delvo | Snap | Delvo Snap Delvo Snap Delvo Snap Delvo Snap
test™ | test™ | test™ test™ test™ test™ test™ test™ test™ test™

MO** | 13,33% | - | 13,33% - 13,33% - 13,33% - 13,33% -
(2/15) | (015) | (2115) | (0/15) | (2/15) | (0/15) | (2/15) | (0/15) | (8/60) | (0/60)
M1 | 13,33% 13,33% 13,33% 13,33% 13,33

215) | ©015) | @15 | ©ns) | @ns) | ©ns) | (@ns) | ©ons) | @e0) | (oieo)

M2 |13,33% | - |13,33% | 6,66 |93,33% | 93,33% | 100,0% | 86,66% | 55,00% | 46,66%
(2/15) | (0/15) | (2/115) | (1/15) | (14/15) | (14/15) | (15/15) | (13/15) | (33/60) | 28/60

M3 | 13,33% | 6,66% | 20,0% | 6,66% | 20,0% | 13,33% | 13,33% | 20,0% | 16,66% | 11,66%
(2/15) | (1/15) | (3/15) | (1/15) | (3/15) | (2/15) | (2/15) | (3/15) | (10/60) | (7/60)

M4 | 13,33% | 6,66% | 20,0% | 13,33% | 6,66% | 13,33% | 6,66% | 6,66% | 11,66% | 10,00%
(2/15) | (1/15) | (3/15) | (2115) | (1/15) | (2115) | (w15) | (1/a5) | (7/60) | (6/60)

*G1= Grupo negativo, G2= Grupo positivo ndo tratado, G3= Grupo tratado no inicio da lactagcdo, G4= Grupo tratado no
meio da lactacéo, **MO0 ou dia zero = diagndstico da mastite subclinica e isolamento de estafilococos, M1= 7 dias ap6s o
diagnostico da mastite subclinica e inicio da terapia expandida, M2= 2 dias apds o término do tratamento estendido
(correspondendo ao dia 14 apos o diagndéstico da mastite subclinica), M3= 7 dias ap6s M2 (correspondendo ao dia 21
apoés o diagndstico da mastite ou 9 dias apods o final do tratamento), M4= 7 dias ap6s M3 (correspondendo ao dia 28
apos o diagndéstico da mastite ou 16 dias apds o final do tratamento).

Das 60 amostras de leite colhidas no M2 (2 dias apés o final do tratamento), 33
(55,0%) foram positivas no Delvotest™, das quais 2/15 (13,33%) no G1, 2/15 (13,33%) no
G2, 14/15 (93,33%) no G3 e 15/15 (100,0%) no G4. Neste mesmo momento (M2) o Snap
test™ detectou 28 (46,66%) amostras positivas, das quais 1/15 (6,66%) no G2, 14/15
(93,33%) no G3 e 13/15 (86,66%) no G4. Todas as amostras do G1 mostraram-se
negativas.

No M3 (9 dias ap0s final do tratamento), entre as 60 amostras 10 (16,66%) foram
positivas no Delvotest™, das quais 2/15 (13,33%) no G1, 3/15 (20,0%) no G2, 3/15
(20,0%) no G3 e 2/15 (13,33%) no G4. Paralelamente, no mesmo momento (M3), o Snap
test™ identificou 7 (11,66%) amostras positivas, das quais 1/15 (6,66%) no G1, 1/15
(6,66%) no G2, 2/15 (13,33%) no G3 e 3/15 (20,0%) no GA4.

Do total de 60 amostras de leite colhidas no momento M4 (16 dias apés o final do
tratamento), 7 (11,66%) acusaram reacdes positivas no Delvotest™, das quais 2/15
(13,33%) no G1, 3/15 (20,0%) no G2, 1/15 (6,66%) no G3 e 1/15 (6,66%) no G4. No
mesmo momento (M4), o Snap test™ acusou 6 (10,00%) amostras positivas, das quais
1/15 (6,66%) no G1, 2/15 (13.33%) no G2, 2/15 (13,33%) no G3 e 1/15 (6,66%) no G4.
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O uso destas duas técnicas em paralelo revelou que o ceftiofur, quando
administrado pela via intramamaria, ainda apresenta residuos do produto na maioria dos
animais dois dias ap0s o término do tratamento (M2), visto que nos grupos G3 e G4 foram
detectadas a presenca de animais positivos em, respectivamente, 96,66% para 0
Delvotest™ e 90,0% para o0 Snap test™.

No M3 (transcorridos sete dias do final do tratamento) foi observado que 16,66%
dos animais acusavam resultados positivos em ambos o0s testes de deteccdo de
substancias inibidoras da multiplicacdo bacteriana. No M4 (16 dias apos o final do
tratamento), 6,66% dos animais ainda foram positivos no Delvotest™ e 10% no Snap
test™, considerando somente os 30 animais que foram submetidos ao tratamento

intramamario.

6.5 Contagem de células somaticas (CCS) e Escores de CMT
Os resultados de CCS e os escores de CMT dos animais do presente estudo que
tiveram cura microbioldgica estao resumidos nas Tabelas 3 e 4, Quadros 3 e 4 (Anexos) e

Figuras 2, 3 e 4.
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Tabela 3. Valor minimo, percentil 25, mediana, percentil 75 e desvios padrbes da contagem de
células somaticas* no leite de primiparas bovinas, com e sem mastite subclinica por estafilococos,

segundo a distribuicdo por grupos. Botucatu, SP, 2015.

CCS Desvio
x10° Min. P25 Med. Média P75 Max. «
p Padrédo
cél/mL
G1 5,0 38,0 66,0% 74,42 98,0 199,0 48,5

G2 543,0 1.249,0 1987,0° 2.2350° 2.987,0 56470 1.219,3

G3 2410 777,0 1320,0° 1,620,0° 2.200,0 5.210,0 1107,1

G4 211,0 875,0 1234,0° 1,659,0° 2.237,0 5.832,0 1197,0

Min = minimo, P25 = percentil 25, P75 = percentil 75, Med. = mediana, Max = maximo, CCS = contagem de células
somaética, cél/mL = células/mL, p = Valores de significancia para comparacédo entre grupos pelo teste de analise de
variancia em uma mesma coluna, seguidas de letras minUsculas diferentes diferem estatisticamente. G1 = Grupo
negativo, G2 = Grupo positivo ndo tratado, G3 = Grupo tratado inicio da lactacdo, G4 = Grupo tratado no meio da
lactacao.

*Valor de referéncia da CCS do leite para fémeas bovinas saudaveis = 200.000 cél/mL.

Foi observada associacdo estatisticamente significante para as medianas da CCS
entre os grupos G1 (negativo), e os grupos G2, G3 e G4 (positivos para estafilococos),
visto que o G1 apresentou valores considerados normais de celularidade do leite (66.000
células/mL), enquanto os animais dos grupos G2 (1.987.000 células/mL), G3 (1.320.000
células/ml) e G4 (1.234.000 células/mL), acusaram valores elevados, considerando
200.000 ceélulas somaticas/mL como valor de referéncia de fémeas bovinas saudaveis
(Tabela 3).

As medianas observadas para a CCS (células/mL) segundo os diferentes
momentos das colheitas estdo sumariadas na Tabela 4. Foi possivel observar reducao
significante na CCS comparando os animais tratados com ceftiofur (G3 e G4) e os nao
tratados (G1 e G2).

Motta, R.G., 2015



55

Tabela 4. Valor minimo, percentil 25, mediana, percentil 75 e desvios padrbes da contagem de

células somaticas no leite* de primiparas bovinas, com e sem mastite subclinica por estafilococos,

segundo a distribuicdo por momentos. Botucatu, SP, 2015.

CCS3
X 10 Min. P25 Med. Média P75 Max, ~ Desvio
células Padréo

/mL
MO 11,0 266,0 1.288,0° 1.568,3* 2.178,0 5.832,0 1.395,7
M1 50 261,7 1.386,0° 1.577,4* 2.177,0 5.132,0 1.336,9
M2 17,0 273,7 987,0b 1.336,7% 2.002,0 4.123,0 1.155,7
M3 17,0 258,7 839,0b 1.301,6% 1.964,0 5.647,0 1.295,1
M4 32,0 202,0 605,0° 1.198,6% 2070,2 4.678,0 1.273,9

Min = minimo, P25 = percentil 25, P75 = percentil 75, Med. = mediana, Max = maximo, CCS = Contagem de Células
Somaticas, células\mL = células\mililitro. p = Valores de significancia para comparacéo entre grupos pelo teste de

andlise de variancia em uma via a mesma coluna,

seguidas de

letras mindsculas diferentes diferem

estatisticamente.*MO0 ou dia zero = diagndéstico da mastite subclinica e isolamento de estafilococos, M1= 7 dias apés o
diagnoéstico da mastite subclinica e inicio da terapia estendida, M2= 2 dias ap6s o término do tratamento estendido
(correspondendo ao dia 14 apds o diagnostico da mastite subclinica), M3= 7 dias apds M2 (correspondendo ao dia 21
apods o diagndstico da mastite ou 9 dias apods o final do tratamento), M4= 7 dias ap6s M3 (correspondendo ao dia 28
apos o diagndéstico da mastite ou 16 dias apo6s o final do tratamento). A avaliacdo dos momentos correspondeu a soma

de todos os grupos.

* Valor de referéncia da CCS do leite para fémeas bovinas saudaveis = 200.000 células/mL
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O Quadro 3 e Figuras 2, 3 e 4 sumariam os resultados de variacdo nas medianas
da CCS, antes e pés-tratamento estendido.

Quadro 3.

segundo reagcdo no CMT, cura microbiolégica espontdnea e resposta na terapia intramamaria

Valores da CCS* em primiparas bovinas com mastite subclinica estafilocécica

estendida com ceftiofur. Botucatu, SP, 2015.

G2 G2 G3 G3 G4 G4
CCS x 10° Escore CCSx 10° Escore CCS x 10° Escore
células/mL CMT células/mL CMT células/mL CMT
Animal MO M4 MO M4 MO M4 MO M4 MO M4 MO M4
1 2345 | 987 3+ 3+ 1666 543 3+ 2+ 4312 | 888 3+ 3+
2 1765 | 765 3+ 2+ 5210 9873 3+ 3+ 900 421 2+ 2+
3 1654 | 655 3+ 2+ 1111 342 3+ 1+ 1345 | 521 3+ 2+
4 899 543 2+ 2+ 2981 1010 3+ 3+ 1341 | 277 3+ 1+
5 - - - - 1234 301 3+ 1+ 987 211 2+ 1+
6 - - - - 777 265 2+ 1+ 787 376 2+ 1+
7 - - - - 1890 287 3+ 1+ 698 555 2+ 2+
8 - - - - 2109 543 3+ 2+ - - - -
9 - - - - 2870 657 3+ 1+ - - - -
10 - - - - 909 241 2+ 2+ - - - -
11 - - - - 1008 241 3+ 2+ - - - -
Mediana | 1709 | 710° 1666% | 417° 987" | 398°
ccs x10°
células/mL
(exclusiva
para os
animais
curados)

CCS = Contagem de Células Somaéticas, células\mL = células\mililitro, G1 = Grupo negativo, G2 = Grupo positivo nao
tratado, G3 = Grupo tratado no inicio da lactagdo, G4 = Grupo tratado no final da lactacéo, MO ou dia zero = diagndstico
da mastite subclinica e isolamento de estafilococos, M4 = 7 dias apds M3 (correspondendo ao dia 28 ap6s o diagndstico
da mastite ou 16 dias apds o final do tratamento). Mediana CCSx10° células/mL exclusivamente para os animais que
obtiveram cura microbioldgica espontanea no grupo (G2) e/ou cura apds terapia estendida nos grupos G3 e G4. p =
Valores de significancia para comparagao entre grupos pelo teste de andlise de variancia em uma via a mesma coluna,
seguidas de letras minusculas diferentes diferem estatisticamente.

*Valor de referéncia da CCS do leite para fémeas bovinas saudaveis = 200.000 células/mL

No presente estudo foi observada reducédo dos escores de CMT nos animais
curados da mastite por estafilococos utilizando a terapia estendida (Quadro 3).

No Quadro 3 e Figura 3 € possivel observar que, nos grupos tratados (G3 e G4),
houve reducdo significativa da celularidade, bem como do escore do CMT, quando
comparados os momentos MO e M4. De maneira similar, no grupo néo tratado (G2),
também se observou reducdo da celularidade e dos escores do CMT nos animais que
obtiveram cura microbiologica espontanea, conforme a comparacdo entre 0s momentos
MO e M4. No presente estudo foi observada reducdo nos escores de CMT nos animais

curados de mastite por estafilococos utilizando a terapia estendida (Quadro 3)
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A Figura 2 ilustra a queda gradual da celularidade no leite das vacas com mastite
subclinica por estafilococos, nao tratadas com ceftiofur, ao longo de 28 dias apds o

diagnostico do patégeno.

2500
2000
1500

1000 ———

500

o

(CS( X1000 células/mL)- GRUPO 2

Momento O (CCS x ‘
1000 células/mlL)

Momento 4 (CCS x ‘
1000 celulas/mlL)

2345 1765 1654 899

987 765 655 543

Figura 2. Medianas da contagem de células soméaticas em primiparas bovinas que obtiveram cura
microbioldgica espontanea no G2, com diagndstico e isolamento de estafilococos (Momento 0) e
apos 28 dias (Momento 4) mostraram-se com isolamento negativo. Botucatu, SP, 2015.

G2 = animais com mastite subclinica por estafilococos sem tratamento estendido

1, 2, 3 e 4 correspondem a identificacdo numérica dos animais que obtiveram cura espontanea

dentre todos os animais amostrados no G2

6000
5000
4000
3000
2000 |
1000 e —— T

1 2 3 4 5 (s 7 8 9 10 e

12870(2109(1666(5210(1111 2981 1234 777 |1890| 909 |1008|

Momento O (CCS x 1000
células/mL)

Momento 4 (CCS x 1000 |
células/mlL)

_CCS (X 1000 células/mL) - GRUPO 3

657 | 543 | 587 | 987 | 242 (1010| 301 | 265 | 287 | 421 | 241

Figura 3. Medianas da contagem de células soméaticas em primiparas bovinas que obtiveram cura
microbioldgica ap0ds tratamento intramamario estendido, no inicio da lactagdo G3, com diagndstico
e isolamento de estafilococos (Momento 0) e apdés 28 dias (Momento 4) mostraram-se com
isolamento negativo. Botucatu, SP, 2015.

G3 = animais com mastite subclinica por estafilococos com tratamento intraméamario estendido
com ceftiofur no inicio da lactagéo.

1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11 correspondem a identificagdo numérica dos animais que obtiveram

cura microbiologica pos o tratamento dentre todos os animais amostrados no G3.
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Figura 4. Medianas da contagem de células sométicas em primiparas bovinas que obtiveram cura
microbiolégica ap6s o tratamento intramaméario estendido, no meio da lactacdo G4, com
diagnostico e isolamento de estafilococos (Momento 0) e apds 28 dias (Momento 4) mostraram-se
com isolamento negativo. Botucatu, SP, 2015.

G4 = animais com mastite subclinica por estafilococos com tratamento intramamario estendido
com ceftiofur no meio da lactagéo.

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 correspondem a identificacdo numérica dos animais que obtiveram cura

microbioldgica pos tratamento dentre todos os animais amostrados no G4.
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6.6 Producdao de leite
Os dados referentes a producdo de leite (Kg/animal/dia) estdo agrupados no

Quadro 4 e Figura 5.

Quadro 4. Valores de producgéo de leite em litros/animal expressos como média + desvio padrao
em quatro grupos experimentais avaliados em cinco diferentes momentos em primiparas bovinas,
com e sem mastite estafilocAcica apds terapia estendida com ceftiofur. Botucatu, SP, 2015.

Momentos
Grupo
MO M1 M2 M3 M4 p*
Negativo 15,6 £ 0,61 16,35 15,58 £ 15,76 £ 14,8 £ 0,96 | <0,001
(ndo infectado) (Aa) 0,66 (Ab) 0,59 (Aa) | 0,67 (Aac) (Aa)
Positivo (infectado) | 14,41 +1,63| 14,51+ 13,27 £ 12,70 + 12,12+ |<0,001
néo tratado (Aba) 1,78 (Ba) | 1,67 (Bbc) | 1,95 (Bc) 2,14 (Bc)
Tratado no inicio da | 13,45+ 1,47 | 15,66 + 13,27 + 14,16 + 14,46 £+ | <0,001
lactacédo (Ba) 0,45 (Bb) 1,68 (Ba) | 1,77 (Bab) | 2,15 (Aab)
Tratado no meio da | 13,74+ 1,23 | 15,46 12,79 + 13,2+1,35 13,10+ |<0,001
lactacéo (Ba) 0,78 (Bb) | 1,19 (Ba) (Ba) 2,23 (Aba)
P < 0,001 0,001 <0,001 < 0,001 0,001 -

p* = Valores de significancia para comparacdo entre momentos pelo teste de andlise de variancia para medidas
repetidas; p** = Valores de significancia para comparacao entre grupos pelo teste de andlise de varidncia em uma via;
Médias na mesma coluna, seguidas de letras mailsculas diferentes diferem estatisticamente; Médias na mesma linha,
seguidas de letras minUsculas diferentes diferem estatisticamente. MO ou dia zero = diagnéstico da mastite subclininica
e isolamento de estafilococos, M1 = 7 dias apds o diagndstico da mastite subclinica e inicio da terapia expandida, M2 =
2 dias ap6s o término do tratamento estendido (correspondendo ao dia 14 apés o diagnostico da mastite subclinica), M3
= 7 dias ap6s M2 (correspondendo ao dia 21 apds o diagnostico da mastite ou 9 dias apds o final do tratamento), M4 =7
dias ap6s M3 (correspondendo ao dia 28 ap6s o diagndstico da mastite ou 16 dias ap6és o final do tratamento).

A avaliacdo na producdo de leite em primiparas bovinas com mastite subclinica
tratadas por periodo estendido, no presente estudo, necessitou do desenvolvimento de
modelo matematico estatistico, disposto de maneira sintética no Quadro (4). Estes valores
revelaram associacao significativa na comparacao entre todos 0s grupos e entre todos 0s
momentos. Esses resultados mostraram que o volume de leite diario reduziu nos animais
com mastite subclinica por estafilococos.

Foi possivel identificar resultados significativos para a producédo de leite no MO,
confirmando que o grupol (G1) constituido por animais ndo infectados por estafilococos
ou primiparas bovinas saudaveis (negativo), produziu a maior média 15,6 (Kg/leite/dia).
Em contraste, os demais grupos produziram menores volumes diarios, visto que, o grupo
2 (G2) constituido por animais infectados néo tradados produziu 14,41 (Kg/leite/dia), o
grupo 3 (G3) formado por animais infectados e tratados no inicio da lactacdo produziu
13,45 (Kg/leite/dia) e o grupo 4 (G4) infectados e tratados no meio do periodo de lactacdo
produziu (G4) 13,74 (Kg/leite/dia).
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ND M1 M2 nM3 W

Figura 5. Producdo de leite em litros/animal expressos como média em quatro grupos
experimentais avaliados em cinco diferentes momentos (MO, M1, M2, M3, M4), em primiparas
bovinas com e sem mastite estafilocécica tratadas de modo estendido com ceftiofur. Botucatu, SP,
2015.

G1 = Grupo negativo, G2 = Grupo positivo ndo tratado, G3 = Grupo tratado no inicio da lactagéo,
G4 = Grupo tratado no meio da lactacdo. MO ou dia zero = diagnéstico da mastite subclinica e
isolamento de estafilococos, M1 = 7 dias ap0s o diagnéstico da mastite subclinica e inicio da
terapia expandida, M2 = 2 dias apds o término do tratamento estendido (correspondendo ao dia
14 apos o diagnéstico da mastite subclinica), M3 = 7 dias ap6s M2 (correspondendo ao dia 21
apos o diagnéstico da mastite ou 9 dias apds o final do tratamento), M4 = 7 dias apds M3
(correspondendo ao dia 28 apds o diagndstico da mastite ou 16 dias apos o final do tratamento).
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7. DISCUSSAO

7.1 Cura microbioldgica

O tratamento da mastite subclinica por Staphylococcus sp. tem sido objeto de
varios estudos iniciados na década de 1980 (NADER FILHO et al., 2002; BARKEMA et
al., 2006; ROY et al., 2009). Assim, varias alternativas terapéuticas com base no uso de
antimicrobianos foram recomendadas, incluindo terapia intramamaria convencional,
terapia estendida, terapia sistémica e terapia sistémica ou intramamaria associada a
vacinagdo (COSTA, 1999; SANTOS e FONSECA, 2007; ROY et al., 2009).

Entretanto, as taxas de cura microbiol6gica da mastite estafilococica bovina tém
oscilado entre 13 a 74 % dos casos, dependo de varios fatores, que incluem a
multirresisténcia do isolado, o principio ativo e via de administracdo, periodo de lactacéo
ou vaca seca, e modalidade ou tipo de tratamento (LANGONI, 1997; COSTA et al., 2000;
NADER FILHO et al., 2002; PIEPERS et al., 2009). No presente estudo, os resultados de
cura microbiolégica reafirmam a importancia da realizacdo do cultivo e do antibiograma
para avaliacdo do tratamento de casos de mastite bovina (RIBEIRO, 2008) incluindo em
primiparas durante a lactacdo, pois permite atestar a auséncia de isolamento do agente
causal no leite depois de encerrado o tratamento, que caracteriza a cura bacterioldgica
(MAIOLINO et al., 2014).

A terapia estendida intramamaria na lactacdo, utilizando 6 a 10 aplicacbes do
antimicrobiano, tem se mostrado nos ultimos anos como uma alternativa de tratamento
para agentes multirresistentes aos protocolos convencionais (RIBEIRO, 2008; MAIOLINO
et al.,, 2014), indicada particularmente para casos de mastite subclinica crénica por S.
aureus (ROY et al., 2009) em animais de alto valor econédmico. Neste estudo, em razao
dos fatores de exclusdo impostos - a fim de controlar o maior nimero de variaveis
possiveis - os grupos foram constituidos por animais infectados por estafilococos
incluindo S. aureus - posto que o isolamento exclusivamente de S. aureus dificultaria,
sobremaneira, a formacédo dos grupos para a execucao do estudo.

Estudos na ultima década tém observado também que a duracdo do tratamento
intramamario, bem como a fase de lactacdo da vaca (inicio, meio ou final) sao fatores que
influenciam nas taxas de cura microbiolégica da mastite subclinica por estafilococos em
vacas e novilhas (BARKEMA et al.,, 2006; ROY et al., 2009; MIDDLETON, 2013;
MAIOLINO et al., 2014). A opcao pela terapia intramamaria estendida em novilhas de alto
valor zootécnico, no inicio da lactacdo, tem sido recentemente recomendada, quando o

tratamento tem respaldo do antibiograma, em especial nas mastites causadas por
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S.aureus, ja que tem possibilitado a retomada da producéo de leite diaria, a reducao na
CCS e cura significativa na lactagdo (DINGWELL et al., 2004; PYORALA, 2009).

De maneira similar, resultados equivalentes foram obtidos no presente estudo,
posto que a taxa de cura microbiolégica da mastite subclinica nos animais amostrados no
inicio da lactacéo foi 73,34%, com restabelecimento da producdo lactea e reducdo da
CCS apos 5 dias de tratamento. Esses resultados concordam com os obtidos por
Middleton (2013) nos EUA que obteve 80% de taxa de cura na mastite subclinica por
estafilococos no quarto dia apds o tratamento estendido com cefalosporinas de terceira
geracdo, embora tenha relatado recidiva em 30% dos casos apos 28 dias do término da
terapia. Em contraste, Roy e Keefe (2012) referiram que a utilizacdo da terapia
intramamaria estendida com cefalosporinas por 8 dias, nas mastites por estafilococos em
vacas, foi o protocolo mais efetivo, com taxas de cura de 64%, apesar do incremento nos
custos referentes ao tratamento e com o descarte do leite.

No presente estudo foram detectadas diferencas significativas na eficacia entre
todos os regimes de tratamento utilizando o ceftiofur (G3 e G4) quando comparados com
0 grupo positivo ndo tratado (G2) (Tabela 1). Na analise estatistica, quando comparados o
grupo tratado no inicio da lactacdo (G3) diante o grupo tratado no meio lactacéo (G4), foi
observado que os dois tipos de tratamento foram diferentes, mostrando significancia
estatistica na cura bacteriana, que foi mais elevada em primiparas entre 15 e 100 dias
pos-parto (G3), em detrimento dos animais com lactacédo entre 101 e 200 dias (G4).

Estes resultados indicam que, & semelhangca do tratamento convencional no
decorrer da lactacdo, as maiores taxas de cura sao obtidas em animais no inicio da
lactacdo (SANTOS e FONSECA 2007; RADOSTITS et al., 2007), posto que a recorréncia
dos casos - na mesma lactacdo - decorre, aparentemente, da cronicidade da infeccao,
relacionada a formacdo de microabscessos no parénquima e manutencao intracelular do
agente, que dificultam a resolucdo terapéutica dos casos (RUEGG, 2010; QUINN et al.,
2011).

Deluyker et al. (2000), Oliver et al. (2003), Gillespie et al. (2009), Roy et al. (2009) e
Maiolino et al. (2014), em diferentes paises, referiram que a terapia estendida é
significativamente mais eficaz no tratamento da mastite subclinica bovina se comparada
ao tratamento intramamario convencional. Oliver et al. (2004) investigaram a eficicia da
terapia estendida com ceftiofur em 166 quartos mamarios de vacas Holandesas com
mastite subclinica por S. aureus e consideraram a cura microbiolégica quando ndo houve
a recuperacdo do mesmo micro-organismo 14 e 28 dias apds o término do tratamento.
Nesse estudo foi observada eficacia de 7%, 17% e 36% para 2, 5, e 8 dias de tratamento
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com ceftiofur e 10,55% de taxa de cura espontanea no grupo controle sem tratamento.
Em contraste, no presente estudo foram encontrados 26,66% de cura espontanea para
primiparas bovinas. Este resultado revela que a taxa de cura espontanea em primiparas é
similar as taxas de cura com tratamento estendido com cefalosporinas na mastite
subclinica em vacas por S. aureus obtidos por Jarp et al. (1989), Pyorala e Pyorala
(1998), Sol et al. (2000) e Bradley e Green (2009) que obtiveram, respectivamente,
29,0%, 38,8%, 38,8% e 31,9% de taxas de cura espontanea.

Roy et al. (2009) avaliaram o tratamento intamamario com ceftiofur por 8 dias em
337 vacas com mastite clinica, obtendo cura clinica em 78,6%. De modo similar, Truchetti
et al. (2014) investigaram a eficacia da terapia intramamaria com ceftiofur por periodo
estendido (com 8 dias de duracao), e o tratamento convencional por somente 2 dias em
casos de mastite clinica por Staphylococcus spp. e observaram aumento estatisticamente
significativo (47%) nas taxas de cura no tratamento estendido.

S&o0 escassos 0s estudos desenvolvidos para avaliagao do tratamento estendido de
mastite subclinica por estafilococos em primiparas bovinas (ROY et al., 2009). Tal
limitacdo ocorre, provavelmente, pela dificuldade de obtencdo de numero de animais
suficientes para comparacdo entre grupos, quando se adotam critérios rigidos de
exclusdo de animais, de diferencas entre critérios de definicdo de cura e protocolos de
coleta de amostras, dependéncia de ocorréncia natural de casos em propriedades
leiteiras, auséncia de grupos controle (sem tratamento) em fazendas comerciais, bem
como diferencas de patogenicidade e resisténcia aos antimicrobianos dos isolados
bacterianos, particularmente do grupo dos estafilococos (PIEPERS et al.,, 2009;
MIDDLETON, 2013: MAIOLINO et al., 2014). No entanto, os achados do presente estudo
mostraram a eficacia do tratamento estendido utilizando ceftiofur na mastite subclinica em
primiparas bovinas, que podem contribuir na tomada técnica de decisdo sobre a
viabilidade do tratamento de animais com mastite subclinica por estafilococos ao longo da
lactacdo, visando o aumento das taxas de cura com o tratamento estendido. Ainda, tal
modalidade de tratamento pode ser uma opcao técnica para o controle da mastite
estafilocdcica crénica, em propriedades que ndo possuem condi¢cdes de propor o descarte
de animais infectados por S. aureus.

Apesar da evidente eficdcia da terapia estendida em relacdo aos protocolos
convencionais, esta modalidade ndo deve ser adotada como regra nos criatérios de
bovinos de leite, devendo ser restringida a animais de alto valor zootécnico, com histoérico
de mastite recorrente, causadas por agentes refratarios (principalmente estafilococos), em

razao dos maiores custos com o tratamento, incremento no manejo de animais tratados e
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maior caréncia para a utilizacdo do leite (MAIOLINO et al., 2014), fomentando o uso
racional dos antimicrobianos na mastite em animais, preceito fundamental no novo
conceito de “Uma Saude” (One Health) (RIBEIRO et al., 2015).

7.2 Cultivo Microbiolégico

S. aureus e S. intermedius figuram entre os ECP mais prevalentes na casuistica da
mastite em bovinos (BARKEMA, 2006; ROY et al., 2009; SWINKELS et al., 2013). S.
intermedius foi constituido em 40% (n= 18/45) das espécies de estafilococs isoladas no
presente estudo. Este grupo de micro-organismos possui como habitat a microbiota da
pele e mucosas de diversas espécies de animais domeésticos. Porém, em razdo do
comportamento oportunista, sdo descritos em diversas infec¢coes acometendo animais de
producdo, particularmente na mama de ruminantes domeésticos (WINN JUNIOR et al.,
2008).

Estima-se que S. aureus cause entre 30 e 40% das infeccdes mamarias em
ruminantes produtores de leite (ASPERGER e ZANGERL, 2003; NADER FILHO et al.,
2007; SANTOS et al., 2011), além de representar o principal agente causal de infeccdes
nosocomiais em humanos (AARESTRUP et al., 2001).

Na Turquia, S. aureus foi isolado em 21,9% das amostras de leite colhidas de
vacas com mastite (KIRKAN et al., 2005) e em 28,33% no Paquistdo (MONIRI et al.,
2007). Ferguson et al. (2007), na Italia, descreveram S. aureus em 20,6% das amostras
de leite de vacas com mastite. S. aureus é citado como 0 micro-organismo mais
patogénico relacionado com a mastite em vacas e novilhas no Canada e nos Estados
Unidos (Roy et al.,, 2009). Esse agente causa frequentemente mastite subclinica, de
evolucdo cronica, refrataria ao tratamento convencional, bem como provoca o aumento da
CCS, diminuicdo da producédo de leite, aumento das taxas de descarte precoce de
animais jovens, considerado patégeno de elevado impacto econdmico negativo para a
cadeia produtiva de lacteos em todo mundo (APPARAO et al., 2009; ROY et al., 2009;
PIEPERS et al., 2014).

No Brasil, em propriedades no estado do Sergipe, Oliveira et al. (2009) isolaram S.
aureus em 21,95% das amostras de leite de vacas com mastite. No presente estudo,
51,11% (n= 23/45) das linhagens de estafilococos foram classificadas como S. aureus
(Quadro 1), ressaltando a relevancia das infec¢cbes por este micro-organismo em
primiparas bovinas.

Ainda, no presente estudo, ndo foi observada diferenca significativa entre a
ocorréncia de linhagens de S. aureus e S. intermedius isolados no leite de primiparas
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bovinas com mastite subclinica, indicando a importancia dessas espécies de estafilococos
na etiologia da mastite subclinica, nessa categoria animal, na regido estudada.

O grupo dos ECN é constituido por mais de 45 diferentes espécies e subespécies
(PIEPERS et al., 2014). A patogenicidade desse grupo de bactérias na etiologia da
mastite bovina é objeto de discussdo entre os pesquisadores, posto que estas espécies
de estafilococos sao consideradas habitantes normais da pele e membranas mucosas de
animais e de humanos (QUINN et al., 2011; VLIEGHER et al., 2012). No entanto, os ECN
tém sido frequentemente recuperados de amostras de leite de novilhas saudaveis ou
portadoras de mastite no periodo pré-parto (PIEPERS et al., 2014). Certas linhagens tém
sido referidas como agentes de mastite subclinica e, ocasionalmente, causando infec¢des
clinicas, levando a danos no tecido secretor de leite, principalmente em novilhas
(KASRAVI et al., 2011; QUINN et al., 2011; VLIEGHER et al., 2012). Bal et al. (2010)
encontraram 2,0% (n= 2/100) de isolados de S. epidermidis em amostras de leite de
vacas com mastite subclinica. Gillespie et al. (2009) identificaram 38 (10%) ECN entre
383 isolados de estafilococos em trés rebanhos leiteiros na regido de Napoli na Italia.

Apesar da identificacdo de ECN, no presente estudo, houve maior frequéncia
(diferenca significativa) para a identificacdo de ECP, recuperados de mastite subclinica
em primiparas bovinas, denotando a maior preocupa¢do com esse Ultimo grupo como

agentes causais de mastite em primiparas.

7.3 Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”

A maior sensibilidade dos isolados para principios ativos do grupo das
cefalosporinas, fluorquinolonas e aminoglicosideos obtida no presente estudo €
condizente com outros autores (PHILPOT e NICKERSON, 2002; SANTOS e FONSECA,
2007; RIBEIRO, 2008), que referiram esses grupos de farmacos como os mais efetivos na
atualidade para o tratamento da mastite bovina na lactagdo ou no periodo seco,
disponiveis comercialmente para aplicacdes por via intramamaria.

Particularmente para o grupo dos beta-lactamicos, grandes variacdo quanto aos
indices de sensibilidade e resisténcia a penicilina tém sido observadas entre paises.
Vintov et al. (2003) verificaram alta frequéncia de resisténcia a penicilina na Irlanda
(71,4%) e Inglaterra (67,3%). Moroni et al. (2006) enfatizaram que as penicilinas naturais
e ou sintéticas (como a cloxacilina) sdao amplamente utilizados para o tratamento
intramamario da mastite bovina na Italia, apesar da resisténcia de 65% para as linhagens

de S. aureus identificadas em rebanhos nesse pais.
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Em revisdo sistematica sobre o assunto, Erskine et al. (2002) identificaram entre
38,4 e 60,9% de resisténcia de Staphylococcus spp. para penicilina em vacas e novilhas
com mastite em rebanhos americanos. Myllys et al. (1995), na Finlandia, caracterizaram
resisténcia de 50% para a penicilina em estafilococos obtidas de amostras de leite de
vacas com mastite.

No Brasil, estudo envolvendo a etiologia das mastites bovinas nas sete principais
bacias leiteiras do Estado de S&o Paulo, utilizando bactérias isoladas de parénquimas
mamarios de vacas leiteiras abatidas, revelou resisténcia de 75% dos isolados para
penicilina e 55% para cloxaxilina (COSTA et al., 2000).

No presente estudo, a alta resisténcia dos isolados, para a penicilina (Tabela 2),
pode ser creditada a presenca de linhagens bacterianas produtores de beta-lactamase ou
penicilinases (LANGONI et al., 2009; COSTA et al., 2013). Ainda, o uso ha mais de 40
anos desse grupo de antimicrobianos no tratamento da mastite, aliado ao uso nao
racional de antimicrobianos em animais pode aumentar a pressdo seletiva para linhagens
multirresistentes (GUIGUERE et al., 2010), particularmente em animais com mastite, em
razdo do uso continuo de antimicrobianos no tratamento por via intramamaria, parenteral
e/ou na profilaxia da vaca seca (RIBEIRO, 2008).

De modo similar, Medeiros et al. (2009), no Brasil, também constataram reduzida
sensibilidade dos estafilococos causadores de mastite subclinica em vacas (51,0%) para
tetraciclina. Neres et al. (2015) investigando linhagens de ECP identificados em amostras
de leite de vacas com mastite subclinica no Estado de Sergipe, observaram que a
tetraciclina foi o antimicrobiano menos eficiente, com resisténcia de 41,70% (n= 33/79)
dos isolados. Silveira-Filho et al. (2005) verificaram resisténcia superior a 50% para
tetraciclina em isolados bacterianos de rebanhos bovinos leiteiros do estado de
Pernambuco.

A tetraciclina e derivados de longa acdo sao rotineiramente utilizados nos
tratamentos das mastites, com apelo comercial de amplo espectro de acdo sobre
bactérias gram-positivas e gram-negativas. A semelhanca da penicilina, o uso da
tetraciclina foi introduzido ha mais de 4 décadas em Medicina Veterinaria (GUIGUERE et
al., 2010; MIDDLETON, 2013). A alta resisténcia dos estafilococos a tetraciclina
observados no presente estudo, em primiparas com mastite subclinica por estafilococos
(Tabela 2) também poderia encontrar reflexo no uso intensivo, por vezes abusivo, de
preparacdes contendo esses principios ativos na rotina veterinaria de tratamento das mais
diversas afeccdes em rebanhos brasileiros, incluindo o tratamento da mastite em novilhas

nao paridas e em vacas secas ou lactantes (SALAT et al., 2008).

Motta, R.G., 2015



67

As cefalosporinas sdo antimicrobianos quimicamente similares as penicilinas
(beta-lactamicos), com diferentes geracdes de farmacos e analogos. Apresentam grande
espectro de acdo para bactérias gram-positivas (incluindo linhagens de S. aureus
produtoras de beta-lactamases) e, secundariamente, para gram-negativas (GUIGUERE et
al., 2010). Representam, atualmente, o principal grupo de antimicrobianos disponiveis
comercialmente para a terapéutica intramamaria da mastite na lactacao e/ou na secagem
em animais de producdo, com alta efetividade e baixos indices de resisténcia bacteriana.
Na mastite, sdo frequentemente utilizadas no tratamento a cefoperazona sddica, cefacetril
sédico, cefalexina, cefalénio anidro, cefapirina, cefquimona e cefuroxima, em virtude da
boa efetividade diante de estafilococos produtores de B-lactamases (COSTA, 1999;
RIBEIRO, 2008; COSTA et al., 2013; MAIOLINO et al., 2014).

A cefalexina e cefoperazona, cefalosporinas de 12 e 32 geracdo, respectivamente,
utilizadas no presente estudo (além do ceftiofur), sdo ativas predominantemente contra
estafilococos, tendo atividade também diante dos géneros Streptococcus,
Corynebacterium e certas enterobactérias (TAVARES, 1996; RIBEIRO, 2008).

As cefalosporinas de 22 geracdo sdo menos ativas contra bactérias gram-positivas,
em especial contra S. intermedius, mas possuem boa atividade para gram-negativos se
comparadas as cefalosporinas de 12 geracdo (TAVARES, 1996).

As cefalosporinas de 32 e 4% geragdo sdo os farmacos mais modernos indicados
para o tratamento da mastite bovina (RIBEIRO, 2008). Possuem espectro de acao
notadamente maior diante dos gram-negativos (FREITAS et al., 2005). Entretanto, a partir
da 22 geracdo se observa menor atividade diante de gram-positivos, com excecdo do
cloridrato de ceftiofur - cefalosporina de 32 geracao - que apresenta boa efetividade contra
gram-positivos, especialmente S. aureus (TAVARES et al., 1996; FREITAS et al., 2005.;
RIBEIRO et al., 2008; GUIGUERE et al., 2010).

A administracdo intramamaria do ceftiofur € indicada para o tratamento da mastite
clinica e subclinica em vacas leiteiras lactantes, causada por estafilococos, estreptococos,
corinebactérias e enterobactérias (RIBEIRO et al., 2008; ROY et al., 2009; GUIGUERE et
al., 2010).

No presente estudo, a oxacilina apresentou eficacia equivalente ao ceftiofur nos
isolados de estafilococos (Tabela 2). Apesar de pertencer ao grupo das penicilinas
(semissintéticas) que tém demonstrado reducdo gradativa diante dos estafilococos, a
oxacilina ainda apresenta bom espectro de acdo contra estafilococos produtores de
penicilinase (TAVARES, 1996; GUIGUERE et al., 2010).
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A eficidcia da oxacilina no presente estudo pode encontrar justificativa no uso
reduzido desse farmaco em apresentacdes comerciais de antimastiticos ou mesmo para
uso parenteral, ndo sofrendo, portanto, pressdo de uso na pratica de tratamentos em
animais de producdo. Ao contrario, a cloxacilina, farmaco similar a oxacilina, esta
disponivel no mercado ha cerca de duas décadas para o tratamento da mastite
(TAVARES, 1996; RIBEIRO, 2008; GUIGUERE et al., 2010), fato que poderia justificar,
em parte, a baixa eficacia no presente estudo, provavelmente em razdo do uso nao
racional do antimicrobiano nos tratamentos.

No que tange a resisténcia aos antimicrobianos em isolados de S. aureus
envolvidos na etiologia da mastite bovina no Brasil, diferentes pesquisadores (COSTA et
al., 2000; RIBEIRO, 2008; LANGONI et al., 2009; ROY et al., 2009; SOARES et al., 2012;
COSTA et al., 2013; MAIOLINO et al., 2014) relataram grande variacdo quanto a eficacia
dos antimicrobianos. No entanto, certa tendéncia de sensibilidade tem sido observada
para a maioria dos isolados de S. aureus diante das cefalosporinas (COSTA et al., 2013).
Nesse contexto, estudo conduzido por Martin (2010) no Chile, com 1.419 estirpes
bacterianas isoladas de vacas com mastite durante a lactacdo identificou 24,7% de
resisténcia a cefquinoma, 6,1% para cefoperazona e 6,1% para ceftiofur nos isolados de
S. aureus. No mesmo estudo, a resisténcia de ECN para cefquinoma, cefoperazona e
ceftiofur foi, respectivamente, 7,6%, 2,6% e 2,6%.

No Brasil, Ribeiro et al. (2009) identificaram resisténcia em somente 4,8% para o
ceftiofur em isolados de estafilococos obtidos de leite organico em vacas com mastite
clinica e subclinica no Estado de S&do Paulo. Medeiros et al. (2009) investigando a
sensibilidade antimicrobiana de 291 isolados de Staphylococcus spp. recuperados de
amostras de leite de vacas com mastite subclinica, em 15 propriedades rurais localizadas
na Regido Metropolitana do Recife e Agreste do Estado de Pernambuco, identificaram
resisténcia de somente 3% dos isolados para cefquinoma e cefalonio anidro
(cefalosporinas de quarta geracdo). Salina et al. (2015), no estado de Sao Paulo,
investigando casos de mastites subclinicas em ruminantes por Staphylococcus spp.
somente 4,7% de resisténcia dos isolados para a cefalexina.

A década de 1960 marcou os registros de resisténcia bacteriana para a penicilina a
partir da deteccdo das penicilinases e atualmente destacam-se alteracdes nas proteinas
de ligacao para as penicilinas [PBPs] (TAVARES, 1996; GUIGUERE et al., 2010; COSTA
et al., 2013). Desde entdo, os mecanismos de resisténcia sdo objeto de estudo e motivo
de preocupacgdo para profissionais da saude, incluindo linhagens de S. aureus meticilina-
resistentes (MRSA) (ZAFALON et al.,, 2008), que sdo frequentemente resistentes a
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maioria dos agentes antimicrobianos de forma simultanea, incluindo os aminoglicosideos,
macrolideos, cloranfenicol, tetraciclina e fluorquinolonas (LEE, 2003).

Evidéncias apontam também que os isolados de S. aureus resistentes a oxacilina
ndo respondem ao tratamento “in vivo” com cefalosporinas (ZAFALON et al., 2008).
Assim, a emergéncia da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos em todo mundo
sinaliza para a necessidade de estudos continuados do perfil de sensibilidade “in vitro” de
bactérias isoladas de humanos e animais, incluindo os estafilococos (LIVERMORE;
PEARSON, 2007; GUIGUERE et al., 2010).

Em especial na mastite bovina, o0 monitoramento da resisténcia de estafilococos
aos antimicrobianos provavelmente decorre do uso incorreto dos antimicrobianos
(subdoses, superdoses, tratamentos por tempo inadequado ou sem respaldo de testes “in
vitro”), que influenciam no incremento das taxas de resisténcia bacteriana e na baixa
eficacia terapéutica nas mastites cronicas (COSTA, 1999; RIBEIRO, 2008; SALAT et al.,
2008).

Nader Filho et al. (2002), Barkema et al. (2006), Roy et al. (2009), Costa et al.
(2013) e Rocha et al. (2014), ressaltaram para a presenca de linhagens bacterianas
multirresistentes em animais e no ambiente de criagdo que podem ser veiculadas para a
glandula mamaria de novilhas pré-parto e primiparas.

A resisténcia antimicrobiana € um fendbmeno no qual um micro-organismo € capaz
de sobreviver a exposicdo aos antimicrobianos, geralmente apos sofrer mutacdes
mediadas por cromossomos ou € transportada por elementos méveis - plasmideos ou
transposons - (HOE et al.,, 2005; GUIGUERE et al., 2010; MIDDELETON, 2013). A
emergéncia de linhagens multirresistentes esta intimamente associada aos insucessos no
tratamento de diversas infeccdes em animais e humanos, possibilitando, inclusive, a
transmissdo de estirpes patogénicas multirresistentes de animais domésticos para
humanos (GUIGUERE et al., 2010; NETO et al., 2015).

Com efeito, o uso racional dos antimicrobianos, respaldado - sempre que possivel -
em testes de sensibilidade microbiana “in vitro”, minimiza a pressdo de selecdo para
linhagens multirresistentes, que tem sido objeto de preocupacéo para os profissionais de

saude, particularmente, no novo conceito de One Health (RIBEIRO et al., 2015).
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7.4 Deteccdo de residuos e/ou substancias inibidoras do crescimento microbiano

Posto que no presente estudo foi realizada a terapia estendida com ceftiofur em
primiparas bovinas com mastite subclinica por estafilococos, foi monitorada a deteccao de
substancias inibidoras do crescimento bacteriano/residuos de antimicrobianos com dois
testes comerciais disponiveis no Brasil, a fim de avaliar o tempo necessario para o
descarte do leite em animais submetidos a essa modalidade prolongada de tratamento,
de maneira similar a metodologia sugerida por Neto et al. (2015).

No presente estudo, apos 16 dias do final do tratamento 6,66% e 10% dos animais
ainda acusavam, respectivamente, reacao no Delvotest™ e Snap test™ (Quadro 2).

Com efeito, na opcdo do tratamento intramamario estendido de primiparas e
multiparas bovinas, deve-se atentar para a maior eliminacdo de residuos no leite nos
animais tratados. No entanto, a eliminacdo desss residuo pode ser monitorada com testes
comerciais, garantindo que o leite sO serd reincorporado a producdo do tanque da
propriedade quando os resultados forem negativos nos animais tratados (FAGUNDES et
al., 2004; VILLA, 2009). A presenca de inibidores do crescimento de micro-
organimos/residuos de antimicrobianos € um fator limitante para qualquer modalidade de
tratamento, por via intramamaria ou parenteral, posto que esses componentes no leite
podem causar reacfes adversas nos humanos, além dos prejuizos que causam nha
producdo de derivados lacteos (TAVARES, 1996; RIBEIRO, 2008; GUIGUERE et al.,
2010).

Em tempo, a Instrucdo Normativa 62, do MAPA, Brasil, proibe o uso do leite de
animais com residuos de antimicrobianos, fato que reforca a necessidade de cautela no
uso do leite bovino ap6s o uso de antimicrobianos nos animais (BRASIL 2012). Como a
proposta do presente estudo foi utilizar a terapia estendida em primiparas bovinas
infectadas de modo subclinico por estafilococos, foi observado que o leite s6 poderia ser
reaproveitado ap6s duas semanas de encerrado o tratamento, caso ndo seja realizada a
deteccdo de residuos com testes comerciais. Com efeito, apesar da maior eficacia do
tratamento estendido nas primiparas infectadas por estafilococos, deve-se ponderar a
opcédo por essa modalidade de terapia, devido a presenca por periodo mais prolongado
de residuos de antimicrobianos no leite dos animais tratados, posto que, no tratamento
intramamario convencional, o leite ndo deve ser utilizado para consumo, em geral, apos
72 horas da ultima aplicagdo do antimastitico (RIBEIRO, 2008).

Os dois testes comerciais utilizados nas primiparas amostradas mostraram-se

eficientes no monitoramento do ceftiofur no leite em casos de mastite subclinica. Assim,
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recomenda-se que esses testes de deteccdo de substancias inibidoras do crescimento de
micro-organismos/residuos de antimicrobianos, sejam utilizados para salvaguardar a
seguranca dos consumidores apoés o tratamento de animais com mastite (MARTIN, 2011).

Cabe ressaltar que o ceftiofur € o Unico antimicrobiano aprovado pelos 6rgéaos
internacionais com o apelo de descarte zero do leite de animais tratados. No entanto,
essa peculiaridade é vélida somente quando esse antimicrobiano € administrado pela via
intramuscular ou subcutanea, ja que este farmaco tem pouca difusdo para a glandula
mamaria por via parenteral (NMC, 2006). Porém, deve ser rigorosamente descartado por,
pelo menos, 72 horas (como segue recomendac¢do de bula) apds a Ultima administracao
por via intramamaria, a semelhanca dos demais antimicrobianos para o tratamento da
mastite bovina, por via intramamaria, no decorrer na da lactacdo (RIBEIRO, 2008).

No tratamento estendido com ceftiofur, os residuos deste farmaco estavam
presentes no leite apos 16 dias do encerramento do mesmo, indicando que embora, tenha
sido eficaz sua adocdo deve ser criteriosamente analisada sob o ponto de vista
econdmico, ja que, o protocolo terapéutico, somado ao leite de descarte tiveram seus

custos estimados em R$1200,00 por animal.

7.5 Contagem de células somaticas (CCS) e escores de CMT

Zafalon et al. (2010) descreveram que a presenca de flocos, codgulos ou outras
alteracdes macroscopicas no leite indicam mastite clinica e, por definicdo, € considerado
leite anormal, ndo requerendo andlise da CCS. No entanto, certamente esse leite
apresentara contagens entre 200.000 e 9.999.999 células/mL em contadores
automatizados. No presente estudo, os animais que desenvolveram mastite clinica foram
excluidos, embora CCS superiores a 5.000.000 células/mL foram observadas em alguns
animais dos grupos G2, G3 e G4, confirmando alta celularidade, mesmo nas infeccGes
subclinicas por estafilococos.

Estudos que investigaram a CCS em animais com mastite subclinica tratados na
lactacado, aliado a acbes de profilaxia/controle da mastite e terapia da vaca seca, referiram
a reducdo da CCS no leite no tanque de expansao ou leite de conjunto (ALLORE et al.,
1998). NUNES et al. (2007), em estudo com vacas com mastite em Lisboa, Portugal,
afirmaram que a elevagéo da CCS no leite de uma ou mais vacas influencia na CCS do
leite de conjunto, bem como na tomada de decisdo sobre o tratamento de casos
subclinicos durante a lactacdo. Contudo, outros fatores - além da CCS - devem ser
considerados no tratamento dos animais ao longo da lactagdo, como descarte do leite,
valor zootécnico dos animais, producdo diaria, custos do tratamento, idade do animal,
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estagio da lactacao, historico de recidivas e tipo de patdégeno (PHILPOT e NICKERSON,
2002; SANTOS e FONSECA, 2007; RADOSTITS et al., 2007; RIBEIRO, 2008).

Salat et al. (2008) avaliaram a eficacia do tratamento da mastite subclinica em
vacas com >300.000 células soméaticas/mL, por trés meses consecutivos, e concluiram
gue houve reducdo significativa na celularidade apés o término do tratamento. O NMC
(2006) estimou que tanques com CCS entre 200.000 e 300.000 células/mL, apresentam
aproximadamente 15% de animais infectados com mastite subclinica. Ainda, referiram
gue cada aumento de 100.000 células/mL, indicaria incremento na taxa de infec¢éo entre
8 a 10%. Assim, tanques com 600.000 células/mL, indicam que 2/3 do rebanho esta
infectado, resultando em leite com baixa qualidade.

No Brasil, Zafalon (2008) referiu que vacas com mastite subclinica e CCS 2600.000
células/mL, quando submetidas a terapia intramamaria durante a lactacao, apresentaram
reducdo da celularidade para 120.000 células/mL somente apds dois meses do término
tratamento. Zafalon et al. (2010) identificaram valores médios de CCS entre 702.000
células/mL e 397.000 células/mL em amostras de leite de quartos mamarios de vacas
com mastite subclinica por estafilococos e, apds o tratamento intramamario com
antimicrobianos beta-lactamicos (cefalexina), a celularidade média foi reduzida para,
respectivamente, 142.000 e 95.000 células/mL.

Os achados do presente estudo reforcam, que, mesmo em animais com cura
microbiolégica ap6s o tratamento, os valores de CCS ndo retornam em niveis
considerados normais (<200.000 células sométicas/mL) em curto espaco de tempo, pois
nas primiparas amostradas, mesmo diante de 73,34% de taxa de cura microbioldgica para
0 grupo tratado no inicio da lactacdo, nenhum animal retornou a valores inferiores a
200.000 células/mL apds trés semanas de acompanhamento (Tabela 4).

Cunha et al. (2008) referiram que a reducdo na CCS para valores abaixo de
200.000 células/mL ocorre mais rapidamente, apdés o tratamento de casos leves e
moderados de mastite clinica causados principalmente por patdogenos menores. De
maneira similar, Pinzon Sanchez (2010) afirmou que 63% dos casos de mastite clinica
causadas por bactérias gram-negativa em vacas os valores de CCS sédo restabelecidos
entre 21 e 55 dias apOs o tratamento. Em contraste, no mesmo estudo, referiu que
apenas 44% das vacas com mastite subclinca por bactérias gram-positivas
(principalmente ECP) apresentaram normalizacdo da celularidade entre 60 e 90 dias ap0s
a terapia bem sucedida, sem recidivas. Tal achado é similar ao obtido no presente estudo,

posto que nenhum dos animais curados acusou valores < 200.000 células/mL ap6s o
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término do tratamento (Tabela 4), reforcando a influéncia na celularidade - por periodo
prolongado - nas infec¢bes por agentes contagiosos, como estafilococos.

No presente estudo foi observada reducdo gradual nos escores de CMT,
particularmente nos animais tratados, entre os momentos MO e M4 (Quadro 3). Foi
observada também a queda na celularidade do leite em primiparas nao tratadas durante a
lactagéo com ceftiofur, ao longo dos 28 dias de acompanhamento dos animais (Figura 2).
Este resultado pode ser justificado pela cura espontanea, estimada entre 10 a 30% das
infeccbes mamarias, na qual o proprio sistema imune do animal controla a infecgéo
(RIBEIRO, 2008; MAIOLINO et al., 2014).

A reducéo dos escores de CMT em vacas e primiparas tratadas durante a lactacdo
também foi observada por Reis et al. (2003). Nesse estudo, 83 quartos mamarios com
mastite subclinica - principalmente por S. aureus e ECN - divididos em dois estadios da
lactacdo (15 a 100 dias e 101 a 200 dias), foram tratados por via intramamaria com
cefalotina. Os animais tratados e nao tratados foram avaliados nos dias 0, 14, 25 e 40
apos o tratamento. Apds 14 dias de tratamento, houve reducao de 61,4% das infeccOes
intramamarias subclinicas e reducdo nos escores de positividade ao CMT, a semelhanca
dos resultados obtidos no presente estudo.

Em vacas, Zafalon et al. (2010) observaram a reducédo dos escores do CMT em
vacas com mastite subclinica tratadas com antimicrobianos do grupo dos beta-lactamicos,
em contraste a manuten¢éo dos escores do CMT nos quartos nao tratados. De maneira
similar a outros estudos em vacas, os resultados do presente estudo sinalizam que a
reducdo dos escores do CMT pode ser um parametro pratico a campo, na avaliacdo da

cura de primiparas com mastite tratadas por via intramamaria ao longo da lactacéo.

7.6 Producdao de leite

A diminuicdo na producgdo de leite em animais com mastite subclinica ocorre em
razdo das lesdes causadas as células epiteliais da glandula mamaria pelos micro-
organismos, que reduzem a capacidade de sintese e a secrecdo lactea (PHILPOT e
NICKERSON, 2002; SANTOS e FONSECA, 2007; RADOSTITS et al., 2007; MOTTA et
al., 2015). A obstrucdo de ductos na glandula maméria por microabscessos, em geral
causados por contagiosos como estafilococos, pode aumentar o grau de leséo tecidual e
a inatividade do parénquima mamario reduzindo a producao lactea (BANSAL et al., 2005;
SALAT et al.,, 2008). Neste contexto, Mungube et al. (2005) compararam as perdas
associadas com mastite subclinica aferidas pelo CMT em vacas leiteiras na Etidpia e
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identificaram que a producao de leite foi reduzida proporcionalmente em 1,2% (CMT 1+),
6,3% (CMT 2+) e 33% (CMT 3+), diretamente proporcional ao escore do CMT.

Nos EUA, o NMC (2006) estima perdas na producao diaria de 6% em animais com
CCS entre 200.000 a 499.000 células/mL (CMT 2+) e 18% com CCS entre 500.000 a
1.000.000 células/mL (CMT 3+). Outros estudos referiram que contagens de 1.000.000
células/mL podem reduzir a secrecao de leite em até 45% (LAFFRANCHI et al., 2001;
BARBOSA et al., 2002; CUNHA et al., 2008).

Esses resultados concordam com os achados da reducdo de leite nas primiparas
bovinas, amostradas no presente estudo (Quadro 4 e Figura 5) com mastite subclinica por
estafilococos, reforcando o impacto negativo das infeccdes mamarias pelo patégeno em
animais no inicio da vida produtiva, assim como pelos danos provocados no tecido
mamario, por vezes irreversiveis, que podem comprometer a producao futura desses

animais de reposi¢éo no plantel.
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8. CONCLUSOES

v'A terapia intramamaria estendida com ceftiofur em primiparas bovinas com
mastite subclinica por estafilococos € eficaz principalmente nos casos tratados no inicio
da lactacdo, mostrando boas taxas de cura microbiologica e reducdo na CCS, indicando
que essa modalidade de terapia pode ser adotada para o tratamento dessa categoria de
animais infectados com o patégeno no decorrer da lactacéo;

v'S. aureus e S. intermedius foram as principais espécies de estafilococos
identificadas nos animais amostrados, sinalizando o envolvimento desses patdgenos na
mastite subclinica em primiparas bovinas;

v'O perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” revelou que os isolados de
estafilococos recuperados de primiparas bovinas com mastite subclinica foram sensiveis
principalmente para oxacilina, ceftiofur e cefalexina, sinalizando que esses farmacos séo
opcOes para o tratamento de primiparas com mastite estafilocécica;

v'A penicilina e a tetraciclina foram os antimicrobianos menos efetivos diante dos
isolados de estafilococos isolados de primiparas com mastite subclinica, provavelmente
em virtude do uso had décadas desses farmacos, por vezes de modo ndo racional,
aumentando a pressao seletiva para linhagens multirresistentes;

v'A deteccdo de residuos de antimicrobianos no leite dos animais tratados com
ceftiofur de maneira estendida revelou positividade em alguns animais, ainda apés 16 dias
de encerrado o tratamento, alertando que, apesar da eficacia, a adocdo da terapia
estendida deve ser ponderada em virtude dos riscos da presenca de residuos no leite por
periodo prolongado em alguns animais;

v'O uso da CCS e CMT foi efetivo para monitorar a reducéo da celularidade apos o
tratamento intramamario estendido com ceftiofur, em primiparas bovinas com mastite
estafilococica, apesar de revelar que a celularidade dos animais tratados ndo retorna a
normalidade (< 200.000 células sométicas/mL ou CMT negativo) apds 28 dias do término
do tratamento;

v'Foi observada associacao estatistica entre a reducao no volume de leite diario e
a producdo nos animais com mastite subclinica, denotando prejuizos na producéo de leite

em primiparas bovinas infectadas na lactacao por estafilococos.
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Anexos | — Quadros (4 e 5)
Quadro 4. Relacédo entre as medianas da CCS (células/mL) e os escores de CMT no
leite de primiparas, com e sem mastite subclinica por estafilococos, tratadas de modo

estendido com ceftiofur. Botucatu, SP, 2015.

Gl G2 G3 G4 Total/
Escore CMT* Escore CMT Escore CMT Escore CMT Final
0 1 21301 2 3 o] 1 2 3 0] 1 2 3
MO 11/15 | 425 |- |- [- |- 415|115 |- | - 2/15 | 13/15 | - | - 4/15 | 11/15 60
733 | 26,7 26,7 | 73,3 13,3 | 86,7 26,7 | 73,3 100,0
% % % % % % % % %
CCS x 10° 65° 1.800° 1.890° 1.345° 1.288
células/mL Mediana Mediana Mediana Mediana MO
M1 7115 (815 [-1-1-71-17- 15/15 | - [ - 2/15 | 13/15 | - | - 4/15 | 11/15 60
46,7 | 53,3 100,0 13,3 | 86,7 26,7 | 73,3 100,0
% % % % % % % %
CCSx 10° 66° 1.850 1.800° 1.564° 1.386
células/mL Mediana Mediana Mediana Mediana M1
M2 6/15 (915 [-1-1-71-7- 15/15 | - | - 3/15 | 12/15 | - | - 5/15 | 10/15 60
40,0 | 60,0 100,0 20,0 | 80,0 333 | 66,7 100,0
% % % % % % % %
CCS x 10° 65° 1.998 987° 1.232° 987
células/mL Mediana Mediana Mediana Mediana M2
M3 9/15 [6/15 [-[-|-]-]215]1315 - |- 8/15 | 7/15 |- |- 6/15 | 9/15 60
60,0 | 40,0 13,3 | 86,7 53,3 | 46,7 40,0 | 60,0 100,0
% % % % % % % % %
CCS x 10° 65° 1.789° 888" 987° 839
células/mL Mediana Mediana Mediana Mediana M3
M4 8115 | 715 |- |- |- |- |315]| 1215 |- | 4125 | 5/15 | 6/15 | - | 3/15 | 3/15 | 9/15 60
53,3 | 46,7 20,0 | 80,0 26,7 | 33,3 | 40,0 20,0 | 20,0 | 60,0 100,0
% % % % % % % % % % %
CCS x 10° 75° 2.098 543° 987°¢ 605
células/mL Mediana Mediana Mediana Mediana M4
Total 41/75 | 34/75 | - | - |- | - | 9/75 | 66/75 | - | 4/75 | 20/75 | 51/75 | - | 3/75 | 22/75 | 50/75 | 75/100
54,7 | 45,3 12,0 | 88,0 53 | 266 | 681 40 | 293 | 66,7 | 100,0
geral por % % % % % % % % % % %
grupos

* Escores de CMT (California Mastits Tests) adotados neste estudo 0 (negativo), 1 (uma cruz), 2 (duas cruzes), 3 (trés
cruzes). p = Valores de significancia para comparagdo entre grupos pelo teste de andlise de variancia em uma via a
mesma coluna, seguidas de letras mindsculas diferentes diferem estatisticamente. G1 (grupo negativo), G2 (grupo
positivo ndo tratado), G3 (grupo positivo tratado no inicio da lactagdo), G4 (grupo positivo tratado no meio da
lactacdo).MO ou dia zero = diagndstico da mastite subclinica e isolamento de estafilococos, M1 = 7 dias ap6s o
diagnéstico da mastite subclinica e inicio da terapia espandida, M2 = 2 dias apds o término do tratamento expandido da
mastite subclinica, M3 = 7 dias apds M2, M4 = 7 dias ap6s M3.
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Quadro 5: Avaliacdo da producao de leite pela comparagao entre grupos a partir das

medianas, desvios padrfes estimados ponto a ponto e intervalo de confianca 95% em

amostras de leite de primiparas com mastite subclinica por estafilococos, tratadas com

ceftiofur de modo estendido. Botucatu, SP, 2015.

Nimero de | Média Desvio Margem | Intervalo Maximo | Minimo
Amostras producdo padrao Padréao de
(Kg/dia) confianga
95%
Gl 15 15,66 0,61 0,15 15,31 16,70 11,00
MO G2 15 14,41 1,63 0,42 13,50 16,10 11,30
G3 15 13,45 1,47 0,38 12,63 15,60 12,10
G4 15 13,74 1,23 0,31 13,06 16,70 11,00
Total 60 14,31 1,52 0.19 13,92 17,60 15,00
Gl 15 16,35 0,66 0,17 15,98 16,50 11,20
M1 G2 15 14,51 1,78 0,46 13,52 16,20 14,70
G3 15 15,66 0,45 0,11 15,41 16,20 13,50
G4 15 15,46 0,78 0,20 15,02 17,60 11,20
Total 60 15,49 1,22 0,15 15,18 16,90 14,70
Gl 15 15,58 0,59 0,15 15,25 16,00 10,90
M2 G2 15 13,27 1,67 0,43 12,34 15,90 11,10
G3 15 13,28 1,68 0,43 12,34 15,10 10,60
G4 15 12,79 1,19 0,30 12,13 16,90 10,60
Total 60 13,73 1,72 0,22 13,28 16,90 14,80
Gl 15 15,76 0,67 0,17 15,39 15,60 9,20
M3 G2 15 12,70 1,95 0,50 11,62 16,90 11,80
G3 15 14,16 1,77 0,45 13,18 15,30 10,70
G4 15 13,20 1,35 0,35 12,44 16,90 9,20
Total 60 13,96 1,89 0,24 13,47 16,20 12,90
Gl 15 14,80 0,96 0,25 14,26 15,20 9,00
G2 15 12,12 2,14 0,55 10,93 17,10 10,40
M4 G3 15 14,46 2,15 0,55 13,27 15,40 9,30
G4 15 13,10 2,23 0,57 11,87 17,10 9,00
Total 60 13,62 2,18 0,28 13,06 16,70 15
G1 (grupo negativo), G2 (grupo positivo ndo tratado), G3 (grupo positivo tratado no inicio da lactagéo), G4 (grupo

positivo tratado no meio da lactagao).MO ou dia zero = diagndstico da mastite subclinica e isolamento de estafilococos,

M1 = 7 dias apds o diagnéstico da mastite subclinica e inicio da terapia espandida, M2 = 2 dias apds o término do

tratamento expandido da mastite subclinica, M3 = 7 dias ap6s M2, M4 = 7 dias apés M3.
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Anexo Il - Artigo publicado: Pesq. Vet. Bras. 35(5):417-423, maio 2015

Indicadores de qualidade e composicao de leite informal comercializado

na regidao Sudeste do Estado de Sao Paulo?

Rodrigo G. Motta?*, Aristeu V. Silva3, Rogerio Giuffrida*, Amanda K. Siqueira®, Ant6nio C. Paes?,

Igor G. Motta®, Fernando J.P. Listoni? e Marcio G. Ribeiro?

ABSTRACT.- Motta R.G,, Silva A.V,, Giuffrida R., Siqueira A.K., Paes A.C., Motta I.G., Listoni F.J.P. & Ribeiro M.G.
2015. [Indicators of quality and composition of informal milk marketed in the in the Southeast region of
Sao Paulo, Brazil.] Indicadores de qualidade e composicdo de leite informal comercializado na regido Sudeste
do Estado de Sao Paulo. Pesquisa Veterindria Brasileira 35(5):417-423. Departamento de Higiene Veterinaria e
Satude Publica, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Cx. Postal 560,
Botucatu, SP 18618-970, Brazil. E-mail: farturavetufpr@hotmail.com

The informal milk is recognized as the product marketed without inspection. We evaluated the
microbiological quality, nutritional ingredients and substances inhibiting bacterial growth in 100 informal
samples from cows milk, marketed in the southwest region of the state of Sdo Paulo, Brazil. It was found that
77% (SCC) and 86% (TBC) of the samples were at odds with the maximum values required by IN 62 MAP. It was
identified to solids contents in disagreement (36%), protein (23%), fat (38%), nonfat dry extract (43%) and 73%
urea nitrogen. In 59% of the samples was detected residues of the bacterial growth inhibitors. Were isolated 240
strains of micro-organisms with a prevalence of enterobacteria, streptococci, staphylococci and fungi. The
informal milk is marketed in the region without the minimum hygienic conditions and present risks to public
health, and represents serious socio-economic problem for the region.

INDEX TERMS:Cow, mastitis, IN 62, inhibitory, CBT, cellularity, informal milk
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RESUMO.- O leite informal é reconhecido como o produto comercializado sem inspecdo. Avaliou-se a qualidade
microbioldgica, constituintes nutricionais e presenca de substancias inibidoras do crescimento bacteriano em
100 amostras informais de leite de vacas, comercializadas na regido sudoeste do estado de Sdo Paulo, Brasil.
Verificou-se que 77% (CCS) e 86% (CBT) das amostras estavam em desacordo com os valores maximos exigidos
pela IN 62 do MAPA. Identificou-se teores em desacordo para sélidos (36%), proteina (23%), gordura (38%),
extrato seco desengordurado (43%) e nitrogénio uréico 73%. Em 59% das amostras detectou-se a presenca de
residuos de inibidores do crescimento bacteriano. Isolou-se 240 linhagens de micro-organismos com predominio
de enterobactérias, estreptococos, estafilococos e fungos. O leite informal é comercializado na regido sem as
minimas condi¢cdes de higiene e oferece riscos a satide publica, além de representar sério problema sdcio-
econOmico para regido. TERMOS DE INDEXACAO: Vaca, leite, mastite, IN 62, inibidores , CBT, celularidade, leite

informal

INTRODUCAO
A exploracio leiteira é praticada em todo o Brasil, em cerca de 1,5 milhdes de propriedades rurais. Somente na

producdo primaria, a atividade gera acima de trés milhdes de empregos e agrega mais de seis bilhdes ao valor da
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producdo agropecudria nacional (IBGE 2014). Com efeito, tem-se observado no pais grande preocupaciao em
avaliar os principais indicadores de qualidade do leite (CCS, CBT, presenca de residuos) e dos constituintes do
produto (gordura, proteina, lactose, extrato seco desengordurado, sélidos totais), balizados pela Instrucgio
Normativa no. 62 do MAPA (IN-62) com o intuito de salvaguardar a qualidade final do leite e derivados
oferecidos ao consumidor, assim como aumentar a competitividade do pais no cenario de producio lactea (Brasil
2012).

Estima-se que cerca de 20 a 30% da produgao de leite bovino no Brasil seja comercializada sem inspec¢io
sanitaria, ou tratamento térmico adequado (Almeida et al. 1999, Freitas Filho et al. 2009, Vianna, 2009). Este
produto é denominado “leite informal” e é comercializado em utensilios plasticos ou de vidro elaborados para
outros produtos, como refrigerantes (Vianna 2009, Vidal-Martins et al, 2013). Apesar da irregularidade na
comercializacdo deste tipo de leite, sdo escassas as informagdes sobre a presen¢a de micro-organismos, toxinas,
residuos de antimicrobianos, contagens bacterianas totais e de células somaticas, bem como dos constituintes
nutricionais e fisico-quimicos (Langoni et al, 2011, Vidal-Martins et al. 2013). A auséncia de informacdes de
qualidade deste produto expde a populacdo ao consumo de leite com baixa qualidade, aos riscos de reagées
organicas indesejaveis, além de veicularem toxinas e micro-organismos com potencial zoondtico (Almeida et al.
1999, Vasconcelos & Itto 2011).

0 consumo de leite “in natura”, sem qualquer tratamento térmico é comum no interior do estado de Sao
Paulo e em outras regides do pais, devido a crenca popular que este tipo de leite seja “mais rico” em nutrientes e
vitaminas e, principalmente, pelo baixo custo, pois é consumido principalmente pela populagdo de menor poder
aquisitivo (Freitas Filho et al. 2009). Nao ha garantia de que os padroes fisico-quimicos e microbiolégicos do leite
estabelecidos pela IN 62 (Brasil 2012) sejam mantidos pelos produtores e comerciantes informais, visto que a
fiscalizacdo sobre este tipo de produto é incipiente. Especula-se ainda que o consumo do leite informal ou
clandestino tem crescido também na parcela da populacdo de maior poder aquisitivo, cuja justificativa estaria
relacionada ao consumo de produto natural, integro, com seus constituintes em proporgdes brutas preservadas e
sem a presenca de produtos quimicos ou conservantes (Montanhini& Hein, 2013). Entretanto, a marginalizacgio
desta producdo, do comércio e a auséncia de inspe¢do e tratamento térmico do leite informal, favorecem
condig¢des para fraudes e adulteragcdes do produto, posto que este leite ndo é submetido a qualquer exigéncia de
analiseda qualidade organoléptica, composicional e microbiolégica (Vidal-Martins et al. 2013)

O presente estudo investigou os principais indicadores de qualidade, constituintes nutricionais,
presenga de micro-organismos e detec¢do de substancias inibidoras do crescimento bacteriano em amostras de

leite de vacas, comercializados informalmente na regido sudeste do estado de Sdo Paulo.
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MATERIAL E METODOS
As amostras de leite informal foram obtidas na bacia leiteira do sudoeste do estado de Sao Paulo, contemplando
os municipios de: Angatuba, Arandu, Avaré, Bernardino de Campos, Buri, Capdo Bonito, Cerqueira Cesar, Coronel
Macedo, Fartura, Itaberd, Itatinga, Itai, Itapeva, Itaporanga, Itapetininga, Itararé, Pardinho, Piraju, Riversul,
Sarutaia, Taguai, Taquarituba, Tejupa e Timburi.

Foram adquiridas 100 amostras de leite informal entre junho de 2013 a julho de 2014. Do total de
amostras, 72 foram adquiridas em bares, mercearias, padarias e supermercados na regido do estudo. As outras
28 foram obtidas em propriedades que realizavam a venda de leite diretamente no local, sem fiscalizacdo. Nas 28
propriedades que comercializavam leite informalmente, foram obtidos também os dados gerais de producio,
como tipo de assisténcia técnica, volume de leite produzido ao dia e nimero de vacas em lactagdo. No momento
da aquisi¢ao do leite também foi avaliada a temperatura de conservagdo (ambiente ou refrigerada).

As amostras foram previamente homogeneizadas, na sequéncia, coletadas somente uma vez, em frascos
esterilizados tipo Falcon (15ml), visando o diagnéstico microbiolégico ea detecgdo de inibidores da multiplicacio
de micro-organismos;e em recipientes plasticos adequados (50ml) para a contagem de células somaticas (CCS),
contagem bacteriana total (CBT), composicdo quimica do leite (gordura, proteina, extrato seco desengordurado,
sélidos totais e lactose), avaliagdo do nitrogénio uréicode acordo com as normas da Rede Brasileira de Qualidade
do Leite, as amostras foramacondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel (4°C), eencaminhadas
aos laboratdérios para o respectivo processamento.

Contagem eletronica de células somaticas (CCS).Todas as amostras de leite informal foram
repassadas das garrafas de refrigerante recicladas, para os tubos apropriados de plastico, homogeneizadas com
conservante celular de leite Bronopol® (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol) e dispostas em caixas apropriadas,
congeladas a -20°C (Barkema et al. 1997), visando a contagem eletrdnica de células somaticas por citometria de
fluxo, de acordo com as recomendagdes técnicas do equipamento (Somacount 300®)’. As analises de CCS foram
realizadas na Clinica do Leite, ESALQ-USP/Piracicaba, SP. Foi considerado normal o leite com < 200.000 CS/mL
(Ribeiro, 2008, Langoni et al., 2011). Os resultados do presente estudoforam comparados com a IN - 62 do Brasil
(Brasil 2012), vigente para o periodo de julho de 2013 a julho de 2014, que preconizava valor maximo de
600.000 céls/mL.

Contagem bacteriana total (CBT).Para avaliagdo da CBT, o material colhido foi adicionado em frasco
apropriado contendo o Azidiol® (azida sddica e cloranfenicol) e imediatamente congelado até o processamento

na Clinica do Leite, ESALQ-USP/Piracicaba, SP, pelo método de citometria de fluxo. Os resultados do presente
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estudo foram comparados com a IN - 62 do Brasil (Brasil 2012), vigente para o periodo de julho de 2013 a julho
de 2014, considerando valor maximo de 600.000 UFC/mL.

Avaliacdo de residuos de substancias inibidoras da multiplicagio de micro-organismos.
Estatécnicafoi realizada em todas as amostras de leite informal, utilizando “kit” comercial, conforme as
recomendagdes do fabricante (Delvotest SP-NT®)8, indicado para o diagnéstico dos principais grupamentos de
antimicrobianos disponiveis em medicina veterindria a destacar: penicilinas, cefalosprinas, tetraciclinas,
macrolideos, aminoglicosideos, sulfas, florfenicol bem como, a identificacdo dos antissépticos e desinfetantes os
quais atrasam ou inibem a multiplicacdo de bactérias (Ribeiro, 2008, Langoni et al., 2011). As amostras foram
colhidas e acondicionadas em frascos esterilizados e congeladas (-20°C) até o processamento. A detecgdo de
residuos por este método utiliza ampolas de meio de cultura contendo Bacillus stearothermophilus var.
calidolactis. O micro-organismo esta disposto em &gar com indicador de pH, em éreas individuais, onde serdo
inoculadas as amostras de leite(0,1mL), e mantidos em temperatura de 64°C +0,5 durante 3 horas, em banho-
maria. Na auséncia de substancias inibidoras ocorre a multiplicacio bacteriana, producio de acido e altera¢io da
cor original do indicador (de purpura para amarelo). Apds esse periodo, a presenca deresiduos de substancias
inibidoras impedira ou reduzird a multiplicacdo domicro-organismo e o meio com indicador de pH permanecera
com coloragaoinalterada (azul), caracterizado como positivo. Na auséncia de inibidoresdetectaveis pelo teste, o
micro-organismo se multiplicard acidificando o meio,alterando sua cor para amarelo, resultado considerado
negativo.

Analise da composicio do leite. A analise dos constituintes do leite (gordura, proteina total, lactose,
extrato seco, extrato seco desengordurado e nitrogénio uréico) foi realizada na Clinica do Leite, ESALQ-
USP/Piracicaba, SP, pelo método de infravermelho.
Isolamento e identificacio dos micro-organismos. Todas as amostras de leite foram semeadas (0,1mL) nos
meios de agar suplementado com sangue bovino (5%) desfibrinado e agar MacConkey, em condi¢cdes de
aerobiose a 37°C, mantidas por 72 horas. Os micro-organismos foram classificados fenotipicamente segundo as
caracteristicas morfo-tintoriais, bioquimicas e de cultivo (Nero et al. 2005; Martinez & Trabulssi, 2008; Quinn et
al. 2011).

Andlise estatistica e universo amostral. O cilculo do tamanho amostral foi realizado de acordo com

Daniel, (2009), determinado pela formula:

NP(1-P)
X(N—1)+P x(1—-P)

N =

dz

2
Zi—a/z
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N = tamanho da populagdo (finita); P = prevaléncia estimada na populagdo; d = margem de erro aceitavel. Com base neste
calculo seria necessaria a coleta de no minimo 82 amostras de leite na regido de estudo. Os resultados obtidos foram
analisados por estatistica descritiva geral no programa estatistico InfoStat®, considerando intervalo de confianca de 95% e

nivel de significancia para valores de P< 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas de producio dos criatorios

Das propriedades que comercializavam leite informal na regido do estudo 82,2% nao possuiam nenhum tipo
de assisténcia médico veterinaria. Nos criatdrios com assisténcia foi observada diferenca estatisticamente
significante (P>0,05) para a mediana de producdo de leite 6,1 Litros de leite\animal\dia e 4,2 Litros de
leite\animal\dia sem assisténcia. Esses dados demonstram a importancia da assisténcia veterindria no aumento
da producdo de leite, mediante a implantagdo de medidas, visando a nutri¢io, sanidade, reprodugio, manejo
geral e de ordenha dos animais (Fonseca & Santos, 2007). A produc¢do média de 6,1 Litros de leite/vaca/dia
encontrada neste estudo (Quadrol), ndo assemelha-se aos resultados obtidos por Faccioli (2010) em estudo
realizado na bacia leiteira da regido de Botucatu com tanques de expansio, onde encontrou média de producio
8,42 Litros de leite\vaca\dia. Estes resultados confirmam a baixa producio de leite da regido estudada, cerca de
4 a 6 vezes menor que a de outros paises como EUA, Holanda e Nova Zelandia, indicando a necessidade de
controle da mastite e adogio de outras medidas para o aumento da producdo média de leite de vacas na regido
estudada (Langoni et al., 2011). Foi observado que 45% do leite informal amostrado, encontrava-se armazenado
em temperatura ambiente no momento da comercializagido.Esses resultados sdo semelhantesaos apresentados
por Liro et al. (2011) que afirmaramque 38% (59/155) de seus entrevistados no municipiode Petrolina - PE
adquiriram leite por meios informais e que estas amostras quando adquiridas em feiras livres estavam
armazenadas em caixas de isopor e ou a temperatura ambiente.
Contagem de Células Somaticas (CCS) e Contagem Bacterina Total (CBT)

Foi verificado que 77% das amostras de leite informal na regido estudada estavam em desacordo com os
valores maximos de CCS exigidos pela IN 62 (Quadro2), limitados em 600.000 céls\mL na época do estudo. Os
valores da CCS oscilaram, entre 145.000 e 9.315.000 céls\mL. A alta celularidade do leite de vacas também foi
reportado por Nero et al. (2005) em diferentes estados, como Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Parana e Sao
Paulo.

Dentre os parametros utilizados na avaliacdo da qualidade do leite de vacas, destaca-se a contagem de

células somaticas. A alta celularidade no leite é ocasionada, principalmente, por deficiéncias no manejo higiénico
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da ordenha que resultam na ocorréncia de mastite e, secundariamente, relacionada a outros fatores como: a fase
dalactagdo, idade e ra¢a do animal (Fonseca & Santos 2007, Langoni et al.,, 2011).

A CCS do tanque é um indicativo da ocorréncia de mastite subclinica no rebanho (Arcuri et al.,2006, Liro
et al, 2011). Além disso, estd ligada também as condi¢des higiénicas de producdo de leite e a
qualidade/rendimento industrial da fabricagdo dos derivados lacteos (Vidal-Martins et al., 2013). Desta forma, a
CCS esta intimamente associada com a qualidade do leite, determinando prejuizos aos produtores e a industria
processadora, além de impor restricdes a comercializagdo do produto e derivados no mercado internacional
(Arcuri et al., 2006, Vidal-Martins et al. 2013). Segundo estudos de Langoni et al. (2011) a CCS é aceita
internacionalmente como medida padrdo paradeterminar a qualidade do leite.No presente estudo, o elevado
numero de amostras forados limites maximos de CCS permitidos pelo MAPA (Brasil, 2012), é atribuido ao
aproveitamento do leite de vacas portadoras de mastite, o qual ndo foi submetido a nenhum sistema de inspec¢do
oficial, reforcando os resultados obtidos por Vidal-Martins et al.,, 2013.

Foi observado que 86% das amostras de leite informal estdo em desacordo com a IN 62 (Tabela 2), que
prevé a producido de leite com CBT maximo em 600.000 UFC\mL. Estudos similares Nero (2007) e Villa (2007)
em diferentes regides do Brasil, também encontraram valores de CBT acima do permitido pela IN 62, em
amostras de leite comercializadas informalmente no pais. Na regido sudoeste do estado de Sao Paulo foi descrito
que em tanques coletivos a CBT é o principal aspecto em desacordo com a IN 62 (Facciolli 2010). Altas contagens
bacterianas foram um dos parametros com maiores irregularidades encontrados no presente estudo. A elevada
CBT é reflexo de deficiéncias nas condi¢oes de higiene das instalagdes, dos animais e, principalmente, dos
equipamentos e utensilios utilizados na ordenha. Ainda, esta relacionada a ineficiente refrigeracao do leite até o
momento da coleta pelas industrias de beneficiamento (Santos 2006). A adog¢do do pré dipping é considerado
procedimento efetivo para a obtencdo do leite com baixa carga microbiana inicial, pois esta pratica contribui
significativamente para a reducdo dos micro-organismos contaminantes que elevam a CBT no tanque,
entretanto, este procedimento nio e realizado na maioria dos criatérios que comercializam informalmente o
leite na regido (Facciolli 2010; Vidal-Martins et al., 2013).

Os resultados de CBT e CCS no presente estudo sdo alarmantes, do ponto de vista de satide publica, posto
que o leite informal ndo é submetido a nenhum tipo de tratamento térmico que garanta a seguranga
microbiolégica do produto final. Ressalta-se que em inquéritos realizados com consumidores do leite informal,
revelaram que na maioria das vezes, os consumidores ndo tém conhecimento dos riscos inerentes a ingestdo
deste produto sem tratamento térmico, comercializado sem fiscalizagdo sanitaria (Bersot et al.2005, Vidal-

Martins et al.,, 2013). Santos (2006) e Langoni et al., (2011) enfatizaram que a venda direta de leite cru para o
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consumidor ou qualquer derivado lacteo produzido com leite cru, é proibido no Brasil desde a década de 1970.
De maneira similar, nos EUA, é considerada violagao da lei federal comercializar leite cru na maioria dos estados,
enquanto no Canada é ilegal a venda de leite cru em todo pais (Bersot et al., 2005, Villa, 2007, Vidal-Martins et al.,
2013). Desta forma, faz-se necessario orientar os consumidores sobre os riscos associados a ingestdo do produto
e derivados lacteos sem tratamento térmico prévio (Liro et al,, 2011, Vidal-Martins et al., 2013). A demanda pelo
consumo de leite cru no Brasil é um mercado em expansao (Villa 2007), as dificuldades em coibir a venda do leite
informal repousam na venda do produto em carros, charretes, a cavalo, ou a pé em bares, mercearias ou de casa
em casa nos municipios (Bersot et al,, 2005, Villa 2007, Liro et al,, 2011). Ademais, os consumidores em potencial

do leite cru sio sensiveis ao apelo do consumo de alimentos “mais naturais”, “mais nutritivos”, sem nenhum tipo

de processamento industrial, com compra direta da fazenda e de melhor sabor (Vidal-Martins et al,, 2013).

Principais constituintes do leite de vacas

0 aumento dos teores de gordura do leite pode ser apenas relativo em virtude da reducdo dos demais
componentes em processos inflamatérios da glandula mamadria (Bueno et al. 2005). Porém, Santos (2006)
descreveram que quando ha diminuicdo da produgio de leite proporcionalmente maior do que a diminuicdo da
sintese de gordura, os teores de gordura aumentam em devido a concentracdo. Contrariamente, Arcuri et al.,
(2006) e Liro et al.,, 2011 observaram redugdo dos teores de lipideos no leite de animais com mastite do estado
de Goias. Santos (2006) sugeriu que a redugdo da concentragao total de gordura no leite se deve a diminui¢do da
capacidade de sintese de lipideos pela glandula mamaria com mastite.

Segundo a IN-62 (Brasil 2012) o leite com padrdo de qualidade para o consumidor deve conter no
minimo 2,9% de proteina. Diferentes autores tém relatado aumento dos teores de proteina no leite de animais
mastiticos (Santos 2003, Langoni et al., 2011). O aumento dos teores de proteina é creditado ao aumento das
proteinas plasmaticas em decorréncia da resposta inflamatéria e também ao maior afluxo de substancias do
sangue para o leite (Santos 2006). Langoni et al,, (2011) observaram teores maiores de proteina em amostras de
leite colhidas de vacas com mastite, criadas em sistema convencional. Em contraste, Bueno et al. (2005)
observaram reducdo dos teores de proteina do leite de vacas com mastite criadas em sistema convencional no
estado de Goids. A mediana para o teor de proteinas do leite no presente estudo foi 3,2% (Quadro 3),
considerados dentro dos padroes minimos exigidos pela IN 62 do MAPA (Brasil 2012). No entanto, foi observado
que 23% das amostras apresentaram niveis de proteina menores que a exigéncia minima estabelecida. Os
resultados de gordura e proteina abaixo do minimo estabelecido pela legislagdo podem ser reflexos da aguagem

(diluicdo da gordura e proteina com agua) ou da pratica de desnate, uma vez que o creme (nata) tem valor de
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mercado maior que o do leite fluido, conforme recente estudo realizado por Montanhini & Hein (2013) com “leite
informal” no estado do Parana.

Gonzalez et al. (2004) afirmaram que a lactose é o componente que menos varia no leite bovino.
Machado et al. (2000) e Arcuri et al.,, (2006) observaram pequena reducido dos teores de lactose de leite colhido
de tanques de expansado de propriedades convencionais. Na avaliacdo da qualidade do leite da bacia leiteira de
Pelotas, RS, Gonzalez et al. (2004) observaram que os teores de lactose foram menores nos meses de marco, abril
e maio. Bueno et al. (2005) observaram que os valores de lactose foram inversamente proprocionais a CCS em
vacas com mastite criadas em sistema convencional no estado de Goias. No presente estudo a mediana da lactose
foi 4,5%, embora, 40% das amostras avaliadas terem acusado teor de lactose menor que 3,9%, em desacordo
com a IN 62. A redugdo dos teores de lactose no leite pode estar correlacionada com a alta prevaléncia de quartos
mamarios infectados por bactérias, ou mesmo por adulteracdo do leite pela adigdo de 4gua (Santos 2003).

0 nitrogénio uréico (NU) representa a por¢io de nitrogénio no leite na forma de uréia, o nivel de NU no
leite é diretamente proporcional aos teores de Nitrogénio do sangue (Lucci et al. 2006), sendo
proporcionalmente correlacionados (Beserra et al. 2009). A presenca de baixos valores de NU indica dieta
desbalanceada em energia e proteinas fornecida aos animais em lactagdo. O teor do NU para as amostras de leite
informal estdo sumariados no Quadro 3. Foi constatado que 69% das amostras estudadas apresentaram valores
abaixo de 10 mg/d], resultado em desacordo, visto que os parametros normais situam-se entre 10 a 16mg/dl
(Lucci et. al.,, 2006).

Pesquisa de residuos de substincias inibidoras da multiplicacdo de micro-organismos

Foi constado que 59% do leite informal na regido estudada encontravam-se em desacordo com a IN 62
do MAPA - Brasil 2012 (Quadro4), que prevé a auséncia de residuos de substancias inibidoras do crescimento
bacteriano no leite de vacas no Brasil. A preocupacido com a presenca destes residuos no leite de vacas criadas no
Brasil tem sido foco de varios estudos nas ultimas décadas (Nascimento et al. 2001, Serra 2004, Villa 2007).
Barros et al. (2001) encontraram 38,5% das amostras de leite C pasteurizado de vacas, comercializadas na
cidade de Salvador, com a presenca de residuos de antimicrobianos. Nascimento et al. (2001) encontraram 50%
de amostras positivas para residuos em leite de vacas comercializado em Piracicaba, SP. Biacchi et al. (2004)
encontraram residuos de antimicrobianos em 80% das amostras analisadas de leite do tipo B e 100% de leite C
provenientes do Vale do Paraiba, SP. Tetzner et al. (2005), no Tridngulo Mineiro, detectaram residuos em 33,3%
das amostras avaliadas . Nero et al. (2007) constataram residuos em 11,4% das amostras de leite de vacas

colhidas em quatro regides leiteiras do Brasil.
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No entanto, sdo escassos os estudos direcionados a detec¢do de residuos de antimicrobianos em leite
informal comercializado no Brasil. A presenca de residuos de antimicrobianos no leite pode causar efeitos
indesejaveis aos humanos (Ribeiro, 2008). Ademais, a presenca de residuos no leite de vacas causa problemas a
industria lactea, visto que pode prejudicar a producdo de derivados, principalmente os obtidos pela fermentagido
do leite (Lucci et al. 2006; Montanhini & Hein, 2013, Vidal-Martins et al.,2013).

A presenca de residuos de antimicrobianos no leite informal constitui-se em desafio para os
profissionais de saude, pelo potencial nocivo dos residuos aos humanos (Almeida et al. 2003). No presente
estudo, 59% do leite informal acusou a presenca de residuos de antimicrobianos ou inibidores de multiplicacdo
de micro-organismos. Resultados estes que concordam com varios autores que também encontraram elevada
prevaléncia de residuos de amostras de antimicrobianos no leite cru comercializado em diversas regides do
Brasil (Almeida et al., 1999, Badini et al., 1997, Barros et al,, 2001, Bersot et al., 2005, Arcuri et al., 2006, Soares et
al,, 2010, Montanhimi & Hein, 2013).

Varios fatores podem influenciar a qualidade do leite para o consumo humano no que tange a sua
inocuidade, como a contaminagdo por agentes microbianos, presen¢a de residuos de antimicrobianos e os
resultantes de agdes fraudulentas, com o intuito de lesar o consumidor, aumentando o lucro de quem as pratica
(Villa 2007, Soares et al., 2010, Montanhimi & Hein, 2013). Assim, as atitudes frente a coibi¢do do leite informal
devem ser embasadas na legislagdo vigente, embora sua implementacdo devera ser de maneira gradual, visto que
o leite comercializado informalmente no pais ainda represente 20 a 30% da producdo nacional ou
aproximadamente 900 milhdes de litros por ano (Villa 2007, Langoni et al., 2011, Vidal Martins et al., 2013, IBGE
2014).

Cultivo microbiolégico

Foram isolados e identificados 240 linhagens de micro-organismos com predominio dos géneros
Staphylococcus, Streptococcus e enterobactérias, seguidos em menor frequéncia por actinomicetos, certos grupos
de bactérias gram-negativas e fungos. Obteve-se isolamento microbiolégico em 98 amostras (98%) do leite
informal estudado (Quadro 5).

A percentagem de micro-organismos isolados foi Staphylococcus aureus (3,33%), Streptococcus bovis
(5,00%), Streptococcusagalactie (7,50%), Streptococcus dysgalactie (7,08%), Escherichia coli (18,75%),
Enterobacter cloacae (10,42%), Klebsiella oxitoca (5,41%), Klebsiella pneumonae (4,16%), Enterobacter
aerogenes (0,41%), Serratia marcenses (0,83%), Enterobacter aglomerans (2,91%), Proteus mirabilis (2,50%),

Nocardia asteroides (1,66%), Pasteurella multocida (0,83%), Pseudomonas aeroginosa (1,66%).
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Concomitantemente, nas amostras de “leite informal” houve o isolamento de alta percentagem linhagens
de fungos, leveduras e algas aclorofilicas as quais podem ser distribuidas: Aspergillus sp (6,60%), Candida sp
(8,33%), Geotrichum sp (5,83%), Trichophyton sp (7,08%) e Prototheca zopfii (0,41%).

As enterobactérias foram o grupo de micro-organismos isolados com maior frequéncia no leite
amostrado. A alta prevaléncia de enterobactérias no leite informal e em tanques de expansio sdo indicativos de
falta de higiene no momento da ordenha, particularmente na limpeza e desinfeccio dos tetos dos animais,
deficiéncia na higieniza¢do das ordenhadeiras, da mao dos ordenhadores, tanques e utensilios de armazenado e
transporte do leite (Vasconcelos & Ito, 2011, Montanhimi & Hein, 2013). Sinaliza, também, deficiéncias na
profilaxia de agentes ambientais de mastite, que incluem a adogdo de pré-dipping, evitar acimulo de matéria
organica no ambiente entre as ordenhas e o0 ndo oferecimento de alimentagao ap6s o término da retirada do leite
(Santos 2006, Ribeiro 2008, Langoni et al, 2011). Estes micro-organimos também apresentam potencial
patogénico a saude publica e, comumente, estio relacionados com a deterioracdo do leite e derivados lacteos,
conforme estudos realizados por Langoni et al., (2011), Vasconcelos & Ito, 2011, Vidal-Martins et al., (2013) e
Montanhini & Hein (2013).

A elevada ocorréncia de enterobactérias no leite informal é altamente preocupante no contexto de satde
publica. Este grupo de micro-organismos estd intimamente associado a processos de infec¢do e toxi-infec¢des
alimentares em humanos veiculadas pelo leite e derivados lacteos, principalmente nos produtos ndo submetidos
ao tratamento térmico (Langoni et al,, 1998, Acha & Szyfres 2003, Langoni et al, 2011 e Montanhini &Hein
2013). Estes resultados enfatizam a necessidade de orientacdo dos produtores da regido com tanques de
expansdo para as boas praticas de ordenha higiénica(Langoni et al.,, 2011 e Montanhini &Hein 2013). Indicam,
também, a necessidade de orientagdo da populagdo quanto aos riscos do consumo do leite informal, assim como
a importancia de investimentos e politicas publicas, visando possibilitar ao pequeno produtor de leite informal
condic¢des de sair da marginalidade do comércio de leite, com vistas a garantir a inspegdo e o tratamento térmico
deste leite oferecido ao consumidor no Brasil (Liro et al,, 2011, Vasconcelos & Ito, 2011, Montanhini &Hein
2013).

A baixa qualidade do leite comercializado informalmente no Brasil também tem sido identificada em
estudos pontuais que avaliaram o perfil microbiolégico do leite cru entregue as plataformas dos laticinios em
diferentes regides do pais (Serra 2004, Nero 2007, Villa 2007, Vidal-Martinset al.,, 2013 e Montanhini &Hein

2013).
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CONCLUSOES
Na regido Sudeste do Estado de Sdo Paulo os moédulos de produtores de leite informal foram
constituidos por pequenos e médios produtores com baixo nivel de tecnificacdo, carentes de assisténcia
veterindria especializada;

0O leite informal é comercializado na regido sem as minimas condi¢des de higiene e oferece riscos a saiude
publica, além de representar sério problema sdcio-econémico para regido;

O nitrogénio uréico foi o constituinte que mais oscilou, indicando dieta desequilibrada dos animais,
refletindo diretamente no baixo nivel de tecnificacio e assisténcia profissional na regido estudada;

A CCS e CBT encontraram-se em grande numero de amostras em desacordo com a IN 62, como provavel
reflexo de leite proveniente de vacas com mastite, em condi¢des inadequadas de ordenha, com deficiéncia na
conservagdo e armazenamento do leite.

A presenca de substancias inibidoras do crescimento bacteriano nas amostras de leite avaliadas, alerta
para os riscos em saude publica do consumo de leite e derivados destas propriedades e o descumprimento desta
exigéncia da IN 62;

A elevada ocorréncia de micro-organismos no leite informal amostrado, particularmente,
enterobactérias e fungos, indica contaminacdo fecal e precarias condi¢cdes de armazenamento do leite
comercializado informalmente na regido.
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Quadro 1. Medidas descritivas das variaveis quantitativas, da producio diaria das propriedades (Litros),
numero de animais em lactagio e produ¢iao média (Litros\vaca\dia), em amostras de leite

comercializadas informalmente na regido sudeste do estado de Sao Paulo, 2014

Producao diaria das Produgdo média

Animais em

Leite Informal propriedades lactacio diaria
(Litros) (Litros\vaca\dia)
Minimo 15 4 2
Mediana 66 10 5
Maximo 500 32 20
Média 100,6 13 6,1
Desvio Padrio 109,8 8,1 3,7
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Quadro 2. Valor minimo, percentil 25, mediana, percentil 75 da contagem de células somaticas e
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contagem bacteriana total em amostras de leite de vacas informalmente comercializados na Regido

Sudeste de estado de Sao Paulo, 2014

Acordo Desacordo
Min. P25 Med. Média P75 Max. com IN- com IN-62
62 % %
CCS
(x103/ 145,0 550,0 1199,0 2053,0 2874,0 9315,0 23 77
mlL)
CBT
(x103/ 61,0 1883,0 3515,0 3729,0 5335,5 9524,0 14 86

mL)

Min = minimo, P25 = percentil 25, P75 = percentil 75, Med.= mediana, Max = maximo, CCS = Contagem de Células

Somaticas, cél\mL = células\mililitro, CBT= Contagem Bacteriana Total, UFC/ml = UFC/mililitro, P25 = percentil

25, P75 = percentil 75. Valores de referéncia segundo IN 62: maximo CCS 600.103 cél\mL e CBT 600.103 UFC/mL.
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Quadro 3. Principais constituintes do leite informal comercializado na regido sudeste do estado de Sao
Paulo, divididos em valor minimo, percentil 25, mediana, percentil 75 e respectiva adequacio a IN-62,

2014
Acordo com Desacordo com
o ] . IN-62 IN-62
Variaveis Min. P25 Med. P75 Max. ,
Numero NuUmero
amostras (%) amostras (%)
ST 8,1 10,6 11,6 12,7 16,9 64% 36%
(%\mm) ) ) ) ) )
Proteina
0, 0,
(%\mm) 2,5 3,0 3,2 3,3 3,9 77% 23%
Lactose o o
(%\mm) 3,3 4,4 4,5 4,6 5,2 60% 40%
Gordura o o
(%\mm) 1,2 4,4 4,5 4,6 5,2 62% 38%
ESD
0, 0,
(%\mm) 6,7 8,4 8,7 8,8 9,7 57% 43%
NU (%\mm) 0,3 5,8 6,3 10,4 18,6 -- -k

ESD = extrato seco desengordurado, ST = s6lidos totais, NU =nitrogénio uréico, Min = minimo, P25 = percentil 25,
P75 = percentil 75, Max. = maximo. Valores de referéncia IN-62: ST = 11, 0-2,5, Proteina = 2,9%, Lactose = 4,7-
4,9, Gordura = 3,0%, ESD = 8,4%. *Parametro ndo incluso como indicador de qualidade de leite pela IN-62

Nitrogénio Uréico valor de referéncia 10 a 16mg/dl.
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Quadro 4. Frequéncias absolutas (N) e relativas (%), e intervalos de confianca 95% (IC95%) para a
presenca de residuos de antimicrobianos ou substiancias inibidoras da multiplicagido de micro-
organismos em amostras de leite informal, comercializados na regiao sudeste do estado de Siao Paulo

2014.
Presenca de residuos \ substancias inibidoras
TOTAL
Leite informal Negativo Positivo
N % 1C95% N % 1C95% N %
41 41,0 31,8-50,8 59 59,0 49,2 -68,1 100 33,3

Estatisticas: IC 95% = intervalo de confianga 95%, N = niimero, % = porcentagem.
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Quadro 5. Micro-organismos isolados em amostras de leite comercializados informalmente na regiao
sudeste do estado de Sao Paulo, 2014

Leite Informal

Micro-organismos . . ]
Numero de amostras/ Nimero total de linhagens

(%)

Streptococcus sp. 47/240 (19,58%)

Escherichia coli 45/240 (18,75%)

Enterobacter sp. 31/240 (12,91%)
Klebisiella sp. 26/240 (10,83%)
Staphylococcus sp. 08/240 (3,33%)
Nocardia sp. 04/240 (1,66%)

Pasteurella sp.
Serratia sp.

Proteus sp.

Pseudomonas sp.

Aspergilus sp.
Candidasp.

Geotrichum sp.
Tricophytom sp.

Prothoteca sp.

02/240 (0,83%)
02/240 (0,83%)

04/240 (1,66%)
04/240 (1,66%)
16/240 (6,60%)
20,240 (8,33%)
14/240 (5,83%)
17/240 (7,08%)

01/240 (0,41%)
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