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BOLANOS, C.A.D. Indicadores de qualidade do leite de vacas criadas em sistema

silvipastoril. Botucatu, 2014. 89p. Dissertagao (Mestrado) — Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.

RESUMO

O sistema silvipastoril caracteriza-se por aumentar a produgao de leite, com maior
numero de vacas por hectare, devido ao maior aporte de proteina na dieta. No
sistema silvipastoril as vacas possuem a disposicdo para alimentacdo, além do
pasto, pequenas arvores e arbustos. O objetivo do presente estudo foi investigar
os principais indicadores de qualidade do leite e agentes causais de mastite em
vacas criadas em sistema silvipastoril. Foram avaliadas a composig¢ao (teor de
gordura, proteina, lactose, extrato seco, extrato seco desengordurado e nitrogénio
ureico), contagem de células somaticas (CCS), contagem bacteriana total (CBT),
ocorréncia de mastite clinica e subclinica, isolamento microbiologico, perfil de
sensibilidade bacteriana  “in  vitro® e deteccdo de residuos de
antimicrobianos/inibidores da multiplicagdo de micro-organismos, no leite de
vacas, € do tanque de expansao e latbes em propriedades do Vale do Cauca,
Colédmbia. Os teores médios dos principais constituintes do leite foram: 3,24% de
gordura, 3,27% de proteina, 4,40% de lactose, 10,62% de extrato seco, 8,57% de
extrato seco desengordurado e 15,82 mg/dL de nitrogénio ureico, enquanto do
tanque de expansao e latdes foi: 3,51% de gordura, 3,20% de proteina, 4,34% de
lactose, 11,72% de extrato seco, 8,47% extrato seco desengordurado e 14,57
mg/dL de nitrogénio ureico. A celularidade média dos quartos mamarios e do
tanque de expansdo e latbes foram 141.252,75 CS/mL e 363.078,05 CS/mL,
respectivamente. A CBT média dos quartos mamarios e do tanque de expansao
foram 4.466,84 UFC/mL e 24.547,01 UFC/mL respectivamente. Os principais
micro-organismos isolados dos quartos mamarios foram Staphylococcus spp.
(17%), Corynebacterium bovis (5%), Staphylococcus aureus (4%), Streptococcus

spp. (3%), Streptococcus dysgalactiae (2%) e Staphylococcus hyicus (1%),
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enquanto do tanque de expanséo e latdes foram identificados Streptococcus spp.
(29%), Enterobacter cloacae (14%), Hafnia alveii (14%) e Streptococcus o-
hemolitico (14%) com maior frequéncia. A deteccdo de residuos de
antimicrobianos em leite individual das vacas e do tanque ou latéo foi em 30% e
86% das amostras respectivamente. O sistema silvipastoril € uma boa alternativa
para nutricdo de vacas, no entanto é importante a analise de todos os parametros

de qualidade para garantir um produto diferenciado.

Palavras-Chave: silvipastoril, bovino, CCS, CBT, residuos de antimicrobianos.



XVl

BOLANOS, C.A.D. Quality milk indicators from cows bred in silvopastoral system.

Botucatu, 2014. 89p. Dissertation (Master of Science in Veterinary Medicine) —
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia.

ABSTRACT

The silvopastoral system is characterized by increasing the production of milk with
a greater number of cows per hectare due to the higher amount of protein in the
diet. In silvopastoral system cows are fed in addition to pasture, with small trees
and shrubs. The aim of present study was determinate the main indicators of milk
quality and mastitis causal agents in cows bred on silvopastoral system. We
evaluated the composition (fat, protein, lactose, solids, dry extract, nonfat dry and
urea nitrogen), somatic cell count (SCC), total bacterial count (TBC), occurrence of
clinical and subclinical mastitis, microbiological isolation, "in vitro" bacterial
sensitivity profile and detection of antimicrobial/multiplication inhibitors residues in
milk produced by cows raised in silvopastoral systems, as well as the bulk tank and
churns in farms of Cauca Valley, Colombia. The concentration of the major
constituents of milk were 3.24% fat, 3.27% protein, 4.40% lactose, 10.62% dry
extract, 8.57% nonfat dry and 15.82 mg/dL urea nitrogen, while the bulk tank and
churns was: 3.51% fat, 3.20% protein, 4.34% lactose, 11.72% dry extract, 8.47%
nonfat dry and 14.57 mg/dL urea nitrogen. The cell count of the cows and the bulk
tank were 141,252.75 CS/mL and 363,078.05 CS/mL, respectively. The TBC mean
in cows and the bulk tank were 4,466.84 CFU/mL and 24.547.01 CFU/mL
respectively. The main microorganisms isolated from the udder cows were
Staphylococcus spp. (17%), Corynebacterium bovis (5%), Staphylococcus aureus
(4%), Streptococcus spp. (3%), Streptococcus dysgalactiae (2%) and
Staphylococcus hyicus (1%), while the bulk tank and churns were identified more
often Streptococcus spp. (29%), Enterobacter cloacae (14%), Hafnia alveii (14%)
and Streptococcus a-haemolytic (14%). Antimicrobial residues in cow milk and bulk

or churn were detected in 30% and 86% respectively. The silvopastoral system is a
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good alternative to cow nutrition, however is important the analysis of all quality

parameters to ensure a differentiated product.

Keywords: silvopastoral, bovine, SCC, TBC, antimicrobial residues.
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1. INTRODUGAO

O leite & um dos produtos mais nobres de origem animal. E produzido pela
glandula mamaria das fémeas mamiferas (mais de 4.000 espécies) para atender
os requerimentos nutricionais do neonato. Possui varias fungdes como nutricao
fornecida pelas proteinas, gordura, vitaminas e minerais, entre outros e imunidade

conferida por imunoglobulinas (FOX, 2002).

Os humanos tém utilizado o leite na dieta ha aproximadamente 8.000 anos.
As espécies animais de maior producao de leite de interesse comercial sdo a
bovina, bubalina, ovina e caprina. No entanto, o leite de vaca representa o 80% da
produgdo mundial respondendo pela maioria do leite industrializado para o
consumo humano (ROBINSON, 2002; THOMPSON et al., 2009).

A pecuaria leiteira € uma das mais importantes atividades do agronegdcio
mundial devido ao valor do leite para a nutricdo humana. No entanto, o setor
leiteiro esta exposta a varidveis econbmicas, politico-sociais, ambientais e
culturais, fato que desafia os produtores para atender as demandas dos
consumidores, no que tange a quantidade e qualidade do leite, de forma
sustentavel. Consequentemente, os criadores devem modificar e incrementar
continuamente o manejo no sistema de produgdo com intuito de superar os
desafios do mercado (RISCO; MELENDEZ, 2011). Com efeito, as tendéncias
atuais para produgao pecuaria estimulam modelos que tenham harmonia entre os
aspectos sociais, ambientais, econdmicos e de bem-estar animal visando a
obtencao de alimentos de qualidade e baixo custo, atendendo a sustentabilidade
(RIVERA et al., 2006). Os sistemas leiteiros em paises tropicais estdo focados
atualmente em alcancar o aumento da produtividade dos rebanhos utilizando
tecnologias viaveis e com menor uso de insumos externos (HERNANDEZ;
PONCE, 2004). Assim, o desenvolvimento de modelos alternativos de produgéo

de leite deve priorizar a nutricdo equilibrada, ordenha higiénica e condi¢cdes de



manejo, que reflitam em aumento da produtividade e qualidade do leite (RISCO;
MELENDEZ, 2011).

Para varios paises da América Latina o leite € uma das principais divisas da
balanca comercial. Dentre estes paises, para a Coldmbia o constante
melhoramento da qualidade do leite € uma prioridade, pois o produto contribui com
20% do PIB nacional, com total de 6.452.000 milhdes de litros produzidos no ano
de 2011, representando o quarto produtor da América Latina. Segundo o ultimo
censo agropecuario, a Colémbia possui 494.593 propriedades dedicadas a criagao
de vacas, com cerca de 23,5 milhdes de cabecas, das quais 8,2 milhdes sdo de
dupla aptidao e 1,5 milhdo de producéo leiteira especializada (FEDEGAN, 2011).
A dinamica na producgao primaria encontra reflexo em inovagdes na alimentagao e
manejo do rebanho bovino, posto que a Coldbmbia tem adotado novas formas de
criacdo, com a otimizacdo dos recursos ambientais e diminuicdo do impacto
negativo para o meio ambiente (PROEXPORT, 2011).

Na ultima década, uma alternativa emergente de alimentagcdo animal € a
criacdo de vacas no sistema silvipastoril. Este sistema é caracterizado como uma
modalidade de producédo pecuaria, onde pequenas arvores e arbustos lenhosos,
perenes sao mantidos nos pastos em consorcio com gramineas tradicionais para a
alimentacao de vacas (MAHECHA, 2002). O sistema silvipastoril tem sido utilizado
como uma alternativa de producgao sustentavel, que reduz o impacto ambiental de
sistemas de producdo tradicionais e aumenta o rendimento de producido por
unidade de area. O sistema silvipastoril se caracteriza por elevada produgao de
biomassa, com altos teores de proteina e de excelente qualidade para vacas de
leite, utilizado como suporte nutricional aos animais, resultando em incremento
substancial na produgéao do leite (MURGUEITIO; IBRAHIM, 2001).

Nas Américas, o sistema silvipastoril tem sido utilizado em Cuba, Costa
Rica, Nicaragua, Guatemala, México, Venezuela e Coldmbia (FIORAVANTE,

2012). Além de fundamental para a reabilitagdo e conservacédo da biodiversidade



das paisagens agricolas (MURGUEITIO, 2011), o sistema silvipastoril incrementa
a producio de leite e a qualidade composicional, notadamente pelo elevado teor

proteico.

O Brasil produziu cerca de 32 bilhdes de litros de leite no ano 2012 e é
considerado o primeiro produtor de leite na América Latina e o quarto no mundo
(FAO, 2011). Possui também um dos maiores rebanhos bovinos comerciais do
mundo (USDA, 2010). No entanto, o sistema silvipastoril €& incipiente ou
praticamente inexistente no pais, visto que os animais sao criados principalmente
a pasto, de forma extensiva. A implementacdo do sistema silvipastoril no Brasil
poderia se constituir em uma forma alternativa de producao de leite, de baixo
custo e alto rendimento, particularmente para pequenos produtores
(FIORAVANTE, 2012).

Apesar do aumento da produgdo e melhor composicdo nutricional, o
sistema silvipastoril - como qualquer sistema de criagcdo de vacas - tem que
garantir leite higiénico e de qualidade, prevenindo e controlando a mastite, uma
das doengas com maior prejuizo na criagao de vacas leiteiras (RUEGG, 2012). A
profilaxia da mastite & obtida adotando preceitos de ordenha higiénica, provas de
triagem como Califérnia Mastitis Test (CMT) para detecgdo de mastite subclinica,
e a prova de caneca telada de fundo escuro para diagndstico de mastite clinica,
além do cultivo microbiologico de quartos com mastite. Outros métodos utilizados
na avaliagdo da qualidade sdo fundamentados em parametros que indicam a sua
aptiddo para consumo, processamento e/ou o “status” sanitario da vaca ou
rebanho produtor de leite (KELLY, 2002). Neste contexto, destacam-se,
mundialmente, a contagem de células somaticas (CCS) e a contagem bacteriana
total (CBT).

A CCS pode ser aferida em nivel de quarto mamario, “pool” dos quartos de
uma vaca, ou do tanque de expanséao e latdo contendo a mistura do leite de todas

as vacas do rebanho. A celularidade esta intimamente associada a ocorréncia de



mastite e é considerada indicador de aptidao do leite para consumo humano ou
processamento industrial (KELLY, 2002), refletindo o status sanitario do ubere
(LANGONI, 2000; SANTOS, 2004).

A CBT é o reflexo da contagem microbiologica do leite. A presenga de
bactérias no leite pode ser originada do ubere, equipamento de ordenha,
ordenhador e do ambiente. A principal preocupacdo com relagdo a presenca de
bactérias no leite é, inquestionavelmente, a saude do consumidor. A CBT ¢é
utilizada como parametro de pagamento por qualidade do leite ou de rejeigéo,
juntamente com a CCS (NICKERSON; PHILPOT, 2000).

A deteccdo de residuos de antimicrobianos € outro parametro para
avaliagcdo da qualidade do leite. A presenca de residuos de antimicrobianos no
leite devido ao tratamento de vacas com mastite € um fato inaceitavel, visto que o
produto €& destinado ao consumo humano. O uso de antimicrobianos é uma
abordagem que deve levar em consideracdo a escolha correta do farmaco,
concentracao, via de aplicagao, tempo de caréncia de residuos na lactagdo ou no
periodo seco, evitando o uso inapropriado e aumento da pressido seletiva para
linhagens multirresistentes (OLIVER; MURINDA, 2012). A pesquisa de residuos
no leite € fundamental para a industria, pois a presenga de antimicrobianos
interfere na fabricacéo de derivados como queijos e iogurtes (NASCIMENTO et al.,
2001; VAN SCHAIK et al., 2002).

Agéncias internacionais como a Organizacdo das Nacgdes Unidas para a
Agricultura e Alimentagdo (FAO), Organizacdo Mundial da Saude (WHO) e a
Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE) tém ressaltado a necessidade do
uso racional de antimicrobianos na produgdo animal, minimizando a emergéncia
de patdégenos multirresistentes que possam ser veiculados de animais para os
humanos (FAO; WHO; OIE, 2007).



O monitoramento da composicao do leite, aspectos higiénicos de ordenha e
detecgdo de fraudes e adulterantes do produto também & uma exigéncia legal em
varios paises da América Latina. Na Colémbia os indicadores de qualidade do leite
estdo estabelecidos pelos decretos 616 de 2006 e 1880 de 2011 (COLOMBIA,
2006; 2011) e no Brasil pela Instrugcdo Normativa 62 do Ministério de Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2011).

Em que pese o impacto do leite no agronegocio na Ameérica Latina e a
importancia do sistema silvipastoril em alguns paises, sdo escassos os estudos
conduzidos na avaliagdo dos principais componentes nutricionais do leite, na
etiologia da mastite clinica ou subclinica, na CCS, a CBT, assim como da
presenca de residuos de antimicrobianos em vacas mantidas neste sistema de
producdo (MAHECHA, 2002). No presente estudo foram revisados os principais
aspectos do sistema silvipastoril, com énfase nos indicadores de qualidade de

leite.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Sistemas Silvipastoris

Nas ultimas décadas, uma alternativa recomendada ao pastoreio tradicional
de bovinos é o sistema silvipastoril (MURGUEITIO; IBRAHIM, 2001). Este sistema
peculiar de produgcao combina a alimentagédo a pasto com folhas de plantas, como
gramineas e leguminosas herbaceas, pequenas arvores e arbustos, visando a
nutricdo de vacas. Em todo o mundo, o sistema silvipastoril foi desenvolvido pelos
proprios produtores com base em experiéncias praticas, auxiliado por métodos
cientificos. Nas Américas, o sistema silvipastoril tem sido utilizado principalmente
em Cuba, Costa Rica, Nicaragua, Guatemala, México, Venezuela e Coldbmbia
(FIORAVANTE, 2012).

No Brasil, o uso do sistema silvipastoril € praticamente inexistente, em
virtude da grande extensao territorial e disponibilidade de pastagens no pais,
embora possa representar uma alternativa viavel para o aumento da producgao de
leite e lotagcao dos criatérios notadamente em pequenas propriedades com pastos
de baixa qualidade (FIORAVANTE, 2012).

As arvores utilizadas no sistema silvipastorii podem ser originadas de
vegetacdo natural ou plantadas com fins de corte de madeira para produtos
industriais, bem como arvores frutiferas, ou arvores especificas para a produgao
animal. Neste tipo de sistema, a alimentagdo dos animais inclui arvores
distribuidas nas pastagens, cercas vivas, barreiras quebra-ventos, plantacdes de
arvores para pastoreio direto e sistemas silvipastoris intensivos (MURGUEITIO et
al., 2011).

Na Coldmbia, este sistema € utilizado em pastoreio de vacas em florestas
naturais, em florestas para produgdo de madeira, pastagens em plantagdes de

arvores para fins industriais, pastagens contendo arvores frutiferas, pequenas



arvores e/ou arbustos forrageiros. Sao utilizados também sistemas mistos, com
arvores de corte multiuso ou arbustos, cercas vivas e bancos de forragem de
pastagem de lenhosas perenes (MAHECHA, 2002).

FIGURA 1. Sistema Silvipastoril na Fazenda
El Saman, Coldmbia.
Fonte: Carmen A.D. Bolafios (Arquivo pessoal).

Entre as espécies arbustivas empregadas no sistema silvipastoril na
Colébmbia para a alimentagdo de vacas, com vistas ao incremento na producao e
composi¢cado nos teores do leite, merecem destaque o uso das acacias (Acacia
sp.), o nacedero (Trichantera gigantea), o bucare (Erythrina poeppigiana), leucena
(Leucaena leucocephala), a algaroba (Prosopis juliflora), o chachafruto (Eythrina
edulis), o pizamo (Erythrina fusca), o guacimo (Guazuma ulmifolia), a gliricidia
(Gliricidia sepium), o carnavalito (Cassia spectabilis) e o botdo de ouro (Tithonia
diversifolia) (MAHECHA et al., 2001; MAHECHA, 2002; RIVERA et al., 2009).

A introdugcédo de leguminosas arbdéreas em pastagens permite melhorar a
qualidade de forragem da pastagem associada, mantendo altos niveis de proteina
no inverno, comparativamente as gramineas forrageiras em sistemas
convencionais de monocultura. Também é possivel aumentar a quantidade total
da forragem para os animais, dependendo do manejo realizado nas arvores e
arbustos (MAHECHA, 2002).



FIGURA 2. Vaca consumindo folhas de
leucena (Leucaena leucocephala).
Fonte: Fazenda El Hatico, Colédmbia.

FIGURA 3. Vaca consumindo folhas
De Acacia (Acacia magnum)
Fonte: http://redpecuariasena.blogspot.com.br

No tocante a producédo de leite em sistemas silvipastoris, varios autores tém
enaltecido os efeitos desse sistema no aumento da producdo, bem como a
influéncia na composi¢cao e qualidade do leite, notadamente no aumento dos
teores de proteina, assim como na possibilidade de alocar maior niumero de
animais/hectare. A titulo de exemplo, o sistema silvipastoril comporta de 0,8 — 4
animais/hectare no Caribe, regiao Andina na Coldbmbia e na regido Pacifica no
México (MURGUEITIO et al.,, 2011), enquanto no sistema convencional de
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producdo a pasto a taxa de lotagdo € 0,5 — 1 animal/hectare (MAHECHA, 2001,
2002; HERNANDEZ; PONCE, 2004; FIORAVANTE, 2012). Em estudo realizado
exclusivamente em sistema silvipastoril utilizando pastoreio e arvores
consorciadas com o capim estrela africana (Cynodon plectostachyus), como a
leucena (Leucaena leucocephala) e a algaroba (Prosopis juliflora), sem
suplementacdo de racdo, foi observada producdo média anual de 11
litros/vaca/dia (MAHECHA, 2002).

No Brasil, Fioravante (2012) afirmou que em sistemas de pastoreio comum,
sem arvores, € possivel abrigar uma vaca por hectare. Em contraste, no sistema
silvipastoril sem adubagao e quase sem suplementacao alimentar, a lotacdo de
pasto pode atingir até cinco animais/hectare, com producgao entre 10 a 15 mil litros
de leite/ano. Ademais, as arvores no sistema silvipastoril preservam as nascentes
e protegem o solo da erosdo. Possibilitam, também, a diminuigdo dos gastos com
medicamentos veterinarios, fertilizantes e pesticidas, além de recuperarem parte
da biodiversidade original perdida com a atividade agropecuaria ao atrairem aves

e outros animais silvestres.

Rivera et al. (2009) investigaram os aspectos de producgao, qualidade do
leite, conforto animal, oferecimento de forragem no veréao, uso eficiente da terra e
do equilibrio de nutrientes em vacas de leite ao compararem o sistema de
produgdo convencional com o silvipastorii na América do Sul. Diferencas
significativas foram observadas nos teores de gordura, proteina, extrato seco
desengordurado, solidos totais e producao de leite/animal/dia nos animais criados
em regime silvipastoril. Estudos similares também registraram aumento na
producao de leite individual e por unidade de area em vacas mantidas no sistema
silvipastoril no Vale do Rio Cesar, na Coldmbia, com destaque para os altos teores
de gordura, proteina (URBANO et al., 2006; RIVERA et al., 2009) e sélidos totais
(HERNANDEZ; PONCE, 2004; RIVERA et al., 2011).
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As experiéncias com a producdo de leite no regime silvipastoril tém
mostrado efeitos tdo benéficos que foram adotados por varios paises com clima
tropical, como Cuba, Venezuela, México, Nicaragua, entre outros, que tém
observado o incremento na composigao de certos teores dos constituintes do leite.
Urbano et al. (2006) na Venezuela, encontraram diferengas significativas na
pesagem do leite produzido em sistema silvipastoril contendo leucena (Leucaena
spp.) consorciada com capim Guiné, quando comparado somente com capim
Guiné, embora nado tenham observado alteragcbes significativas nos teores de

gordura e sélidos totais.

Gonzales et al. (2002) na provincia de Matanzas, em Cuba, avaliaram a
qualidade fisico-quimica de leite de vacas Mambi em regime silvipastoril e
encontraram incremento nos teores de gordura e sélidos ndo gordurosos. Em
estudo similar em Cuba, Hernandez e Ponce (2004) encontraram em trés
rebanhos aumento marcante nos teores de proteina, gordura, solidos nao

gordurosos e solidos totais em vacas criadas no sistema silvipastoril.

A despeito dos beneficios do sistema silvipastorii em certos paises, os
aspectos de higiene de ordenha e saude das vacas sempre devem ser levados em
consideragao visando a alta producéo aliada a qualidade do leite, bem-estar dos
animais e selecdo genética (MARD, 2007). Apesar da intensificagdo da
implementagédo do sistema silvipastoril em varios paises da América Central e do
Sul, como alternativa de criagao de vacas de alta produgao e com alta lotacdo dos
pastos (GONZALES et al., 2002; HERNANDEZ; PONCE, 2004; URBANO et al.,
2006; RIVERA et al., 2009, 2011), tem-se observado pouca preocupag¢ao com o
estudo da ocorréncia de mastite, tampouco com a celularidade, CBT e a presenca
de residuos de antimicrobianos/substancias inibidoras da multiplicagcdo de micro-

organismos em animais mantidos neste sistema de produgéao.

2.2 Qualidade do leite
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A qualidade do leite envolve principalmente a composicdo no produto, a
presenga de micro-organismos e adulteragdes, e é influenciada diretamente pelas

condi¢gbes de ordenha, nutricdo e manejo dos animais (MORAN, 2005).

2.3 Composicao do leite bovino

Os humanos tém usado o leite na sua dieta ha 8.000 anos e uma grande
industria se desenvolveu em torno da transformacgao do leite de algumas espécies
animais para alimentagdo humana, especialmente o leite bovino, bubalino, ovino e
caprino. O leite de vaca representa 80% da produgdo mundial. E considerado um
dos mais nobres produtos de origem animal, cuja matéria prima possibilita a
fabricacdo de diferentes tipos de leite e derivados (BARLOWSKA et al., 2011),
incluindo cerca de 1.400 variedades de queijo (THOMPSON et al., 2009).

Entre as propriedades fisicas, o leite de vaca possui densidade média de
1.032 g/mL e contém aproximadamente 87% de agua. O restante é constituido por
extrato seco (130 g/L), do qual grande parte (35 - 45 g/L) é gordura (LARSON,
1979).

Outros componentes importantes sdo divididos em organicos: lactose,
proteinas, lipideos, vitaminas e inorganicos: minerais (calcio, sédio, potassio,

magnésio e cloro) (Tabela 1).

As propriedades quimicas compreendem o pH (6,6 — 6,8) e a acidez, ou a
quantidade de &cido latico, que usualmente é 0,15% (LARSON, 1979).
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TABELA 1. Principais constituintes do leite bovino

Componente Proporgao ou Concentragao
Agua 87,5%
Gordura 3,5%
Proteina 3,3%
Caseina 2,9%
Solidos Totais 12,5%
Sdlidos ndo gordurosos 8,9%
Lactose 4,8%
Calcio 0,12%
Fosforo 0,09%
Vitamina A 8 ug/g
Vitamina D 15 ug/g
Vitamina E 20 ug/g

Adaptado de NICKERSON e PHILPOT (2000).

2.3.1 Gordura

A gordura do leite € formada nas células secretoras da glandula mamaria
quando os acidos graxos sdo combinados com o glicerol e convertidos em gordura
neutra, denominada triglicerideos. Os acidos graxos sao derivados de trés fontes
principais representadas pela gordura corporal, gorduras alimentares e da sintese
na glandula mamaria. A gordura corporal corresponde a 50% dos acidos graxos
totais. Assim, o escore de condi¢ao corporal € uma importante fonte dos niveis de

gordura do leite, especialmente no inicio da lactagdo (EDMONSON et al., 1989).

As gorduras alimentares sao constituidas principalmente por acidos graxos
de cadeia longa. A utilizagdo de gordura protegida (gordura tratada com transito
inalterado pelo rumen) pode aumentar o conteudo de gordura do leite. Por outro
lado, os acidos graxos de cadeia curta e os acidos poli-insaturados na dieta

podem levar a diminui¢gdo no teor de gordura do leite (MORAN, 2005).
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Os acidos graxos também sao sintetizados na glandula mamaria a partir do
acetato, o qual é absorvido como um produto da fermentacdo do rumen. Dietas
ricas em fibras, que promovem o aumento dos niveis de acetato no rimen, podem
gerar aumento na produgao da gordura do leite (BLOWEY; EDMONSON, 2010).

Nos ruminantes domésticos com mastite, os teores de gordura do leite sdo
reduzidos. As vacas produzem geralmente entre 3 a 5% de gordura. A redugéo da
gordura no leite em vacas com mastite impacta negativamente a produgao dos
derivados lacteos, assim como reduz a qualidade nutricional e sensorial do leite,
visto que a gordura esta envolvida na palatabilidade e sabor do produto (GALVAO
JR et al,, 2010).

2.3.2 Proteina

A maioria das proteinas do leite se apresenta sob a forma de caseina. Os
aminoacidos sao transportados para o ubere pela corrente sanguinea e sao
transformados em caseina pelas células alveolares mamarias. Uma vez formada,
a caseina é secretada a partir destas células por mecanismo semelhante ao das
goticulas de gordura (BLOWEY; EDMONSON, 2010).

O conteudo energético da dieta possui maior efeito sobre o teor de caseina
do leite. A proteina dietética exerce, relativamente, pouca influéncia sobre o
conteudo da proteina lactea. Outros tipos de proteinas presentes no leite em
pequenas quantidades sdo a albumina e as globulinas, que sao transferidas
diretamente do sangue para o leite (FOX, 2002).

O leite mastitico apresenta teor de caseina reduzido, e niveis elevados de
albumina e globulina. O teor da proteina total do leite mastitico pode permanecer
constante, mas € um produto inferior em qualidade para a industria, visto que a
coagulagdo da caseina € muito importante como parte do processo produtivo de

queijo e iogurte. Além disso, o leite mastitico contém niveis aumentados da
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enzima plasmina, que decompde a caseina no leite armazenado (CHAVAN et al.,
2011). Ademais, a plasmina ndo € destruida pela pasteurizagdo e permanece
viavel entre 4°C a 8°C, temperatura de armazenamento do produto, em
supermercados. Portanto, o leite mastitico pode continuar a ser degradado mesmo
apos a pasteurizagdo e armazenagem a 4°C, fato que justifica a politica industrial
de bonificacdo ao produtor por leite de melhor qualidade, no tocante a
composic¢ao, baixa celularidade e CBT (BLOWEY; EDMONSON, 2010).

2.3.3 Extrato Seco (ES)

O extrato seco é o residuo restante da evaporagcao completa da agua. O
extrato seco inclui proteina, gordura, lactose e matéria mineral. A quantificacdo do
extrato seco € um parametro importante na avaliacdo dos principais componentes
do leite. O nivel normal do ES em vacas é 12,5% e pode estar diminuido em
animais mastiticos (MOTTA, 2012; MALEK DOS REIS et al., 2013).

2.3.4 Extrato Seco Desengordurado (ESD)

O extrato seco desengordurado tem alto valor nutricional e esta constituido
por todos os solidos do leite, proteinas, lactose e sais minerais, excluindo a
gordura. O aumento de solidos n&do gordurosos do leite favorece a obtengao de
pequenos cristais de gelo por obstrugdo mecanica devido as propriedades
hidrofilicas das proteinas. As proteinas também sao importantes na produgao de
sorvetes mais compactos e macios, e sao absolutamente indispensaveis na
formacao de uma emulsao estavel na homogeneizacdo da mistura, contribuindo

para a nova membrana dos glébulos de gordura (CHANDAN, 2009).

2.3.5 Lactose e pH

A glicose é produzida no figado, primariamente a partir do propionato,

produto da fermentagao ruminal. Em seguida é transferida para o ubere e parte da
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glicose é convertida em um agucar simples, a galactose. Posteriormente, uma
molécula de glicose se combina com uma de galactose para produzir a lactose
(BLOWEY; EDMONSON, 2010).

A lactose € o principal determinante osmotico do leite. Para a manutengao
do leite na mesma concentragdo do sangue, a lactose aumenta ou diminui na
medida em que a concentragdo dos outros componentes varia. No entanto, o pH
do leite (6,4 — 6,8) é levemente menor do que o pH sanguineo (7,2 - 7,6). Nos
animais com mastite ocorre a mistura dos componentes sanguineos com o leite,
devido a vasodilatacao decorrente do processo inflamatoério. Neste contexto, o pH
do leite acaba se elevando (alcalinizagcao). Este parametro € utilizado na prova do
CMT para identificar animais com mastite subclinica, devido a presenca de
indicador de pH no reagente do CMT (PYORALA, 2003).

A diferenca de pH também pode influenciar na acdo de farmacos na
glandula mamaria, como a eritromicina, trimetoprim, tilosina e penetamato, que
sao solugdes de pH baixo, atraidas para solugcbes com maior pH. Se as
concentragdes de lactose reduzem no ubere mastitico, os niveis de sodio e cloreto
devem aumentar para manter a pressao osmotica do leite. Esta € uma das causas
do sabor ligeiramente amargo e salgado do leite mastitico (KAILASAPATHY,
2009).

2.3.6 Ureia

A ureia faz parte da fragcdo de nitrogénio nao protéico (NNP) junto com a
creatinina, acido urico e aminoacidos. A concentragdo do NNP varia
consideravelmente no leite e possui efeito significante na estabilidade térmica do
produto. O leite normal de vaca apresenta 12 - 18 mg/dL de uréia (MOTTA, 2012).
Os niveis de NNP sao influenciados diretamente pela alimentagdo dos animais
(DE CAMPENEERE et al., 2006; NOZAD et al., 2011).
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2.3.7 Minerais e vitaminas

Diferentes minerais e vitaminas estao presentes no leite de vacas (Tabela
2).

TABELA 2. Concentragdes de minerais e de vitaminas no leite bovino

Minerais mg/100 mL Vitaminas Mg/100 mL
Potassio 138 A 30,0
Calcio 125 D 0,06
Cloro 103 E 88,0
Fosforo 96 K 17,0
Enxofre 58 B1 37,0
Magnésio 30 B2 180,0
Minerais (tragos)’ <0,1 B6 46,0
B12 0,42

C 1,7

Inclui cobalto, cobre, ferro, manganés, molibdénio, zinco, selénio e iodo.
Adaptado de FOX (2002).

2.4 Contagem de Células Somaticas (CCS)

A contagem de células somaticas € o numero de células presentes no leite,
utilizadas nas ultimas décadas como indicador de inflamacao na glandula mamaria
e, consequentemente, da qualidade do leite de vacas. As células somaticas séo
compostas por células inflamatérias (principalmente neutréfilos) e células epiteliais
(BLOWEY; EDMONSON, 2010). No leite normal de vacas se encontra 60% de
macréfagos, 25% de linfocitos e 5% de neutrofilos. Em contraste, 90% ou mais de
todas as células presentes no leite de um quarto mamario infectado sao
representadas por células inflamatérias, especialmente neutrdéfilos, enquanto o
restante sao outras células inflamatdrias e células secretoras de leite provenientes
do tecido mamario (NICKERSON; PHILPOT, 2000).
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A CCS pode ser avaliada em quartos individuais, do “pool” dos quartos, dos
latdes e, principalmente, do tanque de expanséao individual ou coletivo. As células
somaticas participam de processos inflamatérios causados por micro-organismos
infectantes na glandula mamaria através do processo de fagocitose e auxiliam na
reparagdao do tecido secretor lesionado (NICKERSON; PHILPOT, 2000;
RADOSTTIS et al., 2007).

O crescimento do comércio internacional de produtos lacteos tem
impulsionado muitos paises a desenvolver padrées de quantificagcdo das células
somaticas. Unido Europeia, Nova Zelandia e Australia fixaram o limite de 400.000
CS/mL, o Canada estabeleceu 500.000 CS/mL, enquanto a maioria dos estados
dos EUA adota 750.000 CS/mL (NICKERSON; PHILPOT, 2000). Esta politica de
mercado e da industria receptora de leite gerou o sistema de bonificacdo ao

produtor pelo leite de baixa celularidade.

No Brasil, a Instrucdo Normativa 62 estabeleceu a partir de 01/01/2012 o
maximo de 600.000 CS/mL (BRASIL, 2011). Em outros paises da Ameérica do Sul,
como na Colébmbia, ainda ndo foi sancionada a normativa que regulamenta este

parametro para o leite cru.

O leite como alta CCS, apresenta reflexos negativos na aceitabilidade do
leite para industria transformadora. Ademais de alterar os constituintes descritos,
tem niveis reduzidos de calcio que interferem com a coagulagao no processo de
fabricagao do queijo, alta perda de gordura e retengdo de umidade (NICKERSON;
PHILPOT, 2000). O aumento nos niveis de plasmina afeta os teores de proteinas
que participam na “elasticidade” no queijo mozarela, enquanto o iogurte tem
menor consisténcia pela baixa retencdo de agua. A plasmina resiste as altas
temperaturas de pasteurizagdo e continua agindo no produto final processado. A
elevacdo da lipase aumenta a decomposicdo da gordura, resultando em sabor
rancoso do leite (BLOWEY; EDMONSON, 2010).
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2.5 Contagem Bacteriana Total (CBT)

O leite representa um meio nutritivo para a multiplicagdo dos micro-
organismos, particularmente de bactérias (NICKERSON e PHILPOT, 2000). A
CBT do leite € uma medida de contagem de multiplicagdo bacteriana em meios de
cultura especificos, em temperatura e periodo de tempo, fixos. Os resultados sao
expressos como unidades formadoras de colbénias (UFC). A contaminagao
bacteriana do leite é originada diretamente da vaca (pelo teto e ubere) e,
indiretamente, do ambiente, equipamento de ordenhas e utensilios (BLOWEY;
EDMONSON, 2010).

Na Colémbia, a resolugdo 012 de 2007 do Ministério da Agricultura e
Desenvolvimento Rural (MADR) estabeleceu o limite de CBT do leite de 700.000
UFC/mL (COLOMBIA, 2007). Para o Brasil, a IN-62 estabeleceu um limite de
600.000 UFC/mL para o leite de tanques de expansao (BRASIL, 2011).

2.6 Adulterantes

As condig¢des fisico-quimicas do leite envolvem diversos parametros que
devem ser avaliados para determinacdo da qualidade, valor nutricional,
rendimento industrial e deteccdo de possiveis fraudes. As adulteracdes do leite
podem ocorrer de forma intencional ou nao intencional. A adulteracéo intencional
ocorre quando os produtores adicionam compostos no leite cru (agua, produtos
alcalinos, formol), visando aumentar o seu volume, controlar mudangas de pH ou
de constituintes no leite de baixa qualidade. As adulteragdes n&o intencionais
podem ocorrer pela contaminagao do leite pelo contato com produtos quimicos
utilizados na higienizagao dos equipamentos de ordenha ou de acondicionamento
do leite (MORAN, 2005).

Os estudos com fraudes do leite sdo realizados visando detectar a

presenca de conservantes, neutralizantes e reconstituintes (OLIVEIRA, 2009,
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FIRMINO et al., 2010), como o peroxido de hidrogénio, bicarbonato de sodio e
outras substancias que diminuem a contagem microbiana e a acidez, disfargando
as condigdes higiénicas de ordenha (OLIVEIRA, 2009). Com o intuito de recompor
ou manter a densidade do leite cujo volume foi aumentado, substancias chamadas
de reconstituintes s&do adicionadas, incluindo amilaceos, cloretos, acucares,

etanol, amido modificado, dextrina e soro de leite (LISBOA, 2009).

2.6.1 Residuos de antimicrobianos/inibidores de multiplicagao de

micro- organismos

Os antimicrobianos também podem ser classificados como adulterantes
quando os produtores nao respeitam os periodos de caréncia dos antimicrobianos
recomendados para o tratamento dos animais, ou utilizam produtos para vaca
seca em animais lactantes (MORAN, 2005). O uso de antimicrobianos é um
procedimento essencial no tratamento de doencas em animais destinados para o
consumo humano. Animais sadios geram alimentos seguros. No entanto, a
industria leiteira € pressionada a justificar o uso de antimicrobianos em vacas
devido aos riscos da presenca de residuos no leite. Esta preocupacéo decorre da
possibilidade de aumentar a pressdao de selecdo para micro-organismos
resistentes que poderiam ser veiculados aos humanos, bem como de reacgdes
indesejaveis causada em pessoas que ingerem alimentos com residuos, como
reacgoes alérgicas, disturbios gastrintestinais, hepaticos e anemia (ALMEIDA et al.,
2003). E comum o uso de antimicrobianos no tratamento de vacas na lactagéo e
também na profilaxia da vaca seca (RIBEIRO, 2008). Desta forma, € necessario o
uso racional de antimicrobianos na mastite, evitando a presenca de residuos e da
ocorréncia de isolados multirresistentes (NICKERSON; PHILPOT, 2000).

Em varios paises das Américas, como no Brasil (BRASIL, 2011), a
legislagéo exige que o leite de vacas nao tenha qualquer residuo de farmacos
(COLOMBIA, 2007). Na Colédmbia, no entanto, sdo escassos os estudos sobre

avaliacao de residuos no leite.
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2.8 Mastite Bovina

2.8.1 Aspectos Gerais

A mastite é reconhecida como a inflamacéo da glandula mamaria resultante
de traumatismos, lesdes no ubere, irritacdo quimica e, mais comumente, causada
por micro-organismos (bactérias, fungos, leveduras e algas) (NICKERSON;
PHILPOT, 2000). A reacgao inflamatéria contra agentes infecciosos na glandula
mamaria € um mecanismo reflexo do animal para eliminar os micro-organismos,

neutralizar suas toxinas e reparar os tecidos produtores de leite.

Classicamente a mastite € subdividida em clinica e subclinica, de acordo
como os sinais de inflamagcdo. Nos casos clinicos ocorrem alteragdes no leite
(presenca de pus, grumos, sangue), sinais na glandula mamaria (edema,
hiperemia, nédulos, abscessos, fistulas, necrose, aumento da sensibilidade a
palpacao) e, em alguns animais, sinais sistémicos (febre, dispneia, taquicardia,
atonia ruminal e decubito). Nos casos subclinicos ndo existem sinais perceptiveis
no leite, na glandula mamaria, tampouco sinais sistémicos, apesar da redugéo na
producao do leite, do estabelecimento da inflamagdo e da presenca de micro-
organismos na glandula, assim como alteragbes nos componentes fisico-quimicos,
nutricionais e na celularidade (SANTOS; FONSECA, 2007; RIBEIRO, 2008).

Os casos clinicos ocorrem em menor frequéncia que os subclinicos (1:20).
Desta forma, faz-se necessario o uso de métodos diretos e indiretos de
diagnéstico, como o teste da caneca telada, CMT, cultivo microbiolégico e CCS,
no intuito de avaliar o “status” de saude da glandula mamaria e a ocorréncia de
mastite (RIBEIRO, 2008).

2.8.2 Etiologia
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A mastite bovina € subdivida quanto a etiologia em agentes contagiosos e
ambientais, com base na origem dos agentes e caracteristicas de transmisséo
(RIBEIRO, 2008).

2.8.2.1 Micro-organismos contagiosos

A mastite contagiosa € transmitida principalmente durante a ordenha pelas
maos do ordenhador, equipamentos ou utensilios (SANTOS; FONSECA, 2007).

Os micro-organismos contagiosos mais prevalentes na mastite bovina séo
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis e
Mycoplasma spp. Estas bactérias se caracterizam por infecgdes subclinicas, de
longa duragéo, tendendo a cronicidade nos rebanhos (NICKERSON; PHILPOT,
2000).

Staphylococcus aureus (S. aureus) possui como habitat as mucosas, a pele
do Ubere e tetos. E considerado o principal agente da mastite em animais
domeésticos (SUTRA; POUTREL, 1994; CIFRIAN et al., 1994; HEBERT et al., 2000).
Nos estagios iniciais de infec¢ao, o dano tecidual pode ser revertido. No entanto, a
manutengao do micro-organismo na glandula leva a formagao de microabscessos
e lesdes teciduais irreversiveis. As infecgdes por S. aureus induzem a elevagao
das CCS (>500.000 CS/mL) de forma crénica no rebanho. Devido a caracteristica
intracelular da bactéria, a producado de toxinas e outros fatores de viruléncia, o
controle de S. aureus é dificil nos rebanhos, recomendando-se, por vezes, o
descarte do animal (NMC, 1996).

Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) tem como unico reservatério o
quarto mamario infectado de vacas. Pode ser isolado ocasionalmente das
superficies que tiveram contato recente com leite contaminado, como
equipamento de ordenha, m&os do ordenhador e cama dos animais. Vacas

infectadas apresentam reducdo da producado leiteira e elevacdo da CCS
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(1.000.000 CS/mL) (NMC, 1996). HILLERTON; BERRY (2003) descreveram que
um quarto infectado em rebanho de 100 animais pode elevar a contagem
bacteriana no tanque além de 100.000 CS/mL. No entanto, o controle de S.
agalactiae € possivel com base em boas medidas de manejo na ordenha e

tratamento com antimicrobianos.

A mastite causada pelo género Mycoplasma €& caracterizada por inicio
subito de casos clinicos com secregcdo purulenta nos quartos acometidos e
transmissdo rapida em todo o rebanho. E marcada também pela diminuigdo da
producdo ou agalactia subita e alta resisténcia aos antimicrobianos (NICKERSON;
PHILPQOT, 2000).

Corynebacterium bovis (C. bovis) produz geralmente infecgbes brandas
com pequeno aumento das células somaticas (200.000 a 400.000 CS/mL). Alta
ocorréncia de C. bovis tem sido registrada em propriedades que ndo adotam o

pds-dipping, tampouco a terapia de vaca seca (VICTORIA et al., 2005)

2.8.2.2 Micro-organismos ambientais

A mastite ambiental € transmitida principalmente nas ordenhas quando os
tetos estdo expostos ao solo, fezes ou cama dos animais (SANTOS; FONSECA,
2007).

Os principais micro-organismos causadores de mastite ambiental sao
Escherichia coli, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Klebsiella

pneumoniae, Enterobacter spp., Prototheca zopfii e leveduras (RIBEIRO, 2008).

Os patégenos ambientais também elevam as células somaticas no tanque
de expansao, embora geralmente em menor propor¢gao que os contagiosos. No
entanto, 66% da mastite causada por estreptococos ambientais e 85% por

coliformes exibem manifestagdes clinicas. Desta forma, o prejuizo devido a este
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tipo de mastite pode atingir propor¢des substanciais, ainda que em rebanhos com
baixas CCS (<300.000 CS/mL), principalmente devido a alta incidéncia de mastite
clinica. A mastite clinica por agentes ambientais tem sido estimada ao redor de
46% ao ano em rebanhos com CCS do tanque menores que 200.000 CS/mL
(CARRILLO-CASAS; MIRANDA-MORALES, 2012).

Considerando o reduzido numero de estudos em paises na América Latina
enfocando aspectos de qualidade do leite e da ocorréncia de mastite em vacas
criadas no sistema silvipastoril, e da possibilidade de adog¢ao deste sistema como
alternativa de producdo para pequenos produtores, faz-se necessario estudos
visando investigar os principais agentes causais de mastite clinica e subclinica, os
teores dos principais componentes do leite (caseina, proteina, gordura, lactose,
extrato seco total e extrato seco desengordurado), e a presenga de residuos de
antimicrobianos/substancias inibidoras da multiplicagcdo de micro-organismos em

animais mantidos no sistema silvipastoril.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar os principais indicadores de qualidade do leite e os agentes
causais de mastite em vacas criadas no sistema silvipastoril no Vale do Cauca,

Colémbia.

3.2 Objetivos especificos

e Investigar a etiologia e a ocorréncia da mastite clinica ou subclinica em
vacas no sistema silvipastoril,

e Determinar a CCS e a CBT do leite dos animais;

e Avaliar os principais componentes nutricionais do leite das vacas (proteina,
gordura, ureia, extrato seco total e extrato seco desengordurado);

e Detectar a presencga de residuos de antimicrobianos/substancias inibidoras
da multiplicagdo de micro-organismos;

e Determinar o perfil de sensibilidade “in vitro” dos micro-organismos frente
aos principais antimicrobianos utilizados no tratamento intramamario da

mastite bovina.
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para a devida adequacao.
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NOTE: Em complementacao aos recursos para edicao da revista (impressa e
online) e distribuicao via correio é cobrada taxa de publicagao (page charge)
no valor de R$ 250,00 por pagina editorada e impressa, na ocasiao do envio

da prova final, ao autor para correspondéncia.

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo,
ABSTRACT, RESUMO, INTRODUGAO, MATERIAL E METODOS,
RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinacdo destes dois
ultimos), Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) O Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteudo do trabalho; porme-
nores de identificagcdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E

METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar os nomes, tanto para

facilitar_sua identificacdo cientifica, como para as citagdes bibliograficas. Em

muitos casos isto significa manter o primeiro nome e o ultimo sobrenome e

abreviar os demais sobrenomes:
Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V.;
Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F.;
Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva, inverso
Silva S.M.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva S.M.M., ou
mais curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva S.M.; para
facilitar, inclusive, a moderna indexagao, recomenda-se que os trabalhos tenham o

maximo de 8 autores;

c) O ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos constituintes do
RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros.
Ambos devem ser seguidos de ‘INDEX TERMS” ou “‘TERMOS DE
INDEXACAQ”, respectivamente.
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O RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e
estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados e
conclusdes. Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve constar em

negrito e entre colchetes, logo apds a palavra RESUMO.

A INTRODUGAO deve ser breve, com citagéo bibliografica especifica sem que
a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicagdo do objetivo

do trabalho.

Em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticdo do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentagdo com

animais, deve constar a aprovacao do projeto pela Comisséo de Etica local.

Em RESULTADOS deve ser feita a apresentacdo concisa dos dados obtidos.
Quadros deve ser preparado sem dados supérfluos, apresentando, sempre
que indicado, médias de varias repeticdes. E conveniente, as vezes, expressar
dados complexos por graficos (Figuras), ao invés de apresenta-los em

Quadros extensos.

Na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. Nao
convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo

a evitar uma obrigacao do autor e da revista de publica-los.

As CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados no
trabalho.

Agradecimentos devem ser sucintos e nao devem aparecer no texto ou em

notas de rodapé.

A Lista de REFERENCIAS, que so incluira a bibliografia citada no trabalho e a

que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada alfa-
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beticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os nomes de
todos os autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em ordem
cronoldgica quando houver mais de dois autores), o titulo de cada publicagao
e, abreviado ou por extenso (se tiver duvida), o nome da revista ou obra,
usando as instrugbes do “Style Manual for Biological Journals” (American
Institute for Biological Sciences), o “Bibliographic Guide for Editors and
Authors” (American Chemical Society, Washington, DC) e exemplos de

fasciculos ja publicados (www.pvb.com.br).
Na elaboracao do texto deverdo ser atendidas as seguintes normas:
Os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentagao

de fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob

“Instrucoes aos Autores” (www.pvb.com.br). A digitalizagdo deve ser na

fonte Cambria, corpo 10, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato
A4, com 2cm de margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve
ser corrido e ndo deve ser formatado em duas colunas, com as legendas das
figuras e os Quadros no final (logo apés as REFERENCIAS). As Figuras
(inclusive graficos) devem ter seus arquivos fornecidos separados do texto.

Quando incluidos no texto do trabalho, devem ser introduzidos através da

ferramenta “Inserir’ do Word; pois imagens copiadas e coladas perdem as

informacdes do programa onde foram geradas, resultando, sempre, em ma

qualidade;

A redacédo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas
de rodapé serao numeros arabicos colocados em sobrescrito apds a palavra

ou frase que motivou a nota. Essa numeracdo sera continua por todo o

trabalho; as notas serao langcadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo
sinal de chamada. Todos os Quadros e todas as Figuras serdo mencionados

no texto. Estas remissdes serdo feitas pelos respectivos numeros e, sempre
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que possivel, na ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO serdo
escritos corridamente em um sO paragrafo e ndo deverdo conter citagdes

bibliograficas.

No rodapé da primeira pagina devera constar enderego profissional com-
pleto de todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem

como e-mails dos demais autores (para eventualidades e confirmacao de

endereco para envio do fasciculo impresso).

Siglas e abreviagdes dos nomes de instituigdes, ao aparecerem pela primeira
vez no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por

extenso;

Citagdes bibliograficas serao feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos de até
trés autores serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés, pelo
nome do primeiro, seguido de “et al.”, mais 0 ano; se dois trabalhos nao se
distinguirem por esses elementos, a diferenciacdo sera feita através do
acréscimo de letras minusculas ao ano, em ambos. Trabalhos nao
consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados,
colocando-se no final da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud
Fulano e o ano.)”; a referéncia do trabalho que serviu de fonte, sera
incluida na lista uma s6 vez. A mencido de comunicacio pessoal e de dados
nao publicados é feita no texto somente com citagdo de Nome e Ano,
colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais, como a Instituicao de
origem do(s) autor(es). Nas citagbes de trabalhos colocados entre parénteses,
nao se usara virgula entre o nome do autor e o ano, nem ponto-e-virgula
apos cada ano; a separacao entre trabalhos, nesse caso, se fara apenas por
virgulas, exememplo: (Christian & Tryphonas 1971, Priester & Haves 1974,
Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007)
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f) A Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada isenta do uso de caixa
alta, com os nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade
com o padrao adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a

ordenacao de seus varios elementos.

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletréonica. Quando as fotos forem ob-

tidas através de cameras digitais (com extensao “jpg”), os arquivos deverao ser

enviados como obtidos (sem tratamento ou alteracdes). Quando obtidas em

papel ou outro suporte, deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo se
escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada Figura sera identificada na margem
Ou no verso, a traco leve de lapis, pelo respectivo numero e o nome do autor;
havendo possibilidade de duvida, deve ser indicada a parte inferior da figura
pela palavra “pé”. Os graficos devem ser produzidos em 2D, com colunas em
branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convencodes
adotadas sera incluida preferentemente, na area da Figura; evitar-se-a o uso
de titulo ao alto da figura. Fotografias deverdo ser apresentadas
preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em diapositivos
(“slides”). Para evitar danos por grampos, desenhos e fotografias deverao ser

colocados em envelope.

Na versao online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na versao
impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressao das figuras

podera ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informagdes suficientes para
que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas, com

independéncia do texto) e serao apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverao ser explicativos por si mesmos e colocados no final do

texto. Cada um tera seu titulo completo e sera caracterizado por dois tragos
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longos, um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois
tragos podera haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao ha
tragcos verticais. Os sinais de chamada serao alfabéticos, recomegando,
se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo langcadas logo abaixo

do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um trago curto a esquerda.
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Qualidade do leite de vacas criadas no sistema silvipastoril no Vale do

Cauca, Colémbia’

Carmen A.D. Bolaiios'?, José C.F. Pantoja®, Ana C. Alves?®,

Rafaela M. Risseti3, Fernando J.P. Listoni* e Marcio G. Ribeiro**

ABSTRACT.-Bolanos C.A.D., Pantoja J.C.F., Alves A.C., Risseti R.M., Listoni
F.J.P. & Ribeiro M.G. 2013. [Milk quality indicators from cows bred on
silvopastoral system in Cauca Valley, Colombia] Qualidade do leite de vacas
criadas no sistema silvipastoril no Vale do Cauca, Coldémbia. Pesquisa Veterinaria
Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica,
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Botucatu, SP, 18618-970.

Brazil. E-mail: maribeiro@fmvz.unesp.br

The silvopastoral system is characterized by increasing the production of milk
with a greater number of cows per hectare due to the higher amount of protein in
the diet. In silvopastoral system cows are fed in addition to pasture, small trees and
shrubs. The aim of this study was determinate the main indicators of milk quality
and mastitis causal agents in cows bred on silvopastoral system. We evaluated the
composition (fat, total protein, lactose, solids, dry extract, nonfat dry and urea
nitrogen), somatic cell count (SCC), total bacterial count (TBC), occurrence of
clinical and subclinical mastitis, microbiological isolation, "in vitro" antimicrobial
sensitivity profile and detection of antimicrobial residues/multiplication in milk

produced by 100 cows raised in silvopastoral systems, as well as the bulk tank and

1Recebido em 11 de outubro de 2013.

Aceito para publicagdo em 7 de janeiro de 2014.

'Médica Veterinaria Autébnoma, Av. Panamericana, Carrera 13, Barrio Ciudad Jardin, Manzana D, casa
15, San Juan de Pasto, Colémbia.

2 Pés-Graduandos do Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica, Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia (FMVZ), Universidade Estadual Paulista (Unesp), Campus de Botucatu, Cx.
Postal 560, Botucatu, SP 18618-970, Brasil.

3 Docentes do Departamento de Higiene Veterindria e Saude Publica, FMVZ-Unesp, Cx. Postal 560,
Botucatu, SP 18618-970. *Autor para correspondéncia: mgribeiro@fmvz.unesp.br

5 Técnico em Laboratério do Departamento de Higiene Veterinaria e Satide Publica, FMVZ-Unesp, Cx.
Postal 560, Botucatu, SP 18618-970.
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churns in farms of Cauca Valley, Colombia. The concentration of the major
constituents of milk were 3.24% fat, 3.27% total protein, 4.40% lactose, 10.62% dry
extract, 8.57% nonfat dry and 15.82mg/dL urea nitrogen, while the bulk tank and
churns was 3.51% fat, 3.20% total protein, 4.34% lactose, 11.72% dry extract,
8.47% nonfat dry and 14.57mg/dL urea nitrogen. The cell count of the cows and
the bulk tank was 141,252.75 CS/mL and 363,078.05 CS/mL respectively. The
TBC mean in cows and the bulk tank was 4,466.84 CFU/mL and 24,547.01
CFU/mL respectively. The main microorganisms isolated from the udder were
Corynebacterium bovis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus,
Staphylococcus spp., Streptococcus dysgalatiae, while the bulk tank were
identified more often Streptococcus spp., Enterobacter cloacae, Hafnia alveii, a-
hemolytic Streptococcus and Streptococcus spp. Antimicrobial residues in cow milk
and bulk or churn were detected in 30% and 86% respectively. The silvopastoral
system showed to be good alternative to milk production in cow. However is
important the care with antimicrobial residues in milk and the analysis of all quality

parameters to ensure a differentiated product.

INDEX TERMS: Silvopastoral, cattle, mastitis, SCC, TBC, antimicrobial residues.

RESUMO.- O sistema silvipastoril caracteriza-se por aumentar a produgao de leite,
com maior numero de vacas por hectare devido ao maior aporte de proteina na
dieta. Neste sistema as vacas sdo alimentadas, além do pasto, de pequenas
arvores e arbustos. O objetivo do presente estudo foi determinar os principais
indicadores de qualidade do leite e agentes causais de mastite em vacas criadas
em sistema silvipastoril. Foram avaliadas a composigéo (teor de gordura, proteina
total, lactose, extrato seco, extrato seco desengordurado e nitrogénio uréico),
contagem de células somaticas (CCS), contagem bacteriana total (CBT),
ocorréncia de mastite clinica e subclinica, isolamento microbioldgico, perfil de
sensibilidade bacteriana  “in  vitro® e deteccdo de residuos de
antimicrobianos/inibidores da multiplicacao no leite produzido por 100 vacas bem

como do tanque de expansao e latdes em propriedades do Vale do Cauca,
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Colédmbia. Os teores médios dos principais constituintes do leite foram 3,24% de
gordura, 3,27% de proteina total, 4,40% de lactose, 10,62% de extrato seco,
8,57% de extrato seco desengordurado e 15,82mg/dL de nitrogénio uréico,
enquanto do tanque de expansdo e latdes foi 3,51% de gordura, 3,20% de
proteina total, 4,34% de lactose, 11,72% de extrato seco, 8,47% de extrato seco
desengordurado e 14,57mg/dL de nitrogénio uréico. A celularidade média dos
quartos mamarios e do tanque de expanséao foi 141.252,75 CS/mL e 363.078,05
CS/mL respectivamente. A CBT média dos quartos mamarios e do tanque de
expansao foi 4.466,84 UFC/mL e 24.547,01 UFC/mL. Os principais micro-
organismos isolados dos quartos mamarios foram Corynebacterium bovis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus  hyicus, Staphylococcus  spp.,
Streptococcus dysgalatiae, enquanto do tanque de expansao foram identificados
Streptococcus spp., Enterobacter cloacae, Hafnia alveii, Streptococcus a-
hemolitico e  Streptococcus spp. A deteccdo de residuos de
antimicrobianos/inibidores da multiplicacdo em leite de vacas e do tanque ou latdo
foi exibida em 30% e 86% das amostras, respectivamente. O sistema silvipastoril
mostrou ser uma boa alternativa para producao de leite em vacas. No entanto, séo
necessarios cuidados no tratamento mamario para evitar residuos no leite e a
analise de todos os parametros de qualidade para garantir um produto

diferenciado.

TERMOS DE INDEXACAO: Silvipastoril, bovino, CCS, CBT, residuos de

antimicrobianos.

INTRODUGAO

Na ultima década, o sistema silvipastorii tem se destacado como método
alternativo de producdo de leite de vacas adotado em alguns paises das
Ameéricas. Neste sistema de produgdo, os animais tém a disposi¢cdo para a
alimentacao, além do pasto, pequenas arvores e arbustos espalhados nas

pastagens, que se caracterizam por conter elevado teor protéico nas folhas
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(Murgueitio & Ibrahim 2001, Calle, Montagnini & Zuluaga 2007). Dentre estas
arvores para producao silvipastoril, sdo utilizadas a Acacia (Acacia magnum), Aliso
(Alnus spp.), Morera (Morus alba), Leucena (Leucaena leucocephala), Nacedero
(Trichantera gigantea) e Gliricidia (Gliricidia sepium) (Mahecha 2002). O sistema
silvipastoril tem sido utilizado principalmente em Cuba, Venezuela, México,
Nicaragua e Col6émbia. No Brasil, o uso do sistema silvipastoril € incipiente, devido

principalmente a criagao extensiva dos animais (Fioravante 2012).

O sistema silvipastoril representa uma alternativa de producdo sustentavel,
que reduz o impacto ambiental dos sistemas de produgdo tradicionais,
aumentando o numero de animais por unidades de area e incrementa a dieta pelo
maior aporte de proteina. Ademais, diminui o uso de fertilizantes pela fixagcao

bioldgica do nitrogénio (Urbano et al. 2006, Fioravante 2012).

A maioria dos estudos com o sistema silvipastoril nas Américas tem focado
nos constituintes nutricionais destas arvores e outras forrageiras fornecidas as
vacas (Hernandez & Ponce 2004). No entanto, numero reduzido de estudos tem
se preocupado como os indicadores de qualidade do leite e a ocorréncia da
mastite em vacas mantidas no sistema silvipastoril. Neste contexto, o presente
estudo investigou os principais constituintes do leite, contagem bacteriana total,
contagem de células somaticas, presenga de residuos de antimicrobianos e
ocorréncia de mastite no leite de vacas criadas nos sistema silvipastoril, no Vale

do Cauca, Colémbia.

MATERIAL E METODOS

Propriedades. O estudo foi realizado no primeiro semestre de 2013 em sete
propriedades rurais do Vale do Cauca, localizado na regidao sudeste da Colémbia,
caracterizado pela produgao de leite no sistema silvipastoril. Estas propriedades
possuem, em comum, a presenca de arvores para pastagem direta, com espécies

arboreas como Leucena (Leucaena leucocephala), Algaroba (Prosopis juliflora),
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Botao de ouro (Tithonia diversifolia) e Gliricidia (Gliricidia sepium) consorciadas
com pastagens gramineas do tipo brachiaria (Brachiaria brizanta) e estrela
africana (Cynodon plectostachyus). Das sete propriedades amostradas, trés
possuiam Leucena, duas Botdo de ouro e duas Algaroba e Gliricidia. Todas as
propriedades possuiam entre 50 a 500 animais em lactagdo, das quais duas em
regime de ordenha manual e cinco com ordenha mecanica. Todas as
propriedades entregavam leite a cooperativa Cogancevalle e se encontravam em
zona livre de Febre Aftosa, com vacinacdo, conforme mapa da Organizagcao
Mundial da Saude Animal (OIE 2013).

Animais e coleta de material. Foram coletadas amostras de 100 vacas das
racas Lucerna, Jersey, Gir, Pardo Suigo, Holandesa e animais mestigos,
provenientes de propriedades em sistema silvipastoril. Os animais estavam entre
primeira e sétima lactagcdes e producido média de 18 litros/dia. A coleta de leite
(15mL) foi efetuada uma unica vez antes da ordenha, nas 100 vacas. Foi realizada
de forma asséptica, apos higienizagdo dos tetos com iodo (1%), dispondo o
material em tubos Falcon (estéreis), com tampa de rosca. Para avaliagdo da
composi¢ao, contagem de células somaticas (CCS) e contagem bacteriana total
(CBT), o material foi colhido em frascos apropriados contendo conservante celular
de leite bronopol e azidiol, respectivamente. O mesmo processo foi realizado em
amostras de leite compostas coletadas do tanque de expanséo (n=5) e latdes
(n=2) das sete propriedades. O material foi refrigerado nas propriedades em
caixas isotérmicas (4-8°C) e congelado (-20°C), no mesmo dia, visando o
transporte para o Brasil, para a realizagao de diferentes técnicas diagnosticas.
Para o transporte do leite, da Col6bmbia para o Brasil, foram obtidas todas as
autorizagdes exigidas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do
Brasil (MAPA), e do Ministério da Agricultura e Desenvolmiento Rural da Colémbia
(MADR). Apds o processamento do leite nas diferentes técnicas diagndsticas,
todas as amostras foram inativadas por autoclavagdo (120°C/30 minutos),

previamente ao descarte.



39

Diagnéstico de mastite. O diagndstico da mastite clinica foi realizado com
base nas alteragbes macroscoépicas do leite (presenga de grumos, pus, sangue ou
dessora) na prova da caneca telada de fundo escuro (Tamis), na presenca de
sinais clinicos de inflamagao na glandula mamaria (edema, hiperemia, nédulos,
abscessos etc.) e/ou sinais sistémicos nos animais (Radostits et al. 2007). A
mastite subclinica foi diagnosticada utilizando o teste classico do “California
Mastitis Test” (CMT) (Schalm et al. 1971).

Isolamento e identificagao dos micro-organismos. Todas as amostras de
leite foram semeadas nos meios de agar suplementado com sangue bovino (5%)
desfibrinado e agar Mac Conkey, em condi¢gdes de aerobiose a 37°C, mantidas
por 72 horas. Os micro-organismos foram identificados segundo as caracteristicas
morfo-tintoriais, bioquimicas e de cultivo (Quinn et al. 2011). Coldnias bacterianas
isoladas no meio de Mac Conkey foram submetidas as provas bioquimicas no
meio da Escola Paulista de Medicina-EPM (glicose, gas, LTD, H,S e urease), MILi
(motilidade, indol e lisina) e Citrato, visando a identificacdo de enterobactérias
(Trabulsi et al. 1999). Colénias no meio de agar sangue sugestivas de
estafilococos foram submetidas a coloracdo de Gram, prova da catalase e
repicadas no Manitol Salt agar e agar DNASE. Estas col6nias foram submetidas
também a prova de coagulase em tubo, visando diferenciar os estafilococos
coagulase positiva (ECP) dos estafilococos coagulase negativa (ECN). Colonias
no agar sangue sugestivas de estreptococos foram submetidas a coloragdo de
Gram, prova de catalase e prova de CAMP visando diferenciar Streptococcus

agalactiae de Streptococcus dysgalactiae (Quinn et al. 2011).

Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”. Os micro-organismos isolados
foram submetidos a prova de sensibilidade microbiana “in vitro” pelo método de
difusdo com discos (CLSI/NCCLS 2006), no Ilaboratério de diagndstico
microbiolégico da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, utilizando os principais
antimicrobianos empregados na Coldbmbia para tratamento da mastite, a saber:

amoxicilina/acido clavulanico (30mcg), ampicilina (10mcg), cefalexina (30mcg),
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cefalénio anidro (30mcg), espiramicina (100 mcg), lincomicina (2mcg), neomicina

(30mcg), penicilina (10 Ul) e sulfadiazina/trimetoprim (25mcg).

Contagem eletrénica de células somaticas. Todas as amostras de leite dos
animais, dos tanques de expansao e latdes foram colhidas em 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 eletrénica de células somaticas
por citometria de fluxo, de acordo com as recomendacgdes técnicas do
equipamento (Somacount 300®)°. As analises de CCS foram realizadas na Clinica
do Leite, ESALQ-USP/Piracicaba, SP. Na Coldbmbia ndo existe parametro de
celularidade especifico exigido pelos 6rgaos competentes do pais. Assim, foi
considerado normal o leite com < 200.000 CS/mL (NMC 1987) e comparados os
resultados do presente estudo com a Instrucdo Normativa 62 (IN-62) do Brasil
(BRASIL 2011).

Contagem bacteriana total. Para avaliacdo da contagem bacteriana total, o
material colhido foi adicionado em frasco apropriado contendo o Azidiol® (azida
sodica e cloranfenicol) e imediatamente congelado até o processamento na
Clinica do Leite, ESALQ-USP/Piracicaba, SP, pelo método de citometria de fluxo
(PO ANA 010).

Avaliacao de residuos de antimicrobianos/inibidores da multiplicagao de
micro-organismos. A detecgédo de residuos foi realizada no leite procedente de
todos os animas, e dos tanques de expansao e latdes, utilizando o kit comercial,
conforme as recomendacdes do fabricante (Delvotest SP-NT®)®, indicado para o
diagndstico dos principais grupamentos de antimicrobianos disponiveis em
medicina veterinaria. As amostras foram colhidas e acondicionadas em frascos

esterilizados e congeladas (-20°C) até o processamento. A detecgao de residuos

> Somacount 3009, Bentley, USA.
® Devotest SP-NT®: DMS Food Specialities Ingredients, The Netherlands.
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por este método utiliza ampolas de meio de -cultura contendo Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis. Sao adicionados 0,1 mL de amostra de leite
no receptaculo do kit contento o micro-organismo e indicador de pH, e mantidos
em temperatura de 64°C £ 0,5 durante 3 horas, em banho-maria. Na auséncia de
antimicrobianos ocorre a multiplicagado bacteriana, producédo de acido e alteracao
da cor original do indicador (de purpura para amarelo). Na presenca de residuos
de antimicrobianos a multiplicagdo bacteriana é retardada ou inibida, ocorrendo

inibicao ou acidificagao pobre do meio (tonalidade purpura a azulada).

Analise da composicdao do leite. A andlise 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 (PO ANA 009).

A CCS, CBT, analises de composicao e residuos de antimicrobianos foram

realizadas, em meédia, um més apods a colheita do leite.

Analise estatistica e tamanho amostral. O numero de rebanhos incluidos no
estudo foi calculado com base na média e desvio padrdao da CCS do leite de
tanques de expansao descrita em estudos prévios realizados na Coldbmbia
(Calderdén & Rodriguez 2008, Trujillo et al. 2010, Calderodn et al. 2011). Os célculos
foram baseados em CCS média de 500.000,00 CS/mL e desvio padrdo de
300.000,00 CS/mL, com margem de erro de 150.000,00 CS/mL e nivel de
confianga (a) de 5%. A estimativa da prevaléncia de mastite subclinica (unidade
de analise = vaca) na populagao alvo (30 rebanhos da regiao com média de 50
animais em lactagcdo = 1.500 animais) foi baseada em dados reportados
anteriormente de propriedades Colombianas (Trujillo et al. 2010). Para estimar
uma prevaléncia de 50%, com margem aceitavel de erro de 10% (e nivel de
confianca de 5%), uma amostra minima de 90 vacas foi necessaria. Os calculos
do tamanho da amostra foram realizados de acordo com os métodos descritos por

Dohoo, Martin & Stryhn. (2010), determinado pela férmula:
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v NP(1-P)

2
& N-1 4P x(1-P)
Zl—a/z
N = tamanho da populagao (finita)
P = prevaléncia estimada na populagao

d = margem de erro aceitavel.

Os resultados obtidos foram analisados por estatistica descritiva geral no
programa estatistico InfoStat®, considerando intervalos de confianga de 95% e
nivel de significancia para valores de P< 0,05. Os dados de CCS, CBT e gordura
foram transformados em logaritmo natural devido a desvios de um padrao
Gaussiano de distribuicdo. Os resultados da composi¢cao do leite, CCS e CBT
foram submetidos a analise de variancia e o teste de Tuckey foi usado para ajustar
o valor-P resultante de comparagdées multiplas entre grupos. Devido a assimetria
acentuada da distribuicdo da lactose, o teste de Kruskal Wallis foi utilizado para

comparacgao entre os grupos (Pagano & Gauvreau 2003, Daniel 2009).
RESULTADOS e DISCUSSAO

Composicao do leite

Os resultados referentes aos teores de gordura, proteina total, lactose, extrato
seco (ES), extrato seco desengordurado (ESD) e nitrogénio uréico (NU) para
amostras individuais e coletivas (tanque de expansao e latdo) sdo apresentados
nos Quadros 1 (analise geral dos constituintes) e Quadro 2 (segundo diferentes

arvores).

Em geral, os teores da composi¢cao do leite foram encontrados dentro dos
valores considerados normais para vacas (Singh & Bennett 2002). O teor de
gordura, extrato seco e lactose foram menores do que os relatados em estudo
similar em Havana, Cuba (Hernandez & Ponce 2004) e na regidao de Yucatan,
México (Aguilar-Pérez et at. 2001, Tinoco-Magafa et al. 2012) em vacas

alimentadas com leucena (Leucaena leucophala). No entanto, o teor de proteina
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nas vacas amostradas do presente estudo foram maiores do que o observado nos
estudos supracitados. A alta quantidade de proteina no leite das vacas do
presente estudo provavelmente encontra reflexo no elevado teor proteico das
folhas destas arvores consumidas pelos animais em sistema silvipastoril (Philips &
Sorensen 1993). O extrato seco desengordurado nos animais amostrados também
foi maior do que o obtido em vacas mantidas em sistema silvipastoril na provincia
de Matanzas, em Cuba (Gonzalez, Vega & Castillo 2002). O alto teor de ESD nas
vacas do presente estudo poderia ser creditado pelo conteudo de nutrientes das

folhas das arvores utilizadas no sistema silvipastoril (Aguilar-Pérez 2001).

Quando comparados o0s mesmos constituintes em sistemas leiteiros
convencionais no estado de Minas Gerais, Brasil (Cofani dos Santos et al. 2009),
se observou que as vacas no sistema silvipastoril amostradas no presente estudo
apresentaram maiores valores de nitrogénio uréico. Tal resultado provavelmente
encontra reflexo na elevada capacidade da Leucena, Botdo de ouro, Algaroba e
Gliricidia de fixar o nitrogénio no solo, elevando os teores de nitrogénio uréico no
leite, a semelhanga da proteina (Calle, Montagnini & Zuluaga 2007). Resultados
similares foram obtidos ao avaliar os teores de gordura, proteina e lactose do leite
produzido em sistema orgéanico de duas propriedades do interior do estado de Sao
Paulo (Siqueira et al. 2012).
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Quadro 1. Principais constituintes do leite individual (ind) e coletivo (col) (tanques de expansao e latdes) de

vacas criadas no sistema silvipastoril no Vale do Cauca. Colombia, 2013

. Média/DP Mediana Minimo Maximo LI (95%) LS (95%)
Variavel

Ind Col Ind Col Ind Col Ind Col Ind Col Ind Col

Gordura* (%) 3,24+0,27 351+0,01 3,26 353 257 341 3,8 36 317 343 334 3,64
Proteina total (%) 3,27 +0,45 3,20+0,13 3,24 3,15 2,37 3,1 483 348 31 296 3,38 3,34

Lactose (%) 44+031 4341009 447 434 284 421 492 447 364 421 3,66 4,47
ES (%) 10,62+1,39 11,72+0,54 104 11,8 8,09 10,84 15 1244 997 11,01 10,84 12,59
ESD (%) 8,57+051 847+0,16 8,58 848 7,34 8,26 10,02 8,72 842 8,25 8,74 8,71

NU (mg/dl) 15,82 +3,24 1457+3,10 156 149 82 10,3 23,5 182 14,58 104 16,62 19,4
*Variavel transformada em log10. Col = Coletivo, DP = Desvio padrao

LI = Limite Inferior, ES = Extrato Seco,

LS = Limite Superior, ESD = Extrato Seco Desengordurado,

Ind = Individual, NU = Nitrogénio Ureico.
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Quadro 2. Analise de variancia da composi¢ao do leite individual (ind) e coletivo (col) (tanques de expansao e

latdoes) segundo diferentes arvores utilizadas no sistema silvipastoril no Vale do Cauca. Colémbia, 2013

Proteina total Lactose ES ESD UM

Ind Col Ind Col Ind Col Ind Col Ind Col

) Gordura
Arvore
Ind Col
Leucena
3,19? 3,55°
(Leucaena leucocephala)
Botao de ouro b
3,4° 3,55°

(Tithonia diversifolia)
Algaroba (Prosopis juliflora)
elou 3,08% 3,41°

Gliricidia (Gliricidia sepium)

3,10° 3,12 3,65 4,36 10,16° 11,95% 8,44° 8,42 14,93% 13,9°

3,217 3,167 3,63° 4,34® 11,19° 11,95 8,44° 8,43 16,88° 17,3°

3,52° 3,237 3,65° 4,34 10,35% 11,29 8,86° 8,62 15,36 11,57

25 Meédias com letras na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey e Kruskall Wallis (p<0,05).

Ind = Individual, ESD = Extrato Seco Desengordurado,

Col = Coletivo, NU = Nitrogénio Ureico.

ES = Extrato Seco,
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Os teores de gordura, proteina total, extrato seco, extrato seco
desengordurado e nitrogénio uréico do leite individual das vacas revelaram
diferengas estatisticamente significantes (p<0,05) segundo o tipo de arvore
utilizado no sistema silvipastoril, visto que o botdo de ouro (Tithonia diversifolia)
mostrou maior influéncia sobre os teores destes constituintes. Mahecha et al.
(2007) e Mahecha & Rosales (2005), na Coldémbia, também observaram elevados
teores de gordura, ES e NU em vacas no sistema silvipastoril. Estes autores
atribuiram tal achado ao elevado conteudo de carboidratos estruturais das folhas
do botédo de ouro, que participam na formacgao da gordura do leite e do conteudo

de nitrogénio total.

No presente estudo, nenhum dos teores de composicao revelou diferengas
significativas (p>0,05) nas amostras de leite coletivo (Quadros 1 e 2). A leucena
(Leucaena leucocephala) nao exerceu influéncia sobre os componentes do leite
nos animais amostrados em producao silvipastoril. Resultado similar foi obtido por
Kakengi et al. (2001) utilizando leucena na Tanzania, onde somente nos teores de

extrato seco foram observadas diferengas significativas.

Contagem de Células Somaticas

Os valores de CCS nas amostras individuais (Quadro 3) indicaram bom status
da saude do ubere dos animais amostrados, acusando celularidade inferior a
200.000 CS/mL. Esta celularidade do leite € considerada normal para vacas e
também é considerado o ponto de corte para determinar mastite subclinica (Dohoo
& Leslie 1991). A média geométrica da CCS das vacas amostradas em produgao
silvipastoril foi menor do que a celularidade relatada em estudos de sistema
organico na Suica (Roesch et al. 2007) e no Brasil (Ribeiro et al. 2009, Siqueira et
al. 2012) em sistema convencional no Brasil (Cofani dos Santos et al. 2009) e no
sistema silvipastoril na Argentina (Casemiro et al. 2008). Em contraste, a CCS do
leite coletivo (tanque de expansao e latdes) acusou valores altos, indicando a
presenca nas propriedades amostradas de animais com CCS elevada que acaba

incrementando os niveis de CCS do tanque de expansao ou leite coletivo (Smith
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1996).

congelamento do leite por até trés meses, com reduzida ou nenhuma influéncia na

Estudos realizados na Holanda confirmaram a possibilidade de

celularidade tampouco CBT (Barkema et al. 1997).

Contagem Bacteriana Total

A meédia geométrica (Quadro 3) do leite coletivo (tanques de expansao e
latdes) acusou valor menor do que o limite exigido no Brasil de 600.000 UFC/mL
(BRASIL, 2011) e de 700.000 UFC/mL exigido na Colémbia (Colombia, 2011).
Estudos realizados no Brasil (Cofani dos Santos et al. 2009) e na Namibia (Bille,
Haradoeb & Shigweda, 2009) relataram valores de CBT menores em sistemas
convencionais, embora Langoni et al. (2011) no Brasil, relataram niveis altos de
CBT em sistemas organicos de produgcao. Baixa CBT indica boas praticas de
ordenha e € um dos principais parametros avaliados na mensurac¢ao da qualidade
do leite (Santos & Fonseca 2007).

Quadro 3. Valores de CCS e CBT para amostras individuais (ind) e coletivas
(col) (tanques de expansao e latoes) de leite de vacas produzido em sistema

silvipastoril no Vale do Cauca. Colémbia, 2013

CCS (CS/mL)* CBT (UFC/mL)*
Medida

Ind Col Ind Col
Média 515+0,69 556+0,34 3,65+0,34 4,36+0,89
Mediana 5,14 5,66 3,6 4,04
Média geométrica  141.252,75  363.078,05 4.466,84 24.547,01
Minimo 3,48 4,87 3,3 3,3
Maximo 6,77 5,77 4,82 5,58
LI (95%) 123.367,17  201.929,61 20.720,49 5291,76
LS (95%) 161.733.51 652.829 962,94 113.867,56

*Dados originais transformados em Log10. Ind = Individual, LI = Limite Inferior,

Col = Coletivo, LS = Limite Superior.
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Ocorréncia e etiologia de mastite

N&o foram observados animais com mastite clinica no referente estudo. Em
contraste, 43% (IC = 32,9% - 52,8%) dos animais reagiram no CMT indicando alta
ocorréncia de mastite subclinica. A auséncia de casos clinicos de mastite e a alta
prevaléncia de mastite subclinica sugerem o predominio de infec¢cdes por micro-
organismos contagiosos nas vacas amostradas (Quadro 4). Em contraste, no leite
coletivo (tanques de expansado e latbes) foi observada maior prevaléncia de
agentes ambientais, como enterobactérias e estreptococos (Quadro 4). Este ultimo
achado indica problemas de armazenamento do leite ou contaminagdo dos
utensilios e equipamentos de ordenha, refletindo no aumento de micro-organismos

ambientais neste tipo de leite (Santos & Fonseca 2007).

Embora 64% das amostras individuais n&o acusaram isolamento microbiano,
0s micro-organismos isolados como Staphylococcus spp., Corynebacterium bovis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Streptococcus dysgalactiae e
Staphylococcus hyicus (Quadro 4) sao indicativos de mastite contagiosa nos
animais amostrados (Nickerson & Philpot 2000). Estudos realizados no Brasil em
leite produzido em sistema orgéanico (Ribeiro et al. 2009, Langoni et al. 2009,
2011), assim como em sistemas de producado convencional (Cardoso et al. 2000,
Barbosa 2002) e na Colémbia (Calderon & Rodriguez 2008, Calderdn et al. 2011),
confirmaram a maior frequéncia dos casos de mastite subclinica por bactérias
contagiosas (Santos & Fonseca 2007). O predominio de micro-organismos
contagiosos nos casos de mastite subclinica pode ser justificado pela presenca
destas bactérias na microbiota da pele, mucosas, ubere e tetos dos animais,
favorecendo infecgdes via ascendente ao canal do teto. Ao invadirem o epitélio
mamario, 0s micro-organismos contagiosos provocam estado inflamatoério
principalmente de forma subclinica, posto que possuem como habitat a pele e
mucosas, ao contrario dos micro-organismos ambientais, que em contato com o

epitélio mamario comumente exteriorizam mastite clinica (Ribeiro 2008).
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Quadro 4. Micro-organismos isolados em amostras de leite individual e
coletivo produzido nos sistemas silvipastoris no Vale do Cauca. Coléombia,
2013

Micro-organismo Individual Coletivo
(n=100) (n=7)
Staphylococcus spp. 17 -
Corynebacterium bovis 5 -
Staphylococcus aureus 4 -
Streptococcus spp. 3 29
Micrococcus spp. 3 -
Streptococcus dysgalactiae 2 -
Staphylococcus hyicus 1 -
Klebsiella oxytoca 1 -
Hafnia alvei - 14
Streptococcus a-hemolitico - 14
Enterobacter cloacae - 14
Negativo 64 29
TOTAL 100 100

Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”

Os isolados mostraram maior sensibilidade “in vitro” frente a cefalexina
(100%), cefalénio anidro (100%) e amoxicilina/acido clavulanico (90%), seguido
pela sulfadiazina/trimetoprim (85%) e neomicina (80%) (Quadro 5). Em contraste,
a maior resisténcia das linhagens foi observada para espiramicina (45%),
lincomicina (40%), ampicilina (30%) e penicilina (15%). A elevada efetividade “in
vitro” das cefalosporinas pode ser creditada a indicacdo destes farmacos para o
tratamento de micro-organismos contagiosos de mastite como estreptococos e
estafilococos, que predominaram no presente estudo. Em contraste, a elevada
resisténcia “in vitro” dos isolados frente a lincomicina e espiramicina poderia

encontrar justificativa no uso, ha décadas, destes farmacos no tratamento
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intramamario de vacas com mastite na Coldmbia (Calderén et al. 2011). O uso
prolongado destes farmacos poderia aumentar a presséo seletiva para linhagens
multirresistentes (Ribeiro 2008). Neste contexto, a baixa eficacia “in vitro” da
ampicilina e penicilina poderia ser justificada na produgcado de beta-lactamases
pelos isolados de estafilococos - prevalentes nos animais amostrados -, resultando
em linhagens resistentes a estes farmacos (Trabulsi et al. 1999, Santos & Fonseca
2007).

A presenca de resisténcia dos isolados frente a lincomicina, espiramicina,
ampicilina e penicilina, que se constituem em farmacos amplamente utilizados no
tratamento da mastite bovina, reforcam a importancia dos testes de sensibilidade
in vitro” previamente a instituicdo do tratamento de vacas com mastite, visando
maximizar as taxas de cura e investigar a ocorréncia de linhagens

multirresistentes (Ribeiro 2008).

Quadro 5. Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” de micro-organismos
isolados do leite de vacas, provenientes de sistema silvipastoril do Vale do
Cauca. Colombia, 2013

Sensivel Parcialmente Resistente

Antimicrobiano . Total
sensivel
N % N % N %
Amoxicilina/Acido Clavulanico (30 mcg) 18 90 0 0 2 10 20
Ampicilina (10mcg) 8 40 6 30 6 30 20
Cefalexina (30 mcg) 20 100 O 0 20
Cefalbnio anidro (30mcg) 20 100 O 0 20
Espiramicina (100 mcg) 2 10 9 45 9 45 20
Lincomicina (2 mcg) 0O O 12 60 8 40 20
Neomicina (30 mcg) 16 80 4 20 0 0 20
Penicilina (10 UI) 10 50 7 35 3 15 20
Sulfadiazina/Trimetoprim (25 mcg) 17 85 3 15 0 0 20

N = numero, % = porcentagem.
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Deteccdo de residuos de antimicrobianos/inibidores da multiplicagcao de
micro-organismos

No presente estudo foi observado que 30% (IC = 28,86-39,14%) das amostras
individuais de leite foram positivas para a presenca de residuos de
antimicrobianos/inibidores da multiplicagdo. Estudos similares no Brasil (Ribeiro et
al. 2009) detectaram residuos em 2,7% das amostras coletadas de vacas criadas
em sistema organico. No leite coletivo amostrado, a presenca de residuos de
antimicrobianos foi detectada em 86% dos tanques de expansao e latbes. Estudos
conduzidos em Trinidad & Tobago (Adesiyun et al. 2005) em amostras de leite de
vacas em producdo coletivo convencional, detectaram a presengca de
antimicrobianos em 4,2% da amostragem. A alta ocorréncia de residuos de
antimicrobianos no leite de vacas na regiao amostrada na Colémbia é um achado
preocupante, visto que os residuos de farmacos podem causar reagdes organicas
indesejaveis nos humanos, assim como determinam prejuizos na industria dos
laticinios (Santos & Fonseca 2007). A alta ocorréncia de residuos de
antimicrobianos/inibidores da multiplicagao no leite é reflexo direto do uso indevido
ou nao racional de antimicrobianos no tratamento da mastite (Ribeiro 2008). A
presenca de residuos ocorre geralmente pela inobservancia da caréncia dos
antimastiticos em animais tratados por via intramamaria ou via parenteral, pelo
uso de antimicrobianos de vaca seca em animais na lactagao, por antecipagéo do
periodo seco das vacas, ou introducido de animais em tratamento no plantel
(Nickerson & Philpot 2000).
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CAPITULO llI

Conclusoes e Referéncias Bibliograficas



4. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo apontaram para a baixa celularidade e CBT
e teores normais dos componentes do leite — exceto proteina e nitrogénio
ureico que se mostraram elevados -, indicando boa qualidade do leite de vacas

criadas no sistema silvipastoril, apesar da alta ocorréncia de mastite subclinica;

A maior ocorréncia de agentes ambientais no leite coletivo indica a
necessidade de cuidados com a higiene do ambiente de ordenha, dos
utensilios utilizados na pratica da ordenha e com o acondicionamento do leite,
enquanto a alta ocorréncia de micro-organismos contagiosos sinaliza a
necessidade de intensificar as agcdes de boas praticas de ordenha e a adogao
de pés-dipping e terapia de vaca seca, procedimentos indicados para o

controle de micro-organismos contagiosos;

A ocorréncia de resisténcia dos micro-organismos isolados aos antimicrobianos
de uso no tratamento da mastite na regido e a elevada presenga de residuos
de antimicrobianos/inibidores da multiplicagcdo de micro-organismos no leite
sao resultados preocupantes, reflexo do uso nao racional de antimicrobianos
nos animais, e devem ser motivo de esforgos dos produtores silvipastoris da
regido, com intuito de evitar qualquer residuo nocivo aos humanos,
assegurando alta qualidade do leite produzido neste sistema alternativo de

producao.
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